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z. z N. T 'R o D u 'e e z o N 

Los avances recientes en el estudio de la relaci6n entre homeostasis 

de cationes e hipertensi6n arterial sistémica, han revelado las bases 

celulares de la enfermedad en términos de una anormal concentración 

de calcio intracelular (1). De hecho, se ha demostrado que las 

concentraciones J.ntracelulares de este i6n se encuentran elevadas en 

diversos tejidos provenientes de pacientes con hipertensión arterial 

esencial (2, J). 

Varios mecanismos han sido propuestos para explicar la causa de esta 

condición. Uno de ellos, que se ha sostenido como el factor más 

importante, es un incremento en el influjo de calcio a través de los 

canales rápidos ubicados en la membrana plasmática (4). 

Sin embargo, los mecanismos que controlan el eflujo celular de 

calcio, ampliamente reconocidos en el control de la homeostasis 

celular de este i6n, han sido poco caracterizados en esta enfermedad. 

Es por esta razón por la cual otras moléculas importantes 

involucradas en la extrusión celular del calcio, como lo son un 

intercambiador Na+¡ca2+ y la ATPasa-(Ca2+,Mg2+), son motivo de gran 

interés y de estudio en diversos tejidos provenientes de pacientes 

hipertensos (1, 3-5). La figura l resume la interrrelaci6n de estos 

factores determinantes de la homeostasis celular de calcio, y las 

concentraciones normales -intra y extracelulares- de este i6n. 



~iqura 1ª Mecanismos importantes en la homeostasis celular del calcio 



con respecto a la ATPasa-(ca2+, Mg2+), se ha caracterizado como una 

proteína de 138-140 kDa que se encuentra unida a la membrana 

plasrnAtica de células excitables y no-excitables. Esta proteína es 

una enzima que acopla la hidrólisis del ATP a la extrusión del 

calcio, que es entonces transferido del citoplasma hacia el espacio 

extracelular (6). Es importante mencionar aquí que esta ATPasa de 

calcio es regulada, a su vez, por otra proteína de membrana y 

fijadora de calcio: la calmodulina (Figura 2). Su uni6n a la ATPasa 

de calcio incrementa la afinidad de la enzima por el calcio y la 

V max de la reacción (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). Según lo informado 

en modelos experimentales o en pacientes hipertensos, la actividad de 

la ATPasa se ha encont .ado normal (4-8), disminuida (9), o aún 

aumentada en plaquetas (10-13). 

Esta diversidad de resultados ha creado gran confusión y desaliento 

en las comunidades médica y científica, ya que su relevancia en el 

desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento de la 

hipertensión arterial no ha podido ser establecida. 

Aunque múltiples factores pueden ser invocados en la explicación de 
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riqura 2. Regulaci6n de la ATPasa-(Ca2+,Mg2+) por Calmodulina 



estos resultados, nosotros hemos encontrado a1gunas diferencias 

significativas en los métodos empleados para la realización de cada 

estudio. De los más importantes resaltan: (1) el tipo de 

anticoagulante empleado para la recolección de la muestra 

sanguínea; (2) el procesamiento de las membranas de eritrocitos 

(e.g.con o sin EOTA) y (3) las condiciones en que se determina 1a 

actividad de la ATPasa de calcio (e.g. diversidad de concentraciones 

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

En base a lo anterior, nuestro estudio prete~de determinar: (a) si el 

contenido membrana! 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 sujetos sanos y 

(b) si estos factores pudieran explicar los resultados discordantes 

que han sido informados hasta ahora sobre la actividad de esta enzima 

en pacientes hipertensos y en sujetos sanos. 
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II. O B J E T I V O B 

Con la intención de tener una mejor comprensión del mecanismo o 

mecanismos de regulación de la actividad de la ATPasa-(ca2+,Mg2+) 

en membranas de eritrocitos de pacientes con hipertensión arterial 

esencial, se plantearon los siguientes objetivos: 

1. Seleccionar un grupo representativo de sujetos con hipertensión 

arterial esencial para determinar la actividad de la ATPasa

(Ca2+ ,Mg2+) en membranas aisladas de sus eritrocitos. 

2. Obtener membranas de eritrocitos-depletadas de calmodulina para la 

adecuada evaluación de la actividad de la ATPasa de calcio in vitre. 

Para este fin, se recolectará sangre de sujetos· hipertensos y 

controles usando una solución de dextrosa y citrato como 

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

l. Determinar el efecto del EGTA, la calmodulina y diversas 

concentraciones de calcio, sobre la actividad de la ATPasa

(ca2+ ,Mg2+) en las membranas aisladas de eritrocitos de ambos grupos 

de sujetos. 

6 



zu. P A C Z E N T E S Y M E T O D O S 

Pacientes y sujetos control 

Se seleccionaron 12 pacientes con hipertensi6n arterial esencial del 

grupo de enfermos tratados regularmente en el Servicio de Medicina 

Interna del Centro Médico 11 La Raza", IMSS. La edad de los pacientes 

fluctuaba entre los 30 y los 70 años. Todos ellos (6 mujeres y 6 

hombres) habían presentado cifras elevadas sostenidas en la presión 

arterial mayores de 140 mmHg la sistólica y 90 nunHg la diastólica, 

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

El protocolo de investigación y sus procedimientos fueron aprobados 

previamente por el Comité ético de la Institución. A cada paciente se 

le practicaron historia clínica completa, exámen físico y estudios de 

laboratorio y gabinete pertinentes. Los criterios de exc1usi6n al 

estudio incluyeron: hipertensión arteria1 secundaria; obesidad 

mórbida (mayor del 50% del peso ideal); embarazo; cardiopatía 

isquémica; insuficiencia renal o cardiaca; y/o si hablan recibido 

tratamiento antihipertensivo en las ílltimas cuatro semanas antes de 

enlistarse al estudio. 

Este grupo fué comparado con uno control de 14 sujetos normotensos 

con edades entre los 30 y 62 af\os. La presión arterial de estos 

sujetos nunca excedió a l.40/90 mmHg en cuando menos dos visitas al 

Hospital, y sus examenes cl1nicos, de laboratorio y gabinete, fueron 

normales (Tabla l.). Se tuvo mucho cuidado en seleccionar este grupo, 
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Tabla 1. Edad, sexo, y presión arterial de sujetos estudiados. 
(Promedio± E.S.M.) 

Caracteristicas 

Edad (aflos) 

Sexo (M/F) 

Presión sistólica (mmHg) 

Supina 
Ortost~tica 

Presión diastólica (mmHg) 

supina 
Ortost!itica 

Hipertensos 
(n=l2) 

50 
(34 - 70) 

6/6 

164 ± 4.4 
160 :t. 5.2 

108 .± 2. 4 
108 :t. 3. 2 

Grupo 
Normotensos 

(n=l4) 

43 
(30 - 62) 

7/7 

111 .± 2.s 
107 .±. 2.2 

71 .± 1.3 
71 .± 1.6 



pues se excluyéron a aquellos con antecedentes de familiares 

consanguíneos que padecieran hipertensión arterial sistémica. 

Todos los sujetos estudiados dieron su consentimiento por escrito 

para participar en el estudio. 

Químicos 

Los reactivos para los análisis se obtuvieron de Sigma Chemical Co, 

St Louis MO, USA. y, las sales empleadas, del Laboratorio Merck, Cd. 

de México, México. 

Aislamiento de Mem!>ranas de Eritrocitos Humanos 

La extracción de 50 ml de sangre se realizó por venopunción en 

posición supina en cada paciente con, cuando menos, 12 horas de 

ayuno. En cada caso, la sangre se recolectó por medio de un sistema 

Fenwal(Travenol SA, CV) que contiene la solución anticoagulante CPO 

{Acido cítrico, Citrato trisódico, fosfato monobásico y dextrosa). 

Las muestras fueron conservadas a 4 oc y procesadas antes de 2 horas 

después de su extracción. La preparación de membranas a partir de 

eritrocitos se realizó siguiendo una modificación de la técnica 

original de Niggli y cols. (14). La importancia de esta técnica es 

que emplea EDTA (ácido etilén diamino tetraacético) en sus buffers y 

que la fracción de vesículas extraídas se compone predominante de 

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

1 ¡ 
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out") (15). su concentración proteica fué determinada por el método 

de Lowry y cols (16) y las alicuotas de cada preparación se 

conservaron a -1ooc hasta la realización posterior de los ensayos de 

la ATPasa. 

Determinación de la actividad de la ATPasa-Cca2+,Mg2+) 

La actividad de la ATPasa-{Ca2 + ,Mg2 +) en estas preparaciones de 

membrana se evaluó empleando los siguientes elementos en el medio de 

incubación: (1) componentes invariables fueron: Mgcl 2 4mM, Tris 

(hidroximetil) amino metano-malato (Tris malato) 50 mM y pH 7.4; 

(2) los componentes variables fueron: acido etilénglicol bis (amino

etil-eter) NN 1 -tetraacético (EGTA) 0.1 mM junto con diversas 

concentraciones de cacl2 • Esta última estrategia tiene el objeto de 

obtener las concentraciones de calcio libre que se indican en las 

figuras, y que se calcúlan por medio de las costantes de estabilidad 

contenidas en un programa de computo (17). otro grupo de 

experimentos se llevaron a cabo usando concentraciones fijas de 

calcio (CaC1 2 0.1 rnM) en ausencia de EGTA. 

Todos los ensayos se efectuaron en un volumen final de 300 ul de 

medio de incubación y una concentración proteica promedio de 100 ug. 

En todas las fra::ciones, la actividad de la ATPasa-(Ca2 +,Mg2 +) se 

midió a 37gc por 30 minutos, en condiciones estimuladas o n6-

estimuladas por calmodulina. En el primer caso, se añadieron 10 ug de 

calmodulina al medio de incubación y se dejó preincubar por 30 

10 _¡_ 



minutos a 4 ge. La reacción se inició añadiendo la sal dis6dica de 

S'trifosfato de adenosina (ATP)(pH7.4) necesaria para dar una 

concentración final de mM. Esta se concluyó afiadiendo ácido 

tricloraacético a una concentración final del lOt. La liberación de 

fosfato (Pi) se midió por espectrofotometria de acuerdo al método 

descrito por Fiske y Subbarow (18). 

Las actividades de la ATPasa, no-estimuladas y estimuladas por 

calmodulina, se determinaron substrayendo la actividad medida en 

ausencia de cacl2 de los valores medidos en presencia de este catión. 

Todos los experimentos fueron realizados por duplicado en cada 

preparación de membrana de eritrocitos de sujetos hipertensos y 

controles. 
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IV. R E 8 U L T A D O 8 

Parimetros Clinicos 

La tabla 1 resume los datos cl1nicos de los grupos control e 

hipertensivo. Entre ambos grupos no existieron diferencias 

significativas en lo que respecta a resultados de biometria hemática 

y quimica sangu1nea. En los estudios de gabinete, cuatro pacientes 

hipertensos mostraron hipertrofia del ventriculo izquierdo por 

radiolog1a y/o electrocardiograma. 

Actividad de la ATPasa-(ca2+1 Kg2+) 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 también que la 

adición de calmodulina en el periodo de preincubaci6n, no logra 

estimular la actividad de la ATPasa en ninguno de los dos grupos. 

Este hallazgo sugiere un bloqueo en la estimulación de la 

calmodulina, probablemente mediado por la adición de EGTA al medio de 

incubación. Sin embargo, es de hacer notar la relación directa que se 

encontró entre la actividad de la ATPasa y las concentraciones de 

calcio libre emplcüdas en estos ensayos. En este caso, la actividad 

hidrol1tica mAxima se alcanzó con calcio libre 100 µM. 

12 
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rigura 3. Efecto del ccmplejo ca-EGTA sobre la actividad de la 
ATPasa-(Ca2+,Mg2+) en membranas de eritrocitos (promedio .± 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 segQn lo descrito en Pacientes y 
Métodos para sujetos normotensos (A) e hipertensos (8) • Las 

~~~~ª(~~~º~}ª:n 1f~:e:ns~~o~ª~~i~a 5:c:'t~Íd~vlecf:"1aª~i~~~~:(~;~i~:~2~) 
estimulada (O) o n6-estimulada por calmodulina (1). 
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Actividad de 1a ATPasa-(ca2+,Kg2+) en ausencia de EGTA 

En un segundo conjunto de experimentos, el EGTA fué removido del 

medio de incubación y se conservó constante una concentración de 

cacl2 (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. Sin embargo, 

estas actividades fueron menores que las encontradas para ambos 

grupos de sujetos en presencia de EGTA (Figura 4). Es muy interesante 

observar que, en ausencia de EGTA, la adición de calmodulina si 

estimula la actividad de la ATPasa en un orden de 4 veces, tanto en 

el grupo de hipertensos como en el de sanos. La estimulación de la 

enzima por calmodulina en estos casos es estadisticamente 

significativa. 

Estos resultados concuerdan con los de otros estudios en que el EGTA: 

(l.) 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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Wigura 4. Efectos del ca2+ y del EGTA sobre la ATPasa-(ca2+,Mg2+) 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 O.l 
mM y cac12 o.2mM, que producen una concentraci6n libre de calcio de 
0.1 mM o (B) cacl2 0.1 mM sin adici6n de EGTA. En ambos casos con 
C•l o sin (O) adiciOn de calmodulina. 

* En comparaci6n con la actividad encontrada sin aftadir calmodulina, 
p <0.001. 
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v. D L s e u s r o N 

Los resultados obtenidos en membranas de eritrocitos de sujetos 

sanos y de pacientes con hipertensión arterial esencial, no mostraron 

diferencias en su actividad de ATPasa (ca 2+,Mg2+) ni en la activación 

de la enzima por calmodulina. Aunque estos resultados son contrarios 

a los informados por otros grupos ( 4, e) , nosotros creemos que estas 

discrepancias en la literatura, se deben a diferencias importantes en 

la metodología empleada en cada estudio. Por ejemplo, y como se ha 

demostrado en nuestro trabajo, el uso de EGTA en el medio de 

incubación 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 activación de la ATPasa-(ca2+,Mg2 +) por calmodulina, 

ya que es esencial que las membranas aisladas hayan sido depletadas 

de esta proteína antes de medir su actividad de ATPasa de calcio 

(19,20). La mayor1a de los estudios que han comparado la actividad de 

la ATPasa de sujetos sanos con la de hipertensos, han pasado por alto 

este parámetro. 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). 

16 



Desde luego, conocernos que existe una población de calrnodulina 

fuertemente unida a la ATPasa-(Ca2+,Mg2+), que 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 

remoción de la calmodulina débilmente-unida a la membrana por medio 

de EDTA, pudiera ser que las actividades de la ATPasa (basal y 

estimulada por calmodulina) que 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 plasmáticas de 

células de sujetos hipertensos, sea analizado cuidadosamente si no se 

han especificado las condiciones experimentales arriba mencionadas. 

Por último, está realizándose otra serie de experimentos para 

determinar si existen diferencias en las dos poblaciones de 

calmodulina unida a la ATPasa-(Ca2+ ,Mg2+), en membranas de 

eritrocitos de sujetos sanos y en las de los pacientes con 

hipertensión arterial esencial. 

17 



vx. e o N e L u s X o N E s 

Los resultados presentados en este trabajo permiten concluir que: 

l.. - La actividad de la ATPasa-(ca2+ ,Mg2+) medida en membranas de 

eritrocitos de sujetos hipertensos no difiere de la encontrada en las 

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

2.- Es importante el uso de soluciones con EDTA durante el 

aislamiento de las membranas, con la finalidad de depletar de 

calmodulina a las mismas. Este punto es particularmente crucial en la 

determinación veraz de la actividad de la ATPasa-(ca2+,Mg2+) 

estimulada por calmodulina. 

3.- La presencia de EGTA en los medio de incubación en que se mide la 

actividad de la ATPasa-(Ca2+,Mg2+), bloquea la estimulaci6n de la 

enzima por calmodulina. 
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Kry"ords: Hypcrtcnsion, Ct)'thrOC)'lc, calcium ATP11sc. 
calmodulin, clhylcnc·glycol·bi\·(Jl·amino-clhylinc) N, N'· 
tctracctic acid (EGTA). 

lnlroductlon: Rece ni m.h·anccs in thc StUd) orthc rc.hlliomllip 
bctwccn cation homcO!itasis and hypcrtcnsion hove rcvcalcd 
thc ccllular basis of this discasc in lcnns of alrcrcd lntra
ccllular conccntrations of calcium (lJ. High intraccllular 
calcium conccntra1ions havc bccn dcmonstratcd in diffcrent 
ccll typcs from hypcrtcnsivc paticnts 12. JJ. 

Scvcrnl mcchanisms havc bccn pul fot'A-·ard ns !he main 
causes ror this condilion, in which lm:rcascd calcium inftux al 
thc plasma mcmbranc has bccn propoSl."d as onc or lbe mo'it 
importnnt factors (4J. On thc othcr hand, the mechanisms 
for calcium dffux from thc ccll, nowadays rccogniscc.l ns 
imponant in controlling ccll calcium homcostnsis, ha\'C been 
Jess wcll charactcriscd. Among thc molccules invol\'cd in thc 
control of 1his cmux of cnlcium from lhe ccl\, a N11+1ca=+ 
exchangcr as wcll as a (CaH·, MgH)-ATPnsc h:we gencratcd 
intcrcst in thc study of a numbcr of diffcrcnl ccll 1yrc" (!, 3-5). 

Thc (Ca2+, MgH)·ATPaM: is n IJS-140 kDa mcmbranc 
bound protcin whcrcby excitable and noncxcitablc cctls couple 
1hc hydrolysis of A"Jll lo thc cxtrmion of c.ilcium ion'i from 
lhc cytopln'im to thc cxtrnccllular spacc (6). Thc ubiquitous 
calcium binding pro1cin calmodulin, proposcd as nn important 
rcgulntoty prolcin oí thc plasma mcmbranc calcium-ATP~. 
lncrcascs cnzymc nífini1y for calcium anc.l che V,,,~, of thc 
rcaction (7). 

Severa! rcports on lhc (C.aH, Mi•)-ATPaw: uctivi1y in 
crythrocytes from human hypc:ncnsivc subjccts havc been 
ronlrovcrslal (R-tOJ. The A"Jllasc aclivily in this ~11 system 
has bccn found to be eithcr normal (4, BJ, decrenscd !9J. or 
evcn incrcased in platclcts (10-13). 

Thc purposc of lhis study was to invcstigatc whcther 
membranc calmodulin conlcnt and EGT A scnsitivily mighl 
be Importan! in undcntanding lhc diffcrcnccs obscrvcd so far 
In mcmbranc ATPasc nctivity from hypcrtcnsivc paticnts. 

Patlrnts and mrthods: Wc studicd n group of 12 hypcncnsivc 
paticnls bctwecn thc agcs of 30 and 70, sccn al thc Scn·icc 
of ln!cmnl Medicine, Medica! Cen1er 'La Raza', Meicican 
lnstilutc for thc Social Sccurity. All pa1icn1s (six fcmalcs nnd 
six males) hnd sustaincd high hlood pressurc grcaler thnn 140 
mmHg systolic and 90 mmHg diaslolie mcasurcmcnts in al 
lcast two diffcrcnt visits ffablc 1 ), 
Pr~durcs followcd wcrc in accordancc: wilh in\tilutional 

guidclincs. A medica! hi\lory, physical exnminalion und 
labora1ory workout wcre alwa)"' performcd. Palients wcrc 
cxcluded if thc followin¡: eritcria wcrc mct: sccondary hypcr· 
tcnsion, morhid obcsiry (50% O\'er ideal wcighl), prcgnancy, 
lschacmic henrl di'iCaSC, cardinc or renal failurc or antihypcr· 
lensi\'C trcatmcnt in thc last four wcck'i flcforc cntry into lhc 
irial. 

Thi~ group was cdmparcd 10 a normulcn~ive control i:roup 

of 14 !.Uhj1:c1s (agcd 30-6:? ycars). TI1eir blood prc~surcs, in 
111;0 diffcrcnt visils, ncver ciccceded 140 mmllg/90 mmllg for 
systolic and diastolic mcasurcmcnts rcspcctivcly (Table 1 ), 
Ali subjccts in this ¡:roup wcre sclcctcd to cnsurc lh:al lhcrc 
wcrc no known cases of hypcrtcnsion nmong lhcir clITTC 
rcla1ivcs. Clinic.al and laboratory cxamina1ions werc pcñonncd 
100. Ali paticnls gavc writtcn conscnt. 

Blood (50 mL) was drawn by venous puncturc in a supine 
posi1ion aflcr ovcrnight fasting, nnd collccted in ncid cilralc 
dcxuose as an1ic0agulan1. Snmplcs wcrc kcpl at 4ºC until 
rncmbranc prcparalion was pcrforrncd wilhin a 2 h pcriod 
from cxtraction. A vcsiclc fraclion mostly composcd of 
insidc·oul mcmbrancs was preparcd using a modilkalion ar 
lhc mcthod describcd by Niggli, ~r al. (14), cmploying 
((cthylcnedlnilrilo)tctraacctic ncid) (EDTA) buffcrs in the 
isolalion proccdures (15}. Protcin conccntra1ion was dctcr· 
mincd according to Lowry, ~'al. (16J ;ind aliquots stored al 
-70"C until ATPase nssays werc carricd out. 

Mcmbranc prcpnrations wcrc auaycd for ATPasc activity 
employing !he following incuhation media: invariable com
poncnts, 4 rnM M(:Cl: and SO mM TrislhydroxymcthylJ· 
nminomethanc-rnnlalc (Tris-malale), pH 7.4; and variable 
componenls, 0.1 rnM c1hylcnc-glycol·bis-(P..amino-clh)·lc1hcr) 
N ,N'·tctra·acctie acid (EGTA) and differcnt Ca0 2 concentra· 
1ions In arder lo givc thc indicatcd free calcium conccntrations 
calculatcd with wcll·estahlishcd stnbility conuants (17) anda 
computcr program. A differcnt set of cxpc:rimcnts wns pcr· 
formed using n fixcd calcium conccnltation (0.1 mM CnCI!) 
withou1 thc use of EGTA. 

An11ly1ical rcagcnls wcrc purchascd from thc Slgm:i 
Chcmical Co., SI Louis, MO. USA, and salls from Mcrck, 
Mcxico Ci1y, Meicico. 

All assays werc c:irried out in B final volumc of 300 11L 
u1ilising an average protcin conccntration of 100 IJB· 
Calmodulin slirnu1ation of thc ATPnsc activi1y wns mcasurcd 
in thc prcscncc of IO ¡.¡g calmodulin addcd during a 30 mio 
prcincubation pcriod at 4ºC. The (Ca2+, Mgi+)·A TPnsc 
ncti\'ily was dctcnnined al 37"C far 10 min. Thc renclions 
ini1iated wirh 1he addi1ion of ndcnosine S'·lriphosphatc 
disodium salt (ATP) (pU 7.4) lo givc a final concentration or 
3 mM and stopped wilh trichloracclie ucid lo givc: 11 final 
concenlration of 10%. Phosphate libcration was measurcd 
spcctropholometrically according 10 thc melhod dcscribcd by 
Fiske and Subbarow {IN). 

Non-,1imula1ed ;iml calmoclulin·stimulated (CaH. MgH). 
ATPase activities wcrc dctcrmined sub\tracting the aclivity 
measurcd in 1hc ahM:ncc of CaCI: from lhe acfü·ity valucs 
mcasurcd in lhe prc~cnee uf thc eation. Expcriments ll.Cre 
pcñonncd in duplicate on scparate mcmbrane ~mplcs from 
cach single indi\·idual. 

Rnulls: Table 1 show11 1he dinical dala ror thc h)·pcrtcn'i,·c 
and lhe normuten~ive ¡!roups. No sii:nificant differcm:c'i ll.crc 
found in lhe blood counts ur chcmÍ\lty lx•twcen Polh ¡!mu~ 
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-lag [ca•+] (M) 

6 ~ 4 

-lag [ca2+] (M) 

FlJun 1: Eff«t af ~ Ca·EGTA compltx on IM (Ctr' .. , Mf!• )·ATl'ase am.., of trytltrocyuJ membrana ,,_._ ± SEU from 10 diff~ 
ptrporaliott¡ and indi~ upnitncnu front Ndt ~ o/ subj«U ptrfom.d U. Jupliattr}. Thl nafcliun·ATP-.w «""'1 - -•und ra 
dneriWd lllCMr Palintls and Mdtcxb for nontfOfmn'"' (AJ altd hyptnm.ri~ (B) 111bjrca, Frtt ca/d""' cowad'lllil;l11,.. ~ wln1 

0.1 mM EGTA ln dv --11~ far' ,.,,,..stintuldkd t•J aJtd ta'-'dulln ttitnulDud (Ca'*", Mj• )·A TP~ aaividn ¡0). 

Tabk 1: Ait. su and blood prruurr o/ indMdualJ l/Uditd 
(tnnJU ± SEM). 

Characccriuia 

. Agc{ycan) 

Scx(MIF) 

Sfllalk ..... ...._(-8s} 
Supinc 
Onhoatatic 

Dtmllk ...._. ,,_.. c..ua> 
Supine 
Ottho5talic 

Group 
Hypcrtcmivc. Nonnotcnsivc 

(n • 12) (n • 14) 

"' " (34-70) (30-62) 

"" 7n 

164 ±4.4 111±2.!i 
ltiO ±.5.2 107 ± 2.2 

108 ± 2.4 71 ± 1.3 
108 ± 3.2 71 ± 1.6 

(data not shown). Fout hypcrtcnsivc patients showcd cvidcnce 
of lcft vcntriclc hypenrophy In lhc chcst X·ray and/or the 
clcctrocardiogram, 

Thc calciwn ATPue aaivity tcstcd in thc presencc of 
EGTA did nol signiftcantly diffcr bctwccn both studied 
groups (Figure 1). Calmodulin prc·incubatcd mcmbranes did 
not show 1tlmuladon of thc cnzymc activity, suggcsting a 
blunted calmodWin stimulation, probably mcdiatcd by EGT A. 
Ncvcrthelcss, thcrc was a dircd rclatiomhip bctwcen lhc 
caldum A TPasc activity ami thc free calcium c:ona:n1ralions 
cmploycd, showinga muimum hydrolytic activlty al 100 µM. 

In a KCOnd sel of c•perimenu, thc EGT A was removed 
from thc incubation media and a total c:onccnuation of 0.1 
mM Ca02 kcpt c:onstant. 1ltc non-calmodulin·stimulalcd 
calcium ATPasc actlvity did nol changc in cithcr group, 
showing only a lower activity than thc activity obtaincd in the 
prcscncc of EOTA (Figure 2). Undcr thcse conditions, 
calmodulin 11imulatcd four·fold thc calcium ATPasc activity 
on both groups. In accordancc with othcr reports (14, 15), 
EGT A sccms to stimulatc partially thc calcium-dcpcndcn1 
ATP hydrolylic activity of thc cnzymc and Inhibir 1hc 
stimulatory calmodulin cffcct. 

Dilcuaion: Thc prcscnt rcsults obtaincd with crythrocytc 
mcmbrancs from norrnolc:nsivc subjccts and cs~ntial hypcr· 

'ªliaJ¡A) za 

10 

* •a (8) * 

•a 

za 

10 

leOlttlOTUlllYC MTN~Hlllrvl 

Fi1urr1: Effttta/Ca'• a11d EGTA an dit tryllrnK)'tt (Ca'', 
Mtt•JATPast, IMtan1 ± SF.M, (A) n .. JO, IB) n • 6.) 

Tht a1lríum A TPtut ac1M1y wa mtasurrd a dt.snibtd u11tkr 
Patit11uand Mtthadilnanmliacon1ai11ing: tAI 0.1 mM t:GTAamt 

0.1 mM CaCl;, 10.gl'llt a /rrt caltlum co""7Unulon o/ O.J mM. 
(lJ) 0.1 mM CaCfJ wJtll no EGTA 11111rt mtdiunt, tithtr wrllh (e) or 

wlthow (0) addtd calmodulin. 
•Al cornparrd wilh no adderl calrnodu/in, p < 0.001. 



tcn\i\·c palien!\ sho11. nn difícrcnccs in lhcir (Ca:+, MgH)· 
ATl';t\C activily or thcir actiVafion of lhc cnlymc by calm· 
odulin. Although lhc\c lindings agrcc .,.,ith 1ho..c rcportcd by 
othcr J!TOUf1\ 14, N), wc bclic\"C thc discrcpancics obscrvcd in 
thc litcralurc "'hcn thcsc paramclcn nrc rncasurcd could be 
duc IO diffcrcnccs in thc mcthodolngr cmplorcd. For in· 
stancc, D\ ubscn·cd in our inVC\1iga1ion, thc u'c of EGTA in 
!he assay media could rcprc,cnt an Importan! ractor in lhc 
alrcrcd rcspon~c oí thc ca:··ATPa~c 10 calmodulm. 

In our Mudy, morcnvcr. thc mcmhranc preparation\ obtaincd 
hom ho!h group\. normolcn'i'·c und h~·pcrtcnsivc i.ubjccts, 
werc carricd out u~inµ EDTA bufícr; during lhc isolulion 
proccdurc. lliis is particularly impon.mi \\hcn studyini; 1hc 
uc1ivation oí 1hc Ca~+-A TI';1sc tw c:ilmodulin, sincc it iJ 
csscnlial 10 hu\·e calmodulin-dcplcfcd mcmtmrncs hcforc !he 
ini1ialion or 1hi: ca=•-ATl',1\C acliviry c•pcrimi:nts (llJ, :zo¡, 
Most !ludies carricd out so for comparing normolcn,ive wilh 
hypcrtl'nsivc mcmbrancs haw ovcrlookcd 1his siluation, and 
rcportcd difrcrcnccs in Ca!+ -ATl'a~c ::ictivity und calmodulin 
::ic1ivation withoul havini; conlrollcd lhis paramclcr fiJJ. 

Although lhcrc sccm~ lo bc u pvpulalion oí c::ilmodulin 
tightly bound lo 1hc Ca:+·ATPaw. lhi\ acccssory ptotdn is 
not removed hy an f:DTA 1rca1mcnt tJuring thc mcmbr:rnc 
lsolation proccdurc. On 1hc othcr h:mtJ. ir 1hc so-callctJ lii;htly 
bountJ calmodulin rcmm·cd by thc EDTA 1rcatmcn1 is not 
carcrully conirollcd, difícrcnces obscrvcd in Caz+ 0 ATPasc 
aclivity and calmodulin 11ctivHtion may not be real. Thcrcforc, 
thc 5usgcstion uf h;1vin¡; a Ca:+·ATPasc wi1h 11n al1i:1cd 
affinif}" for calmodulin auocialcd wi1h !he cdl pl::isma mcm· 
branc from hypcrtcnsivi: p:1ticnls, slmultJ be lakcn wilh 
caution, ií thcsc condition\ hll\'C not bccn rnet. 

t::xpcrimcnls urc in progre.u in our Jaboratory 10 clucidalc 
whcthcr thcrc ati: ::111}" tJiffcrcnccs in lhc IWO population~ OÍ 

calmodulin bound 10 the Ca2+·ATPu5c in bnlh normolcnsi\'C 
ond hypcncnsi\·c crythTOC)'IC mcmbrancs. 
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