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RESUMEN

Durante la actividad muscular prolongada, la liberacion de Ca’* por el reticulo
sarcopldsmico (RS) incrementa la concentracién citoplasmatica de Ca** ([Ca®'],). Los
mecanismos que tiene la célula para mantener la homeostasis de la [Ca2+]i incluyen a la
actividad de las ATPasas de Ca’" de las membranas de RS principalmente y de los tubulos
transversos (TT). En este trabajo se describen y analizan los cambios observados en las
actividades y en las estructuras de las ATPasas de Ca’" de RS y TT y de la ATPasa de
Mg** de los TT, ademas de los cambios conformacionales observados en los receptores de
dihidropiridina (RDHP) de los TT, involucradas en los eventos del acople excitacién-
contraccion (AEC). Estos cambios se produjeron como consecuencia de a) un régimen de
gjercicio rutinario que se llevo a cabo durante un periodo de ocho semanas y b) la actividad
muscular prolongada inducida por estimulacion eléctrica del nervio femoral, que produjo
un estado de fatiga en los musculos tibial anterior y gastrocnemio. Los resultados
observados bajo las condiciones experimentales mencionadas, muestran 1) un aumento en
la actividad de transporte y de hidrélisis de las ATPasas de TT, acompailado de cambios
conformacionales importantes, que se observaron en membranas obtenidas de conejos
entrenados en reposo, 2) una disminucion en la captura de Ca*", pero no en la hidrolisis de
ATP de las bombas de Ca’* de membranas de RS como de TT, obtenidas de musculo
esquelético fatigado de conejo, acompaiiada de cambios conformacionales, y 3) cambios
conformacionales en los RDHP de musculo adaptado y fatigado.

La conclusion de este trabajo es que tanto adaptacion al ejercicio como fatiga
muscular producen cambios conformacionales estables en las bombas de Ca®*, Mg2+-
ATPasas y receptores de dihidropiridina de TT y el dominio de fijacion de Ca** de

SERCA, que pueden estar acompaiados de cambios funcionales.



ABSTRACT

During long-term muscular activity Ca®* release from sarcoplasmic reticulum (SR)
increases the cytoplasmic Ca®* concentration ([Ca”].-). The cellular mechanisms to
maintain homoeostasis of [Ca**]; include the activity of the Ca**-ATPases of the SR in the
first place and of the transverse tubuli (TT) membranes. In this work, we describe and
analyze the changes observed in the activities and in the structures of the SR and TT Ca®'-
ATPases and of the TT Mg**-ATPase, and also the conformational changes observed in the
TT dihydropyridine receptors (DHPR), involved in events of excitation-contraction
coupling (ECC). All these changes occurred as a consequence of a) routine exercising that
took place along a period of eight weeks, and b) prolonged muscular activity induced by
electric stimulation of the femoral nerve producing fatigue in tibialis anterior and
gastrocnemius muscle. Results observed under the experimental conditions mentioned
above, show 1) an increase in the activity of the TT ATPases along with important
conformational changes observed in membranes obtained from trained rabbits at rest, 2) a
reduction in Ca2+-uptake, but not in ATP hydrolysis by SR and TT ATPases, also linked to
conformational changes in the proteins of membranes obtained from fatigued rabbit
skeletal muscle, and 3) conformational changes in the DHPR of trained and fatigued
muscle.

We conclude in this work that adaptation to exercise as well as muscle fatigue
produce stable conformational changes in TT Ca’*-bombs, Mg2+-ATPases and
dihydropyridine receptors, and in the Ca** binding domain of SERCA, changes, that can be

accompanied by functional changes.
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INTRODUCCION

1. El Tejido Muscular

Debido a la presencia o ausencia de un patron de estriaciones, que se produce por el
arreglo de las proteinas contréctiles. el tejido muscular se divide en dos tipos principales,
que son el musculo liso y el musculo estriado. Asi mismo. el musculo estriado se subdivide
en musculo cardiaco y esquelético. El musculo liso, involuntario, consta de células
fusiformes con nucleo central. Se encuentra en tracto gastrointestinal, vejiga, uretra,
arterias, arteriolas, bronquios y bronquiolos, y esta regulado por el sistema nervioso
auténomo y hormonas. La contraccion del musculo liso es lenta, espontanea, practicamente
no fatigable y se lleva a cabo después de la fosforilacion de la cadena ligera de miosina (ver
miosina en seccion 1.3) por un complejo Ca”r’ca]modulinafproteina cinasa. Los cambios en
las concentraciones citoplasmaticas de Ca®* estan reguladas por el flujo y transporte a
través de la membrana plasmatica. La célula de misculo estriado cardiaco es alargada y
multinucleada. La entrada de pequeiias cantidades de Ca®" al interior de las células a través
de la membrana plasmatica induce la liberacion de grandes cantidades de Ca** de
almacenes intracelulares (CICR = calcium induced calcium release), lo cual permite la
contraccion. La frecuencia de la contraccion cardiaca esta regulada por el sistema nervioso
autonomo. La fibra de musculo estriado esquelético esta inervada por una alfa-

motoneurona que esta bajo el dominio de la voluntad, y el Ca’* que induce la contraccion

proviene de fuentes intracelulares.
1.1 Misculo Estriado Esquelético

Por sus propiedades contréctiles y las isoformas de sus proteinas, se distinguen dos

diferentes tipos de fibras en musculo esquelético. Se trata de fibras de contraccion lenta
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(slow twich), ST o tipo I, y de contraccion rapida (fast twich), /7 o tipo /I. Estos tipos de
fibras musculares se distinguen por su velocidad de contraccion, predisposicién a sufrir
fatiga, las propiedades bioquimicas y fisioldgicas de su ATPasa de miosina, sus vias
metabolicas de obtencion de energia (oxidativa o anaerdbica), la cantidad de mitocondrias,
su color, diametro y capilaridad. Los diferentes tipos de fibras son usados para diferentes
tipos de ejercicio. Las diferencias entre musculo esquelético rapido y lento se describen en
la siguiente tabla.

Diferencias entre fibras musculares rapidas y lentas

Rapido Intermedio Lento

Clasificacion FG FOG SO
Metabolismo glicolitico | oxidativo/ glicolitico | oxidativo

ITb la [
Color blanco intermedio rojo
Mioglobina + ++ +++
Glucdgeno it 5 ++ )
Lipidos + ++ o+
Diametro + ++ et
Capilaridad + +r bt
Velocidad +++ + +
Mitocondrias i+ ++ +++
Fosforilasa de glucogeno PHF ¥ +
SDH K ++ i
ATPasa de miosina + + Ftb

16



1.2 Caracteristicas Mecanicas de Musculo Esquelético

- Sacudidas, Contracturas y tétanos -

La contraccion y relajacion de un musculo en respuesta a un estimulo simple se
llama sacudida simple (twitch) (Figura 1). Si un segundo estimulo es aplicado antes de que
se haya completado la relajacion, la segunda contractura se une a la primera, y la fuerza de
la segunda es mayor. A este fendmeno se llama sumacién (Figura 1) y se debe a que no ha

sido secuestrado todo el Ca®" liberado por el RS. Entonces. la mayor concentraciéon de Ca>*

Fatiga

i

Sacudidas Sumacion  Contractura Tetanos
simples

S

Figu ra 1. Registros de contraccion y relajacion en sacudidas simples, sumacion, contractura,

tetanos y fatiga provocados por estimulacion eléctrica.

en el citoplasma activa mas la contraccion. Si el estimulo es repetido a una frecuencia
suficientemente alta, el musculo no se relaja entre cada estimulo y se mantiene en un estado
de contractura muscular (Figura 1). Si el estimulo que provoca la contractura se mantiene,

la fibra pierde tension independientemente de la amplitud y duracion del estimulo,



fenémeno conocido como fatiga muscular (Figura 1). La fuerza de contraccién de un
tétanos es mayor a la de una sacudida simple.
Si el estimulo es suficientemente fuerte para activar a todas las fibras del musculo.

se logra la mdxima fuerza de contraccion tetdanica.

1.3 Hipertrofia Muscular

La actividad muscular pesada, aunque se lleve a cabo durante intervalos cortos,
hace que el musculo se agrande debido a un aumento en los didmetros de las fibras
musculares individuales, fendmeno al que se le denomina hipertrofia muscular. Es causado
por un aumento en las proteinas contréictiles y membranas, pero no por un solo aumento de
liquido. El resultado es un incremento en el poder de carga del musculo. La actividad
muscular moderada, incluso si se lleva a cabo durante un tiempo prolongado, no origina
hipertrofia muscular, pero si eleva la resistencia, incrementando las enzimas oxidativas, la
mioglobina e incluso los capilares sanguineos para un mayor metabolismo oxidativo. Por
otro lado, el tejido muscular no es capaz de regenerarse aumentando el nimero total de
fibras musculares por division celular, fendmeno al que se le llama hiperplasia. Cuando

hay lesiones de células, éstas son reemplazadas con tejido cicatricial.



1.4 Caracteristicas bioquimicas del tejido muscular

El tejido muscular esquelético consiste en un 71% de agua, 22% de proteina y 7%
de lipidos. La fibra muscular es alargada, multinucleada y no se ramifica. A su membrana
plasmética se le denomina sarcolema (SL) y al citoplasma, sarcoplasma o mioplasma. A lo
largo de la fibra corren las miofibrillas que presentan el aspecto estriado caracteristico del
musculo esquelético. Basdndose en estas estrias se han identificado los sarcomeros, que son

las unidades estructurales y funcionales en la contraccion del musculo esquelético estriado

LineaZ Banda A Bandal

e[LquoIN

B[|LqUOIN

Sarcémero ~2.5 _
Figura 2. Esquema del
sarcomero, que estd

delimitado por dos lineas Z, de
Bandal Banda A Bandal las cuales estan suspendidos los

filamentos delgados. Las

v - ' ’ bandas I (isocrémicas: no
— — = desvian la luz polarizada) estan
,_..-—__— S— p
e e SE—___——— conformadas solo por
— — —_— filamentos delgados. Las
et bandas A (anisocrémicas:
p ; desvian la luz polarizada)
Linea Z Linea Z contienen filamentos delgados y
gruesos.

Filamento delgado Filamento grueso

y miden de 2.0 a 2.6 micras. Las estrias del sarcomero se observan gracias al arreglo
caracteristico de los dos tipos diferentes de miofilamentos por los cuales estdn compuestas
las miofibrillas (Figura 2). Hay miofilamentos gruesos y delgados. Los filamentos gruesos

miden 1.6 micras de largo y 10 a 14nm de diametro, y estan formados por la proteina
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miosina. Los filamentos delgados miden 1.0 micras de largo y 7nm de didmetro, y estin
formados por actina, tropomiosina y el complejo de troponina. El sarcomero presenta
bandas 4 mas obscuras o anisotrépicas, donde se sobreponen los filamentos gruesos y
delgados. Las bandas I (isotrépicas) son mas claras y corresponden a los sitios donde sélo
esta presente un tipo de filamento, que es el delgado. Las lineas Z corresponden a las
regiones donde la Sarcolema forma invaginaciones, que se distribuyen en una amplia red de
membranas llamada sistema de tibulos transversos (TT), a través de la fibra muscular. En
la linea Z se encuentra la a-actinina, que ancla a los filamentos delgados a la linea Z.

La molécula de miosina posee una porcién helicoidal fibrilar compuesta por dos

Figura 3.a Molécula de miosina [I ~ cadenas pesadas (peso molecular

.' |47 130 nm —p| 200,000), y una cabeza globular con

. 4 cadenas ligeras (peso molecular

Cadenas ligeras reguladoras
16,000 a 27,000) (Figura 3a).

Cadenas ligeras esenciales
La actina F es un polimero
formado de 300 monémeros de actina G y forma una doble hélice a lo largo de la cual estan
las moléculas de tropomiosina. En sitios
o Figura 3.b Filamento delgado
especificos de la tropomiosina se encuentran los

complejos de troponina, compuestos por las

troponinas T, C e I (Figura 3b).

Tropomiosina

Complejo de

Todas estas proteinas ayudan en la €
troponinas

formacion de los puentes cruzados entre los dos
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tipos de filamentos, que resulta en el acortamiento de los sarcdmeros y la contraccién
muscular. La relajacién muscular se lleva a cabo gracias a la actividad de Mg**-ATPasa de

la miosina, que interrumpe los puentes cruzados.

Figura 4. Microfotografia del
sistema de TT de una fibra muscular
de rana tefiida con peroxidasa
(Peachey LD y Eisenberg BR,
1978). Se aprecia la red de
ramificaciones tubulares que se
origina de las invaginaciones de la
sarcolema.

La red de membranas que se origina de las invaginaciones de la Sarcolema al nivel
de las lineas Z denominada sistema de tubulos transversos (TT) tiene un didmetro de
apertura de aproximadamente 30 nanometros (Figura 4).

Alrededor de las miofibrillas se encuentra el reticulo sarcoplasmico (RS), que se
caracteriza por tener regiones tubulares o longitudinales y terminaciones en cisternas (CT).

La funcién del RS es el almacenamiento intracelular de Ca** (Figura 5).

j 1§ RS
« Figura 5. Esquema que muestra el
v _ e Al Reticulo sarcoplasmico con sus regiones
% e Y e =g '.- L longitudinales y cisternas terminales y los
@ % Tibulos Transversos del musculo
& A ' estriado de rana (Peachey LD, 1965)
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14.1. La Triada

A cada lado de una porcion de los TT se encuentran las cisternas terminales (CT).
Al arreglo membranal que comprende una porcion de TT y dos de CT se le conoce como la

triada (Figura 6), que es la unidad funcional en el acople excitacién-contraccion. El espacio

Sarcolema B
Miofibrilla —_ *° "~ ﬂ"w
Al
i | 4 > . "
gt
{
," ‘
‘ - é-\“L-. r'/

Figura 6. La triada. Se observan: (A) microfotografia y (B) esquema del arreglo de una porcion de TT
rodeada por dos cisternas terminales (CT) en triadas, (C) el espacio entre las membranas deTT y una CT con
los RDHP y RyR involucrados en el acople excitacion-contraccion.

entre TT y RS mide alrededor de 12 nm y en este espacio se han observado por microscopia
electronica estructuras mas densas denominadas pies (feet) que corresponden a los
receptores de rianodina (RyR) y que son proteinas integrales de las membranas de RS en
su porcion de las CT (64, 69, 77, 87, 126, 137). Los RyR tienen la funcién de canales de
Ca®', y participan en el acople excitacién-contracciéon (AEC) a través de la interaccién con
su contraparte en los TT de la triada que son los receptores de dihidropiridina (RDHP).
Aunque no existe una continuidad eléctrica entre los TT y el RS se tienen evidencias que la

comunicacion entre estas dos proteinas se lleva a cabo por contacto directo (81, 82) (Figura
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7), aunque la interaccion entre el RDHP y el RyR podria ser estabilizada por la accién de

otras proteinas, como la triadina (136).

A Vqltaje RDHP
Exterior ™ '

Citosol

Reticulo
sarcoplasmico

Figura 7. Acople Excitacion-Contraccion por contacto directo entre el
receptor de dihidropiridina y el receptor de rianodina

1.4.2 Tubulos transversos

Aspectos Generales

Las funciones principales de los TT son la propagacion del potencial de accién al
interior de la fibra muscular y la comunicacién con el RS. Mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida se han identificado los pesos moleculares de las proteinas integrales de
estas membranas y las proteinas solubles que se copurifican con ellas (Figura 8). En el
rango de 90,000 a 115,000 kDa se encuentran el 80% de las proteinas de la membrana de
los TT, como son la ATPasa de Mg?*, la subunidad o de la ATPasa de Na'/K" y en menor
proporcién una ATPasa de Ca®'. Esta tltima ha sido identificada mediante Western Blot e
imunocitoquimica como PMCAI1 (124). En el rango de 140 a 170 kDa se encuentran las
bandas relacionadas con los RDHP (26). Mediante Western Blot se determiné la

colocalizacién de un intercambiador Na'/Ca** (bandas de 70, 120 y 160 kDa, de las cuales
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la de 120 kDa corresponde a la proteina intacta), el RDHP y la ATPasa de Ca>* PMCAI en
el dominio de membrana de los TT que corresponde a la triada (124). La seroalbumina de
68 kDa es un contaminante comun en las preparaciones de TT de conejo (122). Una
proteina que tiene alrededor de 70 a
72 kDa, y que interactia con el RyR
(24, 26) se ha aislado con
membranas de TT, pero se desconoce
su funcion. La gliceraldehido 3P-DH

Figura 8. Gel SDS-PAGE,

Gel de poliacrilamida al 10 % con de 38 kDa y una proteina de 30 kDa
5 ug de proteina por carril (TT=
membranas de tibulos transversos,

STD= estandar), tefiido con plata. han sido encontradas exclusivamente

en los geles de TT (26).

Receptores de dihidropiridina (RDHP). En las membranas de TT de fibras
musculares esqueléticas se encuentran receptores a las 1,4-dihidropiridinas (DHP) (72).
Estos receptores son canales de Ca** del tipo L (corrientes lentas). Las corrientes de Ca’"
hacia el interior de la célula pueden ser bloqueadas por diversas substancias denominadas
genéricamente como bloqueadores de los canales de Ca** como: a) las DHPas como la
nitrendipina y la nifedipina, b) las fenilaquilaminas como el verapamil y el D600 y c) los
derivados de las benzodiazepinas como el diltiazem. Estas corrientes lentas de Ca** son
dependientes del voltaje. Los sensores de voltaje de la proteina detectan la despolarizacion
de las membranas de superficie e inducen la apertura de los canales de Ca’* de RS por
contacto directo.

Existen dos isoformas del RDHP. denominadas esquelética y cardiaca. La isoforma
esquelética se expresa mas en musculo répido y la isoforma cardiaca se expresa en forma

significativa en diafragma, musculo esquelético lento y misculo esquelético rapido
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expuesto a estimulacion cronica de baja frecuencia (110, 111). La existencia de dos

diferentes isoformas podria estar implicada en las diferencias en los mecanismos del AEC

en los diferentes tipos de musculo.
El RDHP estd compuesto por cuatro o cinco subunidades: a) ol de peso molecular
175,000, b) a2 de peso molecular 170,000, c) B de peso molecular 52,000a, d) y de peso

molecular 32,000 (84) y e) una pequefia subunidad llamada 8. La regiéon del RDHP con

Y al a2 NH;"
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N _oaolln onll~ Extracelular
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Figura 9. Subunidades al, a2, B,y y & de los canales de Ca* tipo L (RDHP) de

muisculo esquelético. Este modelo también se aplica para otros canales Cayl y Cay2. P= Sitios de
fosforilacién por proteina cinasa dependiente de cAMP; tiene sitios de glicosilacion ; las alfa hélices son
representadas por cilindros (adaptacién segun Catterall WA, 2000, ref. 25)

funcion de canal estd formada por la subunidad al, que consta de cuatro dominios

transmembranales (I, II, II, IV) con seis alfa-hélices cada una (S1 a S6) y tres asas
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citoplasmaticas, de las cuales las asas II-IIl y III-IV interactian con el RyR y las alfa-
hélices S4 constituyen los sensores de voltaje (Figura 9).

Aproximadamente la mitad de los receptores se encuentran ubicados préximos a la
regién de unién entre TT y RS y su distribucién es de 3 a 4 veces mayor en fibras tipo II
(rapidas) que en las de tipo I (lentas). Es importante aclarar que menos del 5% de los RDHP
ubicados en los TT son canales funcionales de Ca®* (72) y la inhibicién de las corrientes
lentas de Ca’* con bloqueadores de los canales de Ca’* no evita que se originen
contracturas simples "twiches" en el musculo esquelético rapido (46). Se ha sugerido que
los RDHP en su funcion de sensores del voltaje producen movimientos de cargas
intramembranales durante la despolarizacion de la membrana con la consecuente liberacién
de Ca®* del RS a través de los canales de Ca®* (RyR) adyacentes (119).

ATPasa de Ca** (PMCA). Los TT poseen una actividad baja de ATPasa de Ca**, la
cual se ha relacionado con un transporte de Ca®* dependiente de Mg®* (97, 122). Por otro
lado, Carafoli et al identificaron en TT la presencia de una ATPasa de Ca** que pertenece
a la familia de las ATPasas de Ca’* de membrana plasmética (PMCA), y la isoforma
identificada fue PMCA 1 (124). Las PMCA pertenecen a la familia de las ATPasas tipo P.
Se encuentran en todas las células de mamifero, aunque sélo constituyen el 0.1% de la
proteina total. Tienen un peso molecular entre 100,000 y 130,000 (52), una o dos
subunidades y son codificadas por cuatro genes diferentes, que generan mas de 30
isoformas por edicion alternativa, principalmente en los sitios 4 (cerca de la terminal
amino) y C (cerca de la terminal carboxilo) (23, 52). Las bombas de Ca’* PMCAI y
PMCA4 son ubicuas, mientras que PMCAZ2 y 3 se encuentran principalmente en cerebro y
corazon. La estructura de la PMCA estd caracterizada por la presentacion de cuatro

unidades citoplasmaticas que comprenden la terminacién N, un sitio de interaccién con
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fosfolipidos, el sitio catalitico con el dominio de unién de ATP y un nimero de sitios
reguladores, como el sitio de union de calmodulina, el cual también interactia con
fosfolipidos (52). La region transmembranal estd compuesta por 10 alfa-hélices. Se ha
descrito que la estequiometria de las PMCA es de una molécula de Ca*" transportada por
una molécula de ATP hidrolizado, y su ciclo catalitico estd acoplado a dos estados
conformacionales llamados E1 y E2 (52). El transporte de Ca’ a la luz de los T,
diferencia del transporte de Ca** en el RS, es lento, estimulado por calmodulina e insensible
al oxalato (60, 97). La calmodulina fija 4 moléculas de Ca®* lo cual hace su superficie més
hidrofébica para unirse a un dominio autoinhibidor bésico de la terminacién carboxilo de la
PMCA, lo cual elimina la autoinhibicién y aumenta su afinidad por Ca** y su Vmax. La
calmodulina solo puede activar a la PMCA cuando esté unida a Ca**. Asi, el Ca®* regula su
propia concentracion citoplasmética. A niveles bajos de Ca’*, la PMCA est4 relativamente
inactiva, debido a una calmodulina inactiva. Al elevarse la [Ca®*];, Ca’* se une a la
calmodulina, que a su vez se une a la PMCA que asi es activada para transportar mas Ca**
al medio extracelular. Las diferentes isoformas de PMCA se distinguen por su afinidad a la
calmodulina. La PMCA2 tiene la més alta afinidad por calmodulina, lo que significa a su
vez una mayor afinidad por Ca’" a concentraciones bajas. Por otro lado, PMCAL1 y 4 tienen
una baja afinidad por calmodulina y Ca™", lo que significa que en misculo esquelético, el
transporte de Ca’* al exterior de la célula seria mas probable a altas concentraciones
intracelulares de calmodulina y Ca®*. También hay indicios que la union de calmodulina a
la PMCA1 depende en algunas isoformas del pH., lo que podria ser importante en musculo
esquelético durante la actividad elevada que se acompafia por cambios en el pH de la

célula. La actividad de las PMCA también es activada por fosfolipidos dcidos (128). La
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actividad de las PMCA se inhibe por concentraciones micromolares de ortovanadato y por

La*" (52). La capacidad de los TT de transportar Ca*>" al exterior de la célula puede tener
como resultado el mantenimiento de la homeostasis de la [Ca2+].-, en conjunto con el

transporte de Ca** por el intercambiador Na’/Ca’* de TT, la PMCA de SL, el

intercambiador Na'/Ca’* de SL y la SERCA de RS. Finalmente, se cree que la

Figura 10. Modelo de la
bomba PMCA. N = terminal

amino, FL = sitio de unién de
fosfolipidos, ATP = sitio de unién
de ATP, CaM = sitio de uni6n de
calmodulina (CaM), que es el otro
sitio de uni6n para fosfolipidos.
Alfa-hélices son representados por
cilindros (52).

fosforilacion de las PMCA en diferentes sitios por proteinas cinasas sirva para la
regulacion de su actividad. En plaquetas. la fosforilacién de la bomba PMCA 4 en Tyr 1176
resulté en una disminucion de su actividad (31) célula.

ATPasa de Mg®". Esta enzima es una glicoproteina de peso molecular 105,000, que
corresponde al 80% de la proteina total de membrana en los TT, pero que, después de ser
purificada mediante cromatografia aparecié como una proteina de peso molecular 67,000,
de muy alta actividad especifica y presente en cantidades pequefias en membranas de TT
(141). Si ademds se somete a desglicolizacion, aparece como banda de 52,000 en los geles
SDS-PAGE (141). La ATPasa de Mg’~ esta ubicada principalmente en las regiones de la
triada. Su actividad hidrolitica, a la que se le denomina también como actividad basal de
ATPasa, es especifica de los TT (58), ya que preparaciones puras de RS no la presentan, y

o ¢ 4n . 2+ i
tiene las siguientes caracteristicas: 1) no se estimula por Ca” ya que su actividad se
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observa en ausencia de Ca** y a concentraciones milimolares de Mg”" o a concentraciones
milimolares de Ca®* y en ausencia de Mg™", por lo que se le denomina Ca**/Mg?*-ATPasa,
a diferencia de la Mg”-ATPasa estimulada por concentraciones nanomolares de Ca®'
(Ca2+-Mg2+—ATPasa). 2) La ATPasa de Mg_Pr tiene una K, aparente de 170 uM en presencia
de Mg y 180 uM en presencia de Ca’’, y una Vg de 2.9 pmolas Pi min"'mg! (58,143),
3) el rango del pH para su actividad maxima es amplio, entre 1 y 1.75 pumolas mg ' min™
entre pH 5 y 8.5 (58, 91) a diferencia de la SERCA que tiene un rango de pH estrecho,
entre pH 6 y 8.5 para el mismo rango de actividad (58, 90), 4) su punto isoeléctrico es de
pH 5, y la carga neta de la proteina se debe principalmente a la presencia de écido siacilico
en las cadenas de glicano (141), 5) se distingue de otras ATPasas por su insensibilidad a
varios inhibidores como ouabaina, oligomicina, rojo de rutenio, verapamil, D600, azida,
ortovanadato, arsénico, cianuro, aurovertina, AMP, ADP, P;, y FITC (92, 143), asi como a
la calmodulina, por lo que se desconoce si su funcion es el transporte idnico, 6) es sensible
a la inhibicion por detergentes como el TriténX100 a concentraciones que no afectan a la
SERCA o a la Na'/K'-ATPasa (58, 90, 91, 105, 143), 7) se activa por concanavalina A
(122), y finalmente 8) se distingue de las ATPasas de Ca®*, tanto de la SERCA como de la

de TT por sus temperaturas de inactivacion y desnaturalizacion (83, 106). Existen reportes

que sugieren que se trata de una ecto-ATPasa (123), cuya funcién podria ser la regulacion

de la concentracion extracelular de ATP y su disponibilidad para purinoceptores o

ectoproteina cinasas extracelulares, asi como para modular la posible funcion del ATP y

adenosina como neurotransmsor (31). Sin embargo, en musculo esquelético la orientacion

de la Mg?*-ATPasa no ha sido determinado con certeza.
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Composicion lipidica de los TT. La fosfatidilcolina constituye el 50% de los
fosfolipidos totales de los TT, que corresponde a un 15 a 20% menos que en RS. Sin
embargo, en comparacion con el RS, su contenido de esfingomielina es de 5 a 8 veces
mayor y contienen un porcentaje mayor de fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina (121). La
relacién fosfolipidos/proteinas es de 2.5. y la relacién colesterol/fosfolipido es de 0.4 a 0.9,
esto es ocho veces mas colesterol que en el RS y 2.2 veces més que en la SL. Se sabe que
altas concentraciones de colesterol estan asociadas a una elevada concentracion de
esfingomielina en una membrana (30). La relacion actividad de Na'-K*ATPasa /colesterol
se ha utilizado para distinguir entre membranas de TT y SL (60).

De la composicion lipidica de las membranas se pueden deducir sus propiedades
biofisicas. El alto contenido de colesterol en los TT se ha relacionado con la baja fluidez de
estas membranas (55). De igual manera, su composicion lipidica caracteristica podria
ayudar a explicar las diferencias cinéticas entre las actividades de las ATPasas de Ca** de

RS y TT como resultado de la interaccion entre lipidos y proteinas.

1.4.3 Reticulo Sarcoplasmico

Aspectos Generales

El RS constituye el mas importante almacén de Ca®" intracelular. Tiene una porcién
tubular longitudinal y otra formada por las cisternas terminales (CT). En la luz de las
cisternas terminales se encuentra la proteina calsecuestrina que tiene cuatro sitios de union
para Ca** con una moderada afinidad por el Ca®". Cuando la calsecuestrina esta en estado
fosforilado no tiene efectos sobre la apertura de los canales de Ca®>* RyR, pero durante su

estado desfosforilado se ha observado que aumenta la probabilidad de apertura del canal
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(135). Los receptores de rianodina (RyR) localizados en las CT son los responsables de la
liberaciéon de Ca®* durante la activacién muscular. Se encuentran en contraposicion a las
membranas de TT, de las cuales reciben el estimulo para su apertura (Figuras 6 y 7): La
parte longitudinal del RS estd compuesta casi por completo de bombas 0 ATPasas de Ca**
(SERCA), que secuestran el Ca®" durante la relajacion muscular.

El andlisis electroforético de las diferentes fracciones de RS (Figura 11) revela su

composicion proteica. La SERCAI, de

RS STD
172

lecular 110,000, es la proteina
k. # Figura 11. Gel SDS-

PAGE. Gel de poli-acrilamida
al 10 % con 5 pg de proteina
(RS= reticulo sarcoplasmico,
STD= estandar) por carril,
teflido con plata. La banda de
560,000 y la calsecuestrina de 58,000 100 kDa correponde a SERCA,
una banda de 58 kDa
corresponde a calsecuestrina

mds abundante en la region longitudinal

(95%); los RyR de peso molecular

estan localizadas en las CT.

Receptores de rianodina. Los
receptores de rianodina estan presentes en el reticulo endoplasmico de practicamente todo
tipo de célula. Existen tres isoformas, que son el RyR1 (isoforma principal de musculo
esquelético, ademas de cerebro y musculo liso), el RyR2 (isoforma predominante en
corazon y cerebro, ademads de células epiteliales) y el RyR3 (presente en cerebro y musculo
esquelético de no mamiferos, musculo liso y c€lulas epiteliales). La unién de la rianodina,
un alcaloide de bajo peso molecular, a los RyR es dependiente de Ca®* y estimulada por
[ATP]mm. Se ha observado que compuestos como el rojo de rutenio y cationes divalentes
como Mg?*, Ba*, Cd*', La*" y altas [Ca’"], inhiben la unién especifica de la rianodina.
Actualmente se sabe que la rianodina se pega al canal de Ca®" en su estado abierto (28, 64,

96, 113). Bull et al. (19) observaron que a bajas concentraciones de rianodina (5 a 10 nM)
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se activa el canal de Ca®" por interaccién con receptores de alta afinidad ocasionando un

mayor tiempo de apertura y, por el contrario, altas concentraciones de rianodina (250 nM)

cierran el canal por interaccion con receptores de baja afinidad en musculo esquelético

rapido. Por microscopia electronica se observd que

los RyR corresponden a

homotetrameros de cuatro subunidades de peso molecular 560,000 cada una (Figura 12), y

estan asociados a cuatro proteinas de peso

molecular 12,000, conocidas como

proteinas fijadoras de FK-506 (FKBP12)
(22, 33, 116). Solo la mitad de los canales
RyR1 es activada por los RDHP
dependientes de voltaje. Se ha sugerido
que FKBP12 induce la apertura acoplada
de todos los RyR3 permitiendo que los
canales no asociados a RDHP puedan ser
116).

regulados (93, El 20% de los

residuos de aminodcidos del RyR

Vista superior “}

o ‘
F '-! "__i' “,.-. & ‘_‘ r l:o .“ - y __C
-::' L3, " .-‘:;j 'ir_"i" P f.J)
o A .3'7
e P :' . H -t - | -\.H
& <&
Vista lateral
oyl 2 0% T ey
U AN |
™ « o/ w. b T™
Vista inferior
™ e g "
A~ H AL ~H
- 3 A S ha e
3 e il 3 ‘_,f“x
ot - ' w
ey € xlv \ f’ &
- .‘_';-J
Abierto Cerrado

Figura 12. Vistas del RyR en su estado abierto
y cerrado. Adaptacién de Samsd, 1998 (122).

corresponde al canal de Ca®' propiamente dicho. Los canales se ubican en un arreglo de

doble fila de 10 a 60 canales, de los cuales exactamente la mitad estan en contraposicién a

los sensores de voltaje (RDHP) de los TT (13). En estudios con quimeras de RyR1 y RyR2

expresadas en miotubulos carentes de RyR1 (dispédicos) se encontr6 que la regién que

contiene los residuos 1,635-2,636 de RyR1 es importante para el canal de Ca’' y en el

AEC, mientras que la region que contiene los residuos 2,659-3,720 sélo participa en la

estructura del canal de Ca*'. Eso mostré que dos regiones diferentes estan involucradas en

las interacciones reciprocas del RyR1 con el RDHP de musculo esquelético (99).
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Mediante estudios de cinética enzimatica se tienen evidencias que indican que el
homotetramero del canal de Ca™ (RyR) se regula siguiendo un modelo de cooperatividad
alostérica negativa (77, 112, 155). El proceso implica la oxidacion de grupos tioles del
receptor ( 134).

ATPasa de Ca** (SERCA)

La ATPasa de Ca®* del RS (SERCA) es una bomba de Ca* que se encuentra en la
porcion tubular o longitudinal del RS (RSL), y que pertenece a las ATPasas tipo P. Su
actividad esta asociada a la relajacion del misculo, por lo que inicialmente se le conocid
como factor relajante. Se encuentra ampliamente distribuida en las fibras rapidas en una
proporcion de S a 7 veces mayor que en fibras lentas (34). Esta proteina ha sido purificada
(88), y su estructura primaria (3, 89) v terciaria (140) han sido determinadas. Se han
identificado siete diferentes isoformas de SERCA. que son codificadas por tres genes con la
posibilidad de edicién alternativa y se expresan de manera tejido especifica: Son a)
SERCAla de musculo esquelético rapido adulto, b) SERCA1b de musculo esquelético
rapido neonatal, ¢) SERCA2a de musculo esquelético lento y cardiaco, d) SERCA2b de
musculo liso y tejido no-muscular y ¢) SERCA3ab,c de endotelio vascular, epitelio,
linfocitos y plaquetas. SERCA es una proteina amfifilica con regiones citoplasméticas,
transmembranales e intraluminales (Figura 13). Sus tres dominios citoplasmaticos son
denominados: 1) el de pegada de ATP (dominio N), 2) el de fosforilacién del acido
aspartico catalitico (dominio P), 3) el de transduccion de energia (dominio A). Existe una
gran homologia entre la secuencia primaria de SERCA la y SERCA 2a, excepto en las
regiones amino y carboxilo-terminales. Se han identificado dos sitios de pegada de Ca®*. El
sitio I se localiza en el espacio comprendido entre las hélices M5, M6 y M8. Los atomos de

oxigeno de las cadenas laterales de los residuos Asn768. Glu771 (MS5), Thr799, Asn800
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(M6) y Glu908 de la hélice M8 tienen gran importancia en la formacion de este sitio. El

sitio II estd formado casi por completo por la hélice M4, mediante los atomos de oxigeno

Dominio N

Citoplasma

Membrana de RS

Figura 13. Esquema de la estructura de SERCA. Tiene 10 dominios transmembranales
formados por alfa-hélices (M1 a M10.), de las cuales M4, 5, 6 y 8 forman el paso para las moléculas de
Ca’'. M3, 4 y 5 podrian formar la via de salida para el Ca’" hacia la luz del RS. Los tres dominios
citoplasmaticos se denominan N (union de nucledtidos), P (de fosforilacion del Asp catalitico), A
(actuador) ; C = sitio de unién de Ca®

de las cadenas carbonilicas de Val304, Ala305 e Ile307, y los atomos de oxigeno de las
cadenas laterales de Asn796, Asn800 (M6) y Glu309 (140).

El ciclo catalitico de la SERCA es del tipo E,, E; (Figura 14a). Su estequiometria es
la hidrolisis de una molécula de ATP por dos moléculas de Ca”' transportadas al interior del
RS (66). La enzima no fosforilada y en ausencia de Ca®' es denominada E,;. Después de la

unién de dos moléculas de Ca*" a los sitios de alta afinidad en el dominio transmembranal
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Figura 14 a. Ciclo catalitico de SERCA. El estado E, une 2 Ca* y se fosforila con ATP, lo
cual cambia la conformacién de la enzima para transportar las moléculas de Ca®* a través de su dominio
transmembranal. Posteriormente suelta el Ca’* a la luz del RS y adquiere la conformacion E, libre de
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Figura 14 b. Rotacion de alfa-hélices trans-
membranales durante el ciclo catalitico

(2Caz+: E;) se une una molécula
de ATP al dominio N
citoplasmético  (2Ca’":E,-ATP).
Importantes cambios confor-
macionales en el dominio N
inducen la hidrélisis de la
molécula de ATP y la

fosforilacion de la enzima en el

Asp 351 catalitico del dominio P (Figura 14 b), con la liberacién de ADP (2Ca”': E;~P). La

fosforilacion a su vez causa cambios en la afinidad por el Ca’* (2Ca*": E»~P), y las dos

moléculas son liberadas hacia el interior del RS, denominandose el estado de la enzima en

este momento E,-P. Finalmente la proteina se desfosforila (E2) y queda lista para otro ciclo
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catalitico y de transporte (E1). Gracias al transporte de Ca’* de la SERCA en contra del
gradiente de concentracion, se alcanza una concentracion en el interior de RS similar a la
del medio extracelular (66, 67).

La direccion del ciclo catalitico de SERCA puede cambiar espontidneamente,
resultando en la sintesis de ATP. La direccion de la reaccion depende de la energia libre del
flujo i6nico (depende del gradiente ionico y el voltaje) y la energia libre de la reaccién
quimica, que es negativa en la hidrolisis de ATP, y que depende también de las
concentraciones de ATP, ADP y Pi. Después de haberse acumulado Ca’* en RS, se forma
un gradiente a través de la membrana, lo cual promueve que se revierta el ciclo catalitico.
Entonces se produce una salida de Ca®* a través de SERCA acoplada a la sintesis de ATP a
partir de ADP y Pi, conocida como flujo de Ca®* acoplado, a diferencia del flujo de Ca** no
acoplado, que no se acompaiia de la sintesis de ATP pero donde hay produccion de calor a
partir de la energia osmética del gradiente de concentracion (30a).

Fosfolamban (FL) en su estado desfosforilado inhibe la afinidad de SERCA por
Ca’". Una cavidad formada por parte de M2, M4, M6 y M9 de SERCA 2a de musculo de
corazén y musculo esquelético lento, pero también de SERCA 1la de misculo esquelético
rapido (139) es el sitio que interactia con FL cuando la enzima se encuentra en la

conformacion E; (libre de Ca2+), pero SERCA3 no tiene la capacidad de interactuar con FL.

2. Teorias sobre el Mecanismo del Acoplamiento Excitacion-

Contraccion (AEC)

El AEC consiste en la transmision de una seiial originada por un potencial de accion

en las membranas de TT hasta los RyR del RS para desencadenar los eventos que tienen
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como finalidad la contraccion muscular. Rios y Brum sugirieron que los RDHP en su
funcion de sensores de voltaje producen movimientos de cargas intramembranales al
cambiar el potencial de membrana y desencadenan la liberacion de Ca’" de los RyR
adyacentes (119). Actualmente se cuenta con mas evidencias que proponen que el AEC se
produce por contacto directo entre el RDHP y el RyR, aunque esta interaccién podria ser
estabilizada por la accién de otras proteinas tales como la triadina, mediada por segundos
mensajeros, y modulada por diferentes mecanismos, como la fosforilacion del RDHP (86) o
concentraciones locales de Ca®*. Por otro lado, los canales RyR de fibras musculares
esqueléticas y cardiacas son altamente susceptibles a modificaciones por redox que regulan
la actividad del canal (56).

2.1 AEC por Interaccion directa entre RyR y RDHP

Block et al. (1988) presentaron evidencias basadas en iméagenes de criofractura que
el AEC se lleva a cabo mediante la interaccion directa entre RDHP y RyR, formando un
complejo que abarca las dos membranas de unién y el espacio intermedio (13). Por otro
lado, se ha sugerido que la regién Thr671-Leu690 del asa citoplasmatico II-III de la
subunidad acla del RDHP se une de manera voltaje dependiente a un sitio activador del
RyR, lo que ocasiona un cambio conformacional instantaneo que resulta en la apertura del
canal de Ca®'/ RyR del RS (63). Durante la repolarizacion de los TT, la region bloqueadora
del RyR, que comprende los residuos Glu724 a Pro760 reemplaza a la region activadora y
hace que el RyR tome su conformacion original cerrada. Hay evidencias que muestran que
el fragmento Argl076-Aspl112 del RyR1 interactia con el asa II-IIl del RDHP y que los

fragmentos Lys954-Phe1075 y Argl076-Aspl112 del RyRI interactian con el asa III-IV
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del RDHP (81), lo que es indicativo de que las asas II-IIl y III-IV del RDHP interacttian
con sitios contiguos y posiblemente traslapados entre Lys954 y Asp 1112 del RyR1 (82).

2.2  AEC modulado por Proteinas Intercaladas entre RyR y RDHP

Takekura ef al. (136) observaron, que, al expresar conjuntamente RyR y RDHP en
células de ovario de Hamster (CHO), los RyR formaron canales tetraméricos funcionales
con un correcto arreglo en la membrana de RS, mientras que los RDHP no formaron
tetradas ni se observaron uniones entre membranas de superficie y de RS, lo que indica que
otras proteinas intercaladas podrian participar en el proceso. Se han identificado y
parcialmente caracterizado diferentes proteinas ubicadas en la region de la triada, que
podrian estar involucradas en la interaccion entre RDHP y RyR. Entre estas proteinas estan
la proteina TS28 de peso molecular 28,000 localizada en los TT y vesiculas
subsarcolemales, que tiene mayor distribucion en las fibras musculares de tipo II (rapidas)
que en las de tipo I (lentas) (73), y la proteina transmembranal [lamada mitsugumin29 que
se encuentra en la triada de musculo esquelético (138). También se ha descrito que el RyR
purificado de musculo esquelético se une a una proteina de peso molecular 61,000 presente
en los TT aislados (26). Por otro lado, tanto el RyR como el RDHP se unen a la triadina,
una proteina de peso molecular 95,000 ubicada en las CT de RS (14,53,75), principalmente
de fibras rapidas (53). La expresion de la triadina, al igual que de la calsecuestrina, esta
suprimida en el musculo rdpido que se transforma en lento mediante la estimulacién
cronica (103). Se ha observado que el dominio citoplasmético de la triadina, que
comprende la region entre los residuos 18-46 interactia con el RyR a bajas concentraciones
de Ca?* (51). Sin embargo, en inmunoblots de geles diagonales no se observo sobreposicion
entre las bandas de triadina, RDHP, RyR y calsecuestrina (40), por lo que Froemming ef al.

sugieren que no existe interaccion entre estas moléculas. Murray ef al. sugieren que la
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estabilizacion de las interacciones entre los receptores RyR y RDHP podria deberse a
grupos de moléculas de triadina unidas entre si por enlaces disulfuro (98), lo que
significaria una regulacion por redox. Ademés de la triadina, una proteina de unién llamada
junctina podria modular la liberacion de Ca* por los RyR mediante la accién de la
calsecuestrina (70). La calsecuestrina es una proteina fijadora de Ca? que se localiza en el
lumen de las CT del RS. Cuando la calsecuestrina esta en estado fosforilado no tiene
efectos sobre la apertura de los canales de Ca** RyR, pero durante su estado desfosforilado
se ha observado que aumenta la probabilidad de apertura del canal (135). Otras proteinas
han sido mencionadas como moduladoras de la apertura de los RyR, tales como la
translocasa de ADP/ATP de peso molecular 30,000 del RS que se une a la calsecuestrina
(151,152), la proteina FKBP12, que es un componente integral del canal (79), y la
calmodulina, una proteina de peso molecular 16,000 que modula la actividad del RyR en
forma Ca®’- dependiente. A concentraciones bajas (nanomolares) activa al canal y a
concentraciones altas (micromolares) inhibe al canal (142).

2.3  AEC modulado por el Inositol 1.4.5-trifosfato (IP3) como segundo mensajero

El IP; es una molécula ubicua que se produce y libera en la membrana plasmatica
como respuesta a la estimulacién extracelular de receptores especificos. Se ha estudiado la
posibilidad de que esté involucrado en el AEC de musculo esquelético, ya que se encontré
actividad hidrolitica de una IP;-fosfatasa en membranas de TT y, en menor grado, en RS de
musculo esquelético de rana (129). También se observé en los TT la fosforilacion de
fosfatidilinositol a fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, que es un intermediario en la sintesis de
IP3 (57). La deteccion de altas concentraciones de este segundo mensajero en las triadas y
los TT (59) ha llevado a suponer la posible participacion del IP3 en el AEC (57). El efecto

activador del IP; sobre los canales de Ca”" sensibles a la dihidropiridina en TT de musculo
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rapido de conejo (144) y la liberacién de Ca’* de CT del RS (145) sugieren que el IP3 es
capaz de modular los canales de Ca® de los TT de musculo esquelético. Aunque Suarez-
Isla et al. (133) observaron la activacion de la salida de Ca*" por IP; en membranas aisladas
de RS, se propone que el IP3 tiene un receptor diferente al RyR, que puede ser coexpresado
con el RyR en diferentes tipos de células. Tanto RyR como el receptor del IP; estin
controlados por las concentraciones intracelulares de Ca*". Mientras se propone que la
Ca2+-dependencia del RyR tenga que ver con el AEC en musculo cardiaco, la liberacion de
Ca®* inducida por IP; se relaciona mas bien con la generacién de ondas lentas de Ca’>* en
neuronas y musculo liso (68). La presencia de receptores de IP; en las membranas de la
triada en musculo esquelético rapido podria indicar que estén involucrados en el AEC del
tejido muscular, sin embargo, no ha sido totalmente documentado.

24  AEC modulado por Ca*" como segundo mensajero en musculo esquelético

En el AEC del musculo esquelético estin involucrados principalmente los
homotetrameros RyR1 que interactiian con tétradas de RDHP de los cuales reciben la sefial
a través de su funcion de sensor de voltaje. Como homotetramero, el RyR1 es una proteina
alostérica, cuya tendencia de abrir aumenta en un factor igual por cada sensor de voltaje
(RDHP) que se mueve al estado activador (120). Ademas de recibir la sefial primaria de
acople alostérico de los RDHP, los RyR1 también transmiten una sefial retrégrada que
cambia la dependencia del movimiento de cargas en el RDHP con el voltaje (120) y
estimula la actividad de canal de Ca*" de los RDHP (99). Stern et al hablan de una
liberacién de Ca** inducida por Ca** bajo el control del voltaje, segin el cual moléculas de
Ca®" liberadas por los RyR interactiian con sitios activadores e inactivadores de otros RyR
(132), de forma similar a la que podria ocurrir mediante la accion de proteinas moduladoras

entre RDHP y RyR. Eso indica que el control dual de la liberacién de Ca** por los RyR
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podria ser dirigido primariamente por voltaje siguiendo un modelo alostérico vy
secundariamente amplificado por Ca®* (119, 120, 132). Anderson y Meissner observaron
que la liberacion de Ca** por RyR inducida por la despolarizacion de TT comprende una
fase inicial rapida seguida por una lenta e indicaron que la fase répida esté controlada por
mecanismos dependientes del potencial de membrana de TT y por mecanismos

dependientes del Ca** (4).

3. Adaptacion al Ejercicio

El musculo esquelético es un tejido altamente sensible dependiendo de sus
requerimientos funcionales. Los cambios bioquimicos, histolégicos y fisiolégicos en las
fibras musculares, que se desprenden de estimulacion constante y que modifican su funcién
comprenden en su conjunto la adaptacion del muisculo esquelético al ejercicio.

El funcionamiento muscular modificado por la adaptacion al ejercicio incluye los
siguientes cambios: 1) Metabdlicos, como la capacidad oxidativa del tejido y cambios en
las concentraciones intracelulares de electrolitos y metabolitos como ATP, Pi, lactato y en
el pH (62), 2) En el aparato contractil, particularmente en las isoformas de la cadena pesada
de la miosina (29,41,102,104,114), 3) En la cantidad, actividad e isoformas de las proteinas
reguladoras de la [Ca®'], como las bombas de Ca’’, los canales de calcio RyR, la
calsecuestrina (41), entre otros, y 4) En las proteinas involucradas en la despolarizacion
(receptor de acetilcolina) (102) y la repolarizacién (bombas de Na'/K" ) de las membranas
de superficie, como en el AEC (RDHP) (41,111).

La adaptacion del tejido muscular al ejercicio se puede lograr mediante las

siguientes maneras experimentales: 1) A través de la estimulacion cronica de una
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inervacién muscular a una frecuencia baja y durante las 24 horas del dia con un electrodo
implantado. El estimulo puede ser aplicado durante varias semanas o meses, como ha sido
descrito ampliamente (29,41,102,104,111,114), 2) A través de un protocolo de ejercicio
(entrenamiento), utilizando una banda sin fin o una bicicleta fija (48).

3.1 Estimulacion Crénica de Baja Frecuencia (ECBF)

Este modelo de investigacion se ha utilizado para observar las respuestas del tejido
muscular a una actividad neuromuscular en condiciones de méxima actividad
(29,41,102,104,111,114), y al aplicarla a misculos que componen predominantemente a las
fibras de contraccion rapida (tipo II). Se ha observado una reorganizacién extensa y
transformacion de fibras rapidas (tipo II) a fibras lentas (tipo I), acompafiado de una serie
de cambios en las isoformas de las principales proteinas (29,41,102,104,111,114). Las
células producto de la ECBF presentan un didmetro menor, una mayor capacidad aerébica-
oxidativa, mayor resistencia a la fatiga y mayor tiempo umbral a la tensién maxima de
contraccion.(2). A nivel molecular, hay un reemplazo gradual de las cadenas pesadas de la
miosina de las isoformas mas rapidas IIb a IId(x) a Ila, a la isoforma I, que es la mas lenta
(29,41,102,104,114). En el sensor de voltaje RDHP hay una disminucién en la cantidad de
proteina, en comparacion con los musculos rapidos, consistente con los niveles mas bajos
de RDHP encontrados en musculos lentos, ademas de que hay un reemplazo gradual de la
isoforma esquelética rapida por la cardiaca que es mas lenta (41,111). También se observa
una disminucion drastica en la expresion de RyR1 y la aparicion de RyR2 (41), el
reemplazo de la calsecuestrina rapida por la isoforma lenta (41) y de SERCA 1 de musculo
esquelético rapido por SERCA2 de musculo esquelético lento y cardidco (15). La actividad
hidrolitica de la SERCAI y la captura de Ca** por RS disminuyen después de la ECBF

(15). Recientemente se ha reportado que la ECBF produce cambios a nivel de la union
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neuromuscular, aumentando las concentraciones de las subunidades o y & del receptor de
acetilcolina y produciendo cambios a nivel del complejo de proteinas que estabilizan la
formacion de la unién neuromuscular a través de la comunicacion entre el citoesqueleto
subsarcolemal y el matrix extracelular (102). Estas estructuras representan el primer
elemento en el AEC de musculo esquelético, asumiendo el patrén de estimulacién
neuromuscular un papel determinante en la definicién del fenotipo muscular (114).
3.2) Entrenamiento

A pesar de que la ECBF ha sido importante en el estudio de la plasticidad del tejido
muscular, no es una estimulacion fisiologica. Como modelo fisioldgico se usa la actividad
voluntaria del entrenamiento para obtener una adaptacién al ejercicio, aunque los cambios
observados son menos extensos. El ejercicio rutinario es seguido por un periodo de
recuperacion y los protocolos pueden variar en intensidad y duracion, produciendo cambios
diferentes. Los protocolos pueden ser 1) de larga duracion con una intensidad moderada,
creando mayor resistencia a la presentacion de la fatiga muscular, o 2) de menor duracién y
mayor intensidad, logrando mayor velocidad o carga de peso. El ejercicio de alta intensidad
esta acompafiado por un aumento en la masa del tejido muscular (hipertrofia) (49), gracias
al aumento en la cantidad de las proteinas contrictiles, mientras que el ejercicio de
resistencia ocasiona poco aumento de volumen. El entrenamiento, tal como la ECBF, puede
producir una transicion del tipo de fibra muscular de rdpido a lento y de las isoformas de la
miosina, aunque en un rango menor (30). Después de un entrenamiento de "sprint", se
observé en miisculo rapido de humano en reposo una elevada liberacién de Ca®* de RS y un
aumento en la cantidad total de RyR sin cambios en su densidad, debido a un aumento en el

volumen total de RS (108). Las actividades especificas de captura de Ca®* y ATPasa de
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Ca®* de RS permanecieron sin cambios, a pesar de un aumento en las densidades relativas
de SERCA1 y SERCA2 (108). Por otro lado, en musculo rdpido de humano (85) y de rata
(66) en reposo, después de un entrenamiento de alta intensidad, se ha reportado una
disminucion en la captura de Ca* por RS, sin que ésta funcion sufra mayor descenso
durante el ejercicio (65). Esta observacion es congruente con observaciones hechas en
caballos (151) y humanos (49), en donde el entrenamiento de alta resistencia atentia la
pérdida en la funcién hidrolitica y de captura de Ca** de SERCA1 durante el gjercicio,
proporcionandole al musculo de esta manera una mayor resistencia a la fatiga. A pesar de
que el entrenamiento tiene un efecto menos marcado que la ECBF, Green ef al (48)
determinaron, que el entrenamiento submaximo aerébico de musculo rapido de humano
puede resultar en una disminucion en la liberacion y captura de Ca** por RS, asociada a una
disminucién en la [Ca*']; de la pierna entrenada comparada con la de control, y en una
disminucion en la cantidad de SERCAI. pero no de SERCA 2a. Estas observaciones son
comparables con los estudios de ECBF, donde la disminucion en la cantidad de SERCA2
ocurre posteriormente a la de SERCA1 (104). Todos estos cambios en ambas condiciones
son consistentes con una transformacion de fibras rdpidas a lentas, las cuales al tener una
menor tasa de circulacion de Ca”" a través del RS, estaran asociadas a un gasto menor de
energia.

Durante la actividad contractil intensa existe una modificacion no sélo en la [Ca®'];,
sino también otros electrolitos se encuentran modificados. La [K']; disminuye en un 10-
20% y la [K'] intersticial y plasmatica aumentan, resultando en una despolarizacién de
membrana en 20 mV, debido a un transporte insuficiente de Na" y K* (47, 76, 94, 100). La

enzima que regula la homeostasis de los gradientes ionicos de Na" y K" durante la actividad
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muscular es la Na'/K’-ATPasa de la SL y los TT implicada en la repolarizacion de las
membranas de superficie después de la activacién. La actividad de esta enzima, al igual que
la de SERCA, se modifica por la actividad contrictil sostenida, sin embargo, la
recuperacion de su funcion es mucho mas rapida que la de SERCA (47). Como se ha visto
en estudios de pegada de ouabaina (47, 76) e inmunoblots (100), el entrenamiento eleva la
cantidad de Na'/K"-ATPasas en miisculo esquelético de diferentes especies y disminuye la
salida de K" al espacio extracelular durante el ejercicio en ambos tipos musculares (100).
La pérdida de la actividad muscular inducida por denervacion resulta en una disminucion
del 20-30% en la pegada especifica de ouabaina (76).

Los cambios metabdlicos relacionados con el mejoramiento en el transporte de
glucosa al interior de la célula (100) durante la adaptacién del musculo al ejercicio, no
seran discutidos en este trabajo, debido a que no estan directamente relacionados con

proteinas de membrana que regulan las [Ca*"];.

4. Fatiga Muscular

La fatiga muscular se define como la disminucién en la fuerza de contraccién
durante una actividad muscular prolongada. Es un fenémeno fisiologico reversible,
multifactorial e incluye los siguientes aspectos: 1) metabdlicos, 2) membranales y 3) de las
proteinas contractiles. Los eventos en donde se podria originar la fatiga incluyen el sistema
nervioso central, las alfa-motoneuronas, la placa neuro-muscular, la sarcolema y las
estructuras relacionadas con el AEC, que involucraria a todos los componentes de los TT y

el RS, ademas de las proteinas contractiles y el citoesqueleto.
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En la fatiga muscular hay una propagacion adecuada del potencial de accion hasta
los TT (18), y las alteraciones metabdlicas que resultan de una actividad prolongada se
restablecen antes de que se recupere la fuerza de contraccion (7). La recuperacion de la
fatiga se realiza en dos fases: a) una rdpida que ha sido atribuida al restablecimiento de los
gradientes transmembranales de sodio y potasio mediante la accién de la ATPasa de Na'/K"
(37), y una lenta que corresponde a la recuperacion de la homeostasis del Ca** intracelular.
Tanto en el AEC como en los eventos intracelulares, los movimientos del Ca’" son un
factor de activacion fundamental, y en la fibra en reposo la [Ca2+]i esta basicamente
regulada por la liberacion y captura de Ca®™ por el RS. La fatiga en musculo esquelético
rapido se ha asociado a una disminucion en la actividad de captura de ca’* (10, 20, 39, 155)
y/o hidrolitica (20, 39) de la SERCA1, que podria tener como consecuencia la elevacién en
la [Caz+]i (150), asi como, en etapas avanzadas, a una disminucién en la [Ca®]; (147), como
consecuencia de la disminucién en la liberacién de Ca®* por los RyR (27, 36). Sin embargo,
la disminucién en la liberacion de Ca®* por los canales de Ca®* RyR puede tener varias
explicaciones: 1) una falla en la transmision de la sefial entre los RDHP y los RyR
(desacoplamiento), 2) una disminucién en la probabilidad de apertura de los RyR por una
inactivacion de los mismos o 3) una disponibilidad reducida de Ca** en la luz del RS. La
exposicion a cafeina de fibras musculares peladas fatigadas produjo contracturas
adecuadas, lo que significa que en el interior del RS hay disponibilidad de Ca’* (2, 78).

4.1) Disminucion en la liberacion de Ca™ por los RyR debido a una falla en la

transmision de la sefial de TT a RS

La actividad muscular producida por estimulacion eléctrica y la fatiga han sido

relacionadas a una disminucion en los gradientes transmembranales de Na" y K, debido a
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la salida excesiva de K" a la luz de los TT y la entrada de Na" al espacio intracelular. Se ha
reportado que en la actividad muscular prolongada, la actividad de la ATPasa de Na'/K’
podria resultar insuficiente para restaurar el potencial de membrana. Esto provocaria una
despolarizacion de la membrana de —-80mV a -60mV (8,67), voltaje para el cual la fibra se
encuentra menos excitable, ya que requiere de un potencial de membrana menor a —70mV
para que suficientes canales de Na" y K™ se abran (8, 115). Por otro lado, se ha propuesto
que la union de Ca*" a un sitio extracelular del RDHP es indispensable para que se lleve a
cabo el movimiento de cargas, que desencadena la activacion de los RyR; sin embargo, la
despolarizacion del potencial de membrana disminuye la afinidad del sensor de voltaje por
el Ca®* (115). Una baja concentracién de Ca* extracelular [Ca*"]. se asocia a una
disminucién en el movimiento de cargas en el RDHP y en la salida de Ca®* de los RyR (16,
17), y a la exacerbacion de la fatiga producida por estimulacion tetanica en musculo lento
(35) y a una mayor incapacidad para mantener la tension tetdnica maxima, especialmente
en fibras con una resistencia inicial alta a la fatiga (117), por lo que estas fibras podrian
tener una mayor dependencia de las [Ca:‘]c. La presencia de un antagonista de los canales
de Ca®', como la nifedipina resulta en una incapacidad para mantener la tensién tetanica
méxima (109). Una disminucion en la disponibilidad del Ca’" en la luz de los TT podria
ocurrir por una disminucién en la actividad de la ATPasa de Ca** de los TT y por la
apertura de los canales de Ca* dependientes del voltaje durante la despolarizacion, lo cual
elevaria la [Ca®']; (4.5). Altas [Ca®"). revirtieron la disminucién en la fuerza de contraccién
inducida por una elevada [I("]c en musculo répido (21). Por otro lado, se ha propuesto que
una salida elevada de Ca*' a la luz de los TT como resultado de la estimulacién eléctrica

repetida pudiera causar una falla en la propagacion del potencial de acciéon (9,12); y
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algunos estudios indican que el Ca’" extracelular no esta involucrado en el AEC de
musculo esquelético (5,46).

Nuestros resultados indican que en el musculo adaptado al ejercicio existe un
aumento en el transporte de Ca”" a través de las membranas de los TT, lo que resulta en una
disminucién en la [Ca®']; y un probable aumento en la luz de los TT. La proporcion de
ATPasas de Ca’" en los TT es del 2% de las proteinas totales, mientras que en el RS es del
75-90%. Aunque la actividad de la ATPasa de Ca’" de los TT se triplicé y la del RS no esta
modificada, en proporcion, el transporte de Ga® por el TT es insuficiente para cambiar las
[Ca®*]i y [Ca*]e, por lo que este aumento en el transporte podria estar relacionado con un
efecto mas local.

4.2) Disminucion en la liberacién de Ca®" por accién directa sobre el canal de Ca®*/RyR

Se han propuesto tres posibles factores que podrian tener un efecto directo sobre los
RyR y contribuir al desarrollo de la fatiga: a) una elevada [Ca2+]i , b) la accion de radicales
libres y ¢) alteraciones en los metabolitos y las moléculas que se encuentran en el espacio

de la triada; todos estos cambios siendo el efecto de la actividad contractil del tejido.

42.a) Falla en la apertura del RyR debido a una elevada [Ca®"];
Diversas evidencias experimentales han mostrado que una elevacion de la [Ca*']; a

niveles micromolares inhibe la apertura de los RyR (95) y resulta en una liberacion

disminuida de Ca®* por RS (150). Por otro lado, la estimulacién eléctrica repetida causa una
elevacion en la [Ca®"];, que podria estimular la salida de Ca’ ala luz de los TT mediante la
actividad de la ATPasa de Ca** (12). Una actividad aumentada de esta enzima puede elevar
la [Ca*'] en la luz de los TT ([Ca®']rr) de manera local. Se ha mostrado que la aplicacién

extracelular de 10 mM de Ca’" atenua la fatiga producida por estimulacion tetanica
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repetida, y una disminucion en la [Ca®"). exacerba el estado de fatiga (21), sugiriendo que
una elevada [Ca”"]. podria proteger contra la fatiga en lugar de inducirla, como ha sido
previamente propuesto, y que una deplecion de Caen TT pudiera contribuir a la fatiga.
Sin embargo, estos estudios son incompletos y controversiales por la cantidad de evidencias
bien documentadas que indican que el Ca®" extracelular no es esencial para el AEC en
musculo esquelético (5,46).

4.2.b) Falla en la apertura del RyR debido a la accion de especies reactivas de oxigeno

(EROQ) vy derivados del 6xido nitrico (ON)

Los radicales libres son cualquier molécula que contenga uno o mas electrones que
ocupen una Orbita atdmica por si solos. Se forman al perder o ganar un solo electron,
cuando haya ruptura de un enlace covalente y un electron de cada par se va con cada uno de
los productos. Ejemplos son Oy", OH’, H.O, y OCI'. Las ERO y los derivados del ON son
moduladores fisiologicos de la funcion contractil de musculo esquelético. Su produccion es
a través del sistema de transporte electronico en las mitocondrias y el sistema de la xantina
oxidasa (35). Las vias de defensa contra las ERO son sistemas enzimaticos como la
dismutasa del anién superdxido (SOD), la catalasa y la glutation peroxidasa (GPX), cuyas
concentraciones se han reportado elevadas durante la adaptacion al ejercicio (35), y los
mecanismos no enzimaticos comprenden a moléculas de bajo peso molecular como
péptidos (glutation), grupos SH y las vitaminas A, Be, C y E. El dafio que eventualmente
ocasionan durante la actividad y la fatiga (35) puede prevenirse con el uso de antioxidantes.
Durante el reposo, los mecanismos antioxidantes superan a los oxidantes, por lo que el
medio intracelular se encuentra reducido en ERO. pero durante el ejercicio esta relacion se

invierte ya que el consumo mitocondrial de oxigeno se eleva veinte veces (35). La
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produccion de las ERO se eleva en cualquier tejido durante el estrés oxidativo y en el
musculo durante el ejercicio. Estas especies reactivas son capaces de oxidar proteinas,
lipidos y dcidos nucleicos. En especial hay destruccion de édcidos grasos insaturados que
son importantes para la fluidez v permeabilidad de las membranas celulares y el
funcionamiento de las proteinas de membrana. La pérdida de los acidos grasos insaturados
resulta en la pérdida de la integridad de la membrana y puede causar la salida de iones
como Mg?* y Ca™".

En el musculo esquelético répido se expresan tres isoformas de la sintetasa del
oxido nitrico, que son la neuronal (nNOS) y la endotelial (eNOS), que dependen del Ca?*, y
la inducible (iNOS), que es independiente del Ca™*. La nNOS se ubica en la sarcolema y
esta asociada con el complejo de la distrofina conocido como costdmeros, en las fibras de
misculo esquelético rdpido, y la eNOS esta asociada a las mitocondrias (42). En las
enfermedades inflamatorias se puede inducir la expresion de iNOS que produce ON en una
proporcién mucho mas alta que las otras dos isoformas. Se ha demostrado que la
produccién de ON también se eleva durante la actividad muscular (18) y que disminuye la
fuerza de contraccién (129). El ON reacciona rapidamente con el anién superéxido para
formar varios radicales libres, como el peroxinitrito, que es capaz de producir dafio
oxidativo y nitrosativo. Los derivados del ON tienen alta selectividad por los grupos tioles
de proteinas como el RyR y la SERCA (34). Mientras que bajas concentraciones de ON
inhiben la oxidacion de ciertos tioles del RyR y el canal se cierra, altas concentraciones lo
abren, posiblemente a través de la oxidacion de tioles vecinales para formar puentes
bisulfuros (resultados de la Dra A.Ortega no publicados). Opuesto al efecto del ON en los
RyR, altas concentraciones de H,O; inhiben el canal y bajas concentraciones lo activan. El

transporte de Ca*" a través de la SERCALI es inhibido por altas concentraciones de ON, a
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través de la oxidacion de los tioles y la nitrosilacion de residuos de tirosina. Los efectos de
las ERO y el ON sobre las proteinas del RS tienen como consecuencia la elevacion de la
[Caz+].-. La presencia de concentraciones elevadas de ng inhibe a los RyR, y se ha
considerado que el efecto del Mg2+ sobre la liberacion de Ca®' se debe a la oxidacion de un
grupo tiol presente en el canal (69). La regulacién del potencial redox estd dada
principalmente por el sistema amortiguador glutation reducido/glutatién oxidado (GT-SH/
GT-SS). La oxidacién del GT-SH ocurre en especial durante el ejercicio (3).

4.2.c) Falla en la apertura de los RyR debido a alteraciones en los metabolitos de la

actividad muscular en la triada

Durante la actividad muscular prolongada la concentracion de lactato aumenta e
inhibe la liberacién de Ca*" por el RS (36) ocasionando una disminucion de la tension
muscular atin en ausencia de cambios en el pH (61). La disminucién en el pH intracelular
también se ha relacionado con el inicio de la fatiga debido a la inhibicién del aparato
contractil (38). Sin embargo, se ha observado que la fuerza de tension es restaurada antes
que el pH, lo que aparentemente indica que no hay una relacién directa entre ambos eventos
(35). La concentracion del ATP intracelular ([ATP];) global no se reduce al momento de ser

iniciada la fatiga, aunque los cambios en la [ATP] en la triada podrian ser diferentes a las

[ATP] globales, debido a la sintesis y el consumo localizados de la triada (18, 54). El
fosfato inorganico producto de la hidrdlisis del ATP se ha relacionado con una disminucién
en la actividad de la SERCA y en la apertura de los RyR. Por otro lado, el ATP producto de
la oxidacién de la glucosa sirve de sustrato a las ATPasas de la fibra muscular que lo
hidrolizan durante la relajacion muscular, y es un activador de los RyR. Sin embargo,

cambios en la concentracion de ciertos metabolitos en la triada son causas poco probables
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del aumento en la [Caz*]i y de la fatiga, ya que se ha visto que la recuperacion metabolica y
la recuperacion de la fuerza tienen diferente curso de tiempo, en el sentido de que la fatiga

se recupera mas lentamente (7).

HIPOTESIS

Muiltiples evidencias indican que el aumento de la [Ca2+]i es el evento que inicia
los cambios observados durante la actividad prolongada que lleva a la fatiga, por lo que
proponemos que en el misculo adaptado al ejercicio las bombas de Ca®>* de RS y TT, que
son las membranas involucradas en el AEC, pudieran estar modificadas para regular mejor
la [Ca®"]; libre y mantener su homeostasis. Cambios conformacionales y en consecuencia
en la actividad de estas enzimas, que pudieran experimentar durante estos procesos tendrian
como consecuencia una disminucién en la actividad de transporte de la SERCAI,
resultando en un aumento en la [Ca’’], lo cual pudiera disminuir la capacidad de
contraccion, o en un aumento en la actividad de la ATPasa de Ca** de los TT para

disminuir la [Ca®"];.
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OBJETIVOS

Objetivos Generales

e Determinar el efecto de la fatiga muscular y la adaptacion al ejercicio sobre la actividad
de transporte de Ca®* y la conformacién de las ATPasas de Ca** de RS y TT de musculo

esquelético.

Objetivos Especificos

e Establecer un protocolo de adaptacion al ejercicio para producir resistencia a la fatiga en
conejos

o Establecer el método in vivo para producir fatiga en musculo esquelético rapido de
conejo

e Aislar membranas purificadas de RS y TT de musculo esquelético rapido de conejo
control, adaptado al ejercicio y fatigado

e Determinar las actividades de transporte de Ca** dependiente de ATP y de hidrélisis por
las ATPasas de Ca?* de RS y TT de membranas aisladas de misculo esquelético control,
adaptado al ejercicio y fatigado

¢ Determinar por medio de estudios de calorimetria diferencial de barrido los cambios en
los parametros termodinamicos de las principales proteinas de las membranas aisladas
del RS y de TT de musculo esquelético control, adaptado al ejercicio y fatigado, con el

fin de evidenciar diferencias estructurales en las diferentes condiciones fisiolégicas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Protocolo de adaptacion al ejercicio

Se utilizaron conejos machos blancos de la raza Nueva Zelanda. El grupo control y
experimental provinieron de la misma camada. Los controles se mantuvieron sedentarios
hasta las 14 semanas de edad. El grupo de adaptacion al ejercicio se entrend a partir de la
semana 6 hasta la semana 14 de edad. El entrenamiento consistio en hacerlos caminar sobre
una banda sin fin durante cinco dias a la semana (Figura 15). Durante la primera semana las
sesiones diarias duraron 10 min trabajando a una velocidad de 5 a 11 m/min para habituar a
los animales a caminar en la banda. En las semanas siguientes las sesiones de ejercicio
aumentaron progresivamente, tanto en duraciéon como en velocidad, hasta completar 30 min
a velocidades de 19 a 24 m/min, alternadas con velocidades lentas de 8 a 11 m/min.
Conforme avanzo el programa se aumentaron los periodos de entrenamiento a velocidades
rapidas y disminuyeron las lentos. Segun las capacidades de cada animal se hicieron ajustes
individuales al protocolo. A las 14 semanas de edad los conejos control y experimental se
sacrificaron por dislocacién cervical. Se usaron los musculos esqueléticos rapidos de las
piernas traseras para el aislamiento de membranas de TT y RS. Para todos los experimentos

se uso un nimero de animales n = 3.

Figura 15. Conejos adaptados al ejercicio en una banda sin fin
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2. Protocolo para obtener misculos tibiales anteriores,

extensores digitales largos y gastrocnemios blancos fatigados

Animales : Conejos machos de la raza Nueva Zelanda de tres meses de edad (2.7 kg) se
tranquilizaron con ketamina (0.5 ml) y posteriormente se les aplicé anestesia general por
via intravenosa con pentobarbital sédico (1 ml). En la pierna derecha, se hizo un corte
diagonal en la piel a la altura de la rodilla y se separaron los misculos hasta aislar y cortar
el nervio femoral. El nervio se fijé a un electrodo de platino conectado a una unidad de
aislamiento de estimulos SIUS y éste a su vez a un estimulador tipo Grass S88. Al terminar
el protocolo de estimulaciones, los animales se sacrificaron con cloroformo e
inmediatamente después se extrajeron los musculos gastrocnemio blanco, tibial anterior y
extensor digital largo. Los musculos de las piernas izquierdas fueron tomados para control.
Fueron congelados en nitrogeno liquido y guardados a —78 5 para el aislamiento de
membranas de RSy TT.

Estimulaciones eléctricas : Las estimulaciones tetdnicas se realizaron a una frecuencia de

una cada 5seg mediante contracturas simples de 80 Hz, 9 V y 0.8 ms en series de 40, 60 y
110 estimulos tetanicos con intervalos de recuperacion de 8 y 5 minutos respectivamente.
Registros de contracciones musculares por estimulacion eléctrica

La fuerza de las contracciones fue registrada mediante un Flatbed recorder (LEM,

Servogor 102), que mide la fuerza de contraccion en funcion de voltaje, el cual fue
convertido a gramos mediante una curva estandar. La fuerza especifica P se calcul6

mediante la ecuacion:
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P= Fuerza(g)/Area(cmz). donde el drea 4 = Masa / Longitud x Densidad especifica.

3. Aislamiento de vesiculas de membranas de RS ligeroy TT

El aislamiento de las membranas de TT se baso en el método descrito anteriormente
(121). Los conejos se sacrificaron mediante dislocacion cervical y se disecaron los
musculos seleccionados. Los musculos se limpiaron de tejido conjuntivo y se cortaron en
trozos de 3 ¢cm”. Todo el procedimiento se llevo a cabo en hielo o a 4°C. El tejido se
homogenizé con una licuadora en una solucién que contenia (en mM) 100 KCI, 1 DTT y 20
Tris-malato pH 7.0 (solucién amortiguadora A), en una relacién de 1:4, durante 30 seg, se
repos6é 10 seg y se homogenizé nuevamente otros 20 seg. Este material se centrifugé en
tubos de 250 ml en un rotor Sorval GSA a 3000g (7500 rpm) durante 30 min, el
sobrenadante se filtré a través de 8 capas de gasa, se le afiadi6 KCIl sdlido a una
concentracion final de 0.5 M para solubilizar las proteinas contractiles, se centrifugé en un
rotor Beckmann Ti-45 a 150,000g (44,000 rpm) durante 45 min y se descartd el
sobrenadante. Para lavar el excedente de KCl, se resuspendié nuevamente el precipitado en
solucién A y se centrifugd en un rotor Ti-45 a 44,000 rpm durante 45 min. El precipitado
final se homogenizé en una solucién que contenia (en mM) 300 Sacarosa, | DTT y 20 Tris-
malato pH 7.0 (solucién amortiguadora B) y esta fraccion microsomal se coloco sobre
gradientes discontinuos de sacarosa compuestos por tres concentraciones: 25%, 27.5% vy
35% (p/v), que se centrifugaron en un rotor SW-28 a 85,000g (23,000 rpm) durante 16 h.
Al terminar, se separaron las diferentes interfases y se lavo el exceso de sacarosa en
solucién A por medio de una centrifugacion a 44,000 rpm durante 45 min. Los precipitados
de las fracciones lavadas se resuspendieron en solucion B y se congelaron las alicuotas en

nitrgeno liquido para almacenarse a 78°C.

56



La fraccion aislada en la interfase 25/27.5% contenia la mayor actividad de Mgz"-
ATPasa y correspondi6 a vesiculas de TT. Por este procedimiento se aislan preferentemente
vesiculas de TT orientadas con la cara citoplasmatica hacia el exterior (inside-out). La
fraccion de la interfase 30/35% contenia la mayor actividad de Caz+-ATPasa, pero poca
calsecuestrina y correspondi6 a RS ligero. La fraccion de la capa 35% tuvo la mayor
capacidad para unir la rianodina por lo que se concluy6 que correspondié al RS pesado con

cisternas terminales.
4. Determinacion de la concentracion de proteina

Se usé el método de Bradford. L.a union del colorante Azul de Coomassie a la
proteina desvia la absorcion de la luz visible de 465 a 595nm. La densidad optica fue
monitoreada a 595nm con cantidades crecientes de proteina y se compar6 con mediciones

de cantidades conocidas de albimina sérica bovina (ASB) graficadas en una curva estandar

de 5 a 30 pg/ml.
5. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

Se utilizaron geles de acrilamida al 8 o 10% (gel separador: TrisHCI 375mM pH
8.75, SDS 0.1%, persulfato de amonio 0.1% y Temed 0.1%). El gel concentrador se
preparé con: acrilamida al 6%, TrisHCI 125mM pH 6.8, SDS 0.1%, persulfato de amonio
0.1% y Temed 0.1%. La solucion amortiguadora de corrida contenia Tris /HCI 25mM (pH
8.3), Glicina 192mM y SDS 0.1%. A cada pozo se agregaron 10 ug de proteina disuelta con
el reactivo de Lammli (Tris/HC1 0.0625 M, SDS 2%, Glicerol 10%, 2-Mercaptoetanol 5% y
Azul Bromofenol 0.0001 %) a una proporcion de 1:1 de muestra y reactivo. Los estandares
de los pesos moleculares (Combithek) usados eran de 170, 116, 85, 55, 39, 27, 20 y 14 kDa.

Los geles se corrieron a 60 V constante el gel concentrador y a 120 V constante el gel
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separador y se tifiieron con Azul de Coomassie o con plata. Para tefiir con Azul de
Coomassie se colocaron en una solucion con 25% de metanol, 10% de acido acético glacial
y 0.1% de Azul de Coomassie (24 horas) v se destifieron en una solucién equivalente pero
sin el colorante. Para la tincion de plata se fijaron los geles en 40% de metanol con 5% de
formaldehido durante una hora. Se lavaron dos veces con agua desionizada y se colocaron
un minuto en una solucion de Na,S0;.5H,0 al 0.02%. Se lavaron dos veces con agua
desionizada y se colocaron durante 15 min en AgNOs al 0.1%. Se enjuagaron y se
colocaron en la solucion reveladora (3% de NayCOs, 0.05% de formaldehido y 0.0004% de
Na;S0j3). Cuando se veian claramente las bandas del gel se paraba el proceso de revelado

con acido citrico 2.3M.
6. Anticuerpos

Se adquirieron anticuerpos policlonales de borrego contra RDHP al de musculo
esquelético de (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY). Los anticuerpos policlonales de
raton contra SERCA1 (AS52) fueron una donacion del laboratorio del Dr DH MacLennan
(Universidad de Toronto, Canadd). Como anticuerpos secundarios se utilizaron conjugados
de peroxidasa anti-borrego de (Sigma, Dorset, UK) y anti-ratén de (KPL, Gaithersburg,

MD), respectivamente.
7. Inmunoelectrotransferencia

Después de separar las proteinas por electroforesis, se fueron electrotransferidas
sobre una membrana de nitrocelulosa (Hybond-C-extra, Amersham Life Science, ). El
bloqueo de la membrana se realizo en la solucion PT (PBS con Tween 20 al 0.5%) con
leche descremada al 5%. Las membranas de nitrocelulosa se incubaron con los anticuerpos

primarios disueltos en PTB (PT con azida de sodio al 0.025% y BSA fraccién V al 1%)

58



durante 1 hora a temperatura ambiente. El anticuerpo anti-RDHP se us6 a una dilucion del
1/1000, y el anticuerpo anti-SERCAI a una dilucién del 1/240,000. Los anticuerpos
secundarios anti-borrego y anti-raton se usaron a diluciones del 1/1400 (0.7 pg/ml) y
1/3000 (0.33 pg/ml), respectivamente, en PT. Las bandas de proteina se detectaron
mediante el método de quimioluminicencia, usando Western Lightning Chemiluminescence

Reagent Plus (Perkin Elmer Life Sciences, Boston).

8. Determinacion de la captura de calcio dependiente de ATP

Se midi6 el transporte de calcio por filtracién de [*CaCl,] residual en las vesiculas.
Se incubaron muestras de membranas a una concentracion de 0.Img de proteina/ml a
temperatura ambiente en una solucién que contiene (mM): 100 KCI, 5 MgCl,, 0.1 CaCl,
marcado con **[CaCl,], 20 Tris malato (pH 7.0), y en el caso de RS, con y sin 5 oxalato. La
reaccion se inicid agregando 4 mM de ATP-Tris, y se par6 a diferentes tiempos con una
solucién que contiene (mM): 5 MgCly 4 EGTA y 20 Tris-malato pH 7.0, colocando los
tubos en hielo antes de filtrar con filtros Millipore de nitrocelulosa de 0.45um y lavar las
membranas con 15ml solucién que contiene 10 mM EGTA. Se dejaron secar los filtros y se
hizo la lectura en un contador de centelleo. Como control se uso un filtro al que se le habian
aplicado directamente 10 pl de mezcla de reaccion con Ca, equivalente a 1 nanomola de
CaCl,, sin proteina ni ATPen base al cual se calcularon los valores de los resultados por mg

de proteina.
9. Determinacion de la actividad de ATPasa
La actividad de ATPasa se midid por colorimetria a través de la liberacion de

cantidades nanomolares de fosfatos inorganicos equivalentes al ATP hidrolizado,. Esta

determinacion se basa en la reaccion entre el fosfato inorganico (P;) y el verde de
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malaquita. Para ello se incubaron alicuotas con 0.004 mg/ml de proteina en una solucién
que contiene (mM): 20 Tris-Malato (pH 7.0), 100 KCI, 5 MgCl,, 0.1 CaCl, (para la
actividad total) o 1 EGTA (para la actividad de Mg2+-ATPasa o basal), 5 NaN; y 0.33 ATP.
Para parar la reaccion se agregaron a diferentes tiempos hidrocloruro de verde de malaquita
al 0.045% en molibdato de amonio al 4.2% con HCI 4N (reactivo de Lanzetta) y citrato de
sodio a una concentracion final del 2.5%. Después de 30min se midi6 la absorbancia a
660nm en el espectrofotometro. Las cantidades de fosfato liberado se calcularon con base
en una curva estandar de fosfatos. La actividad de la Ca2+-Mg2+—ATPasa se calculd como la

diferencia entre la ATPasa total y la basal.

10. Determinacion de la union de alta afinidad de DHP

La unién especifica de dihidropiridina se determiné con el método de filtracion de
[PH]PN200-110 y se calculé como la diferencia entre el valor total y el inespecifico en base
a un estandar conocido. Las membranas de TT se incubaron durante 3 horas en la
obscuridad a una concentracion de 7.5 pg/ml de proteina en una solucién que contiene
(mM): 50 MOPS (pH 7.4), 57 ["H]PN200-110, y para la unién inespecifica se afiadié 0.001
de nifedipina. Se filtraron las muestras en filtros de nitrocelulosa Millipore de 0.45um, se
lavaron con 25ml de agua desionizada helada, se dejaron secar los filtros y se hizo lectura

en un contador de centelleo.

11. Normalizacion de los valores

Para calcular los valores normalizados de los experimentos de cinética se tomd
como valor igual a 1 el promedio de los valores reales de los controles al final de la

reaccion, y con respecto a este valor se calcularon los demés valores normalizados.
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12. Calorimetria diferencial de barrido (CDB)

Los experimentos de calorimetria, se llevaron a cabo en un Microcalorimetro VP-
DSC de MicroCal conectado a una computadora que contiene un sistema automatico de
recoleccion de datos. Para los experimentos en el CDB se suspendieron las membranas
aisladas en una solucion amortiguadora a pH 7.0. La concentracion de proteina usada fue de
1-2mg/ml. El barrido de temperatura se hizo a una velocidad constante de 1°C/min de 10 a
100°C. Inmediatamente después, se enfrio a 10 °C seguido por un nuevo barrido de
temperatura de 1°C/min hasta los 100°C. El segundo barrido tuvo el propésito de revelar
procesos reversibles. En todos los casos, la desnaturalizacién de las proteinas de membrana
fue irreversible. Las curvas obtenidas por el CDB (temperatura vs capacidad de calor (Cp))
fueron analizadas asumiendo una desnaturalizacion irreversible como ha sido previamente
descrito (83). Este procedimiento necesita que la desnaturalizacién sea considerada como
una reaccién de dos estados de la forma N— ¥ — D, en donde la constante de velocidad &
depende de la temperatura siguiendo la ecuacion de Arrhenius. Las curvas (endotermas) del
exceso de capacidad de calor, fueron desconvolucionadas en componentes individuales. La
temperatura de transicion (Tn) es definida como la temperatura registrada a la mitad del

area de la curva. Esta 4rea corresponde al valor de la entalpia (AH).
Ecuacion de Arrhenius k = AeAHRaT

La calorimetria es el unico método directo para determinar los pardmetros
termodindmicos de una molécula y su patron de desnaturalizacién. Los parametros
termodinamicos obtenidos de la desnaturalizacion de una molécula en condiciones
experimentales determinadas son caracteristicas especificas de la misma, caracteristicas que

la distinguen de otras moléculas y dependen de su peso molecular y su conformacion.
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En el siguiente esquema se desglosa toda la metodologia utilizada en la realizacion

de este proyecto (Figura 16).

Protocolo de entrenamiento Protocolo de fatiga
(30 min, 5 x semana, 8 semanas (30 min, 80 Hz, 0.8 ms, 9 V)

Pureza de fracciones

Aislamiento de membranas membranales
(adaptados - fatigados - control) - -Inmunoblots

TT-RSL -Uni6ns especificas
L3 (DHP, RyR)
Estudios cinéticos Estudios calorimétricos (CDB)
Ca?*- Mg**- Captura de Ca®* L AH

ATPasa ATPasa (dependiente deATP)

Figura 16. Resumen de los protocolos experimentales empleados
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RESULTADOS

1. Pureza de las membranas

1.1  Inmunoelect

rotransferencias

Para verificar que las fracciones de las membranas aisladas correspondian a
muestras enriquecidas en TT y RS, respectivamente, se realizaron geles SDS-PAGE (Figura
17A) y un anélisis de las proteinas marcadoras de TT, que es el RDHP, y de RS, que es la
SERCAL1, dénde se pudo apreciar la presencia de RDHP en el caso de las membranas de TT
(Figura 17B), pero no en membranas de RS, y de SERCALI en el caso de las membranas de

RS, pero no de membranas de TT (Figura 17C), lo que demuestra la ausencia de

contaminacion de membranas de TT por RS y viceversa.

A

B

C

31

SDS - PAGE IB -RDHR IB a-SERCA1
TT RS STD TT RS STD TT RS STD
st 200 - -4-2|gg - 200
; 116 - |16 mm LIO
: 97 - O o . %‘:‘
- 66 = 66
sl 66
‘;-’- o - 3] 3l

Figura 17. Analisis de Western Blot de TT y RS usando anticuerpos anti-receptor de DHP
(a-RDHP) y anti-SERCA1 (a-SERCA1). De izquierda a derecha se observan: (A) Geles de SDS-
PAGE de TT, RS y estiandares moleculares con 5 pg de proteina/carril y tefiidos con plata (B, C)
Transferencias de geles SDS-PAGE de TT, RS y estindares moleculares con 8 pg de proteina/carril a
membranas de nitrocelulosa, tratadas con anticuerpos a-RDHP y «-SERCAI, segtin se describe en

Materiales y Métodos. (B) Inmunoblot (IB) a-RDHP, (C) IB a-SERCAL.
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1.2 Unidn especifica de dihidropiridina y rianodina en TT

La pureza de las membranas de TT se determin6, ademas, a través de los inmunoblots
descritos anteriormente, mediante la unién especifica de DHP. Los valores obtenidos son de
9.3 y de 11.2 pmolas de unién especifica de DHP/mg de proteina para musculos controles y
adaptados al ejercicio, respectivamente. Por el otro lado no se detect6 la unién especifica de
rianodina en ninguna de las fracciones membranales ligeras que correspondian a los TT, lo
cual muestra, junto con la ausencia de respuesta para el anticuerpo contra SERCA1, que no

hubo contaminacion por vesiculas de RS.
2. Adaptacion

2.1  Actividad de captura de Cd*” dependiente de ATP. La captura de Ca** dependiente

de ATP en TT de musculos de conejos entrenados se vio afectada en forma significativa.
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Figura 18. Efecto del entrenamiento sobre la captura de Ca** en TT (A) y RS (B).
Los circulos cerrados corresponden al misculo control y los circulos abiertos al adaptado.
La actividad de captura se presenta en forma normalizada, dénde la captura de Ca®* del
control a los 30 minutos de iniciada la reacci6n corresponde al valor 1.

En TT (A) los valores reales a los 30 min eran de 60.1+2.3 (control) y 160.1+11 (adaptado)
nanomolas de Ca®*/mg de proteina. En RS (B) los valores reales a los 30 min eran de

30042 (control) y 260+3 (adaptado) nanomolas de Ca**/mg de proteina.

En la figura 18A se observa que a los 30 minutos la captura de Ca®* se habia incrementado
2.6 veces en los TT de musculos de conejos entrenados, de 60.10+2.3 a 160.10+11.0

nmolas de Ca®* transportado / mg de proteina (n=4, p<0.05). Sin embargo, en el caso del
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transporte de Ca’" en membranas de RS obtenidas de musculos de conejos entrenados, no
hubo cambios signifcativos en comparacion con los controles, como muestra la figura 18B.
Las capturas fueron de 260+3 y de 300+2 nmolas de Ca*’ transportado / mg de proteina
(n=4, p<0.05), respectivamente.

2.2 Actividad hidrolitica de ATPasa. La actividad hidrolitica de ATPasa de Ca*" a los
30 minutos de iniciada la reaccién se incrementd 1.8 veces con respecto al control en las
vesiculas de TT obtenidas de musculos de conejos entrenados, de 7.0+0.27 a 13.0+2.8
umolas de Pi / mg de proteina (n=4, p<0.005) (Figura 19A). La actividad de ATPasa de
Mg2+, que corresponde a la proteina y actividad hidrolitica de ATPasa mdas abundantes en
membranas de TT, se incrementd 3.6 veces en animales entrenados, de 2.9+0.4 a 10.5+1 .4

umolas de Pi / mg de proteina (n=4, p<0.005) (Figura 19B).

Figura 19. Efecto del entrenamiento

A sobre las actividades hidroliticas de
ATPasa. Los circulos cerrados
11 corresponden al misculo control y los

circulos abiertos al adaptado. La actividad
de hidrélisis de ATP se presenta en forma
01¢ . . : normalizada, dénde el valor 1 corresponde
0 10 20 30 al control a los 30 minutos de iniciada la
reaccion. (A) ATPasa de Ca’* de TT,
control: 7.0£0.27umolas; adaptado:

B 5 13.0+2.8umolas (B) ATPasa de Mg?* de TT,
27 control: 2.9+0.4umolas; adaptado:
10.51.4umolas (C) ATPasa de Ca’* de RS,
control: 13.5+0.8umolas; adaptado:
14.2+3.0pmolas.

Actividad de ATPasa normalizada

10 20 30

0.57

0.019 : . .
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Tiempo (min)
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No se observaron cambios significativos en la actividad hidrolitica de la ATPasa de Ca** en
RS como consecuencia de la adaptacion al ejercicio (Figura 19C); las actividades fueron de
13.5£0.8 umolas de Pi / mg de proteina y de 14.2+3 pmolas de Pi / mg de proteina para
vesiculas de animales controles y entrenados, respectivamente (n=4, p<0.005).

2.3 Calorimetria diferencial de barrido. Para investigar si los cambios observados en la
actividad de las ATPasas de los TT y el RS observados después del protocolo de
entrenamiento correspondia a cambios conformacionales en las proteinas de membrana

estudiamos mediante CDB el perfil de desnaturalizacion de las proteinas de estas

membranas.
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Figura 20. Perfiles de Calorimetria Diferencial de Barrido de membranas de TT control (A) y
adaptado (B). La linea s6lida representa los datos experimentales y la linea punteada al mejor ajuste
tedrico. Las transiciones corresponden a (a) la ATPasa de Ca™), (b) la ATPasa de Mg y (c) el
RDHP.
La desnaturalizacion fue irreversible después de alcanzar una temperatura de 100°C.
Tanto las membranas aisladas de TT como de RS mostraron cambios importantes en su perfil
de desnaturalizacion como resultado del protocolo de entrenamiento. La temperatura de

transicién y la entalpia (calor de transicién) de las bombas de Ca** indican que sus

estructuras nativas habian cambiado después del entrenamiento. Los perfiles de
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desnaturalizacion térmica que se ven en la figura 20 corresponden a membranas de TT
obtenidas de conejos controles (A) y adaptados al ejercicio (B), y presentan principalmente
tres transiciones. Estas transiciones son las mismas que las que fueron descritas previamente
por Ortega y Lepock (103), quienes atribuyen la transicién a a la desnaturalizacion de la
bomba de Ca”* y relacionan la transicion b con la actividad de la Mg**-ATPasa. La transicién
¢ corresponde a la desnaturalizacion del RDHP (datos no publicados de A. Ortega). Como se
observa en la figura 20B, las tres transiciones (a, b, y ¢ rﬁuestran cambios importantes en T,
y entalpia. Sin embargo, los cambios mas importantes con respecto a la Ty, se observan en las
transiciones a y b. Una desviacion de 3°C en la Try de la transicion a, de 49+0.4 a 52+0.1 °C
(n=3) y un incremento de 2.5 veces en la entalpia, de 367+45 (n=3) a 919£102 kJ/mol (n=3)
indican que un importante cambio conformacional ocurrié en la bomba de Ca?* de TT. La

transicion b muestra una desviacion de 4°C en su Ty, de 56 +1 a 60+1 °C (n=3); sin

embargo, la entalpia disminuy6 en un 60%, de 2570+112 (n=3) a 1030 +98 kJ/mol (n=3) en

membranas obtenidas de conejos adaptados al ejercicio. La T, asociada al componente ¢ no

cambi6 significativamente, de 65.06°C a 64.8°C, pero la entalpia disminuy6 en un 50%, de

1410 a 731 kJ/mol en membranas de musculos entrenados.

Las membranas de RS ligero en ausencia de CaCl, muestran un perfil de
desnaturalizacién con principalmente una transicion; ésta corresponde a la
desnaturalizacién de la bomba de Ca** (SERCA). En presencia de 1 mM CaCl, aparecen
dos diferentes transiciones, como ha sido reportado por Lepock et al (80) (Figura 21A y B).
Estas corresponden a la desnaturalizacién del dominio citoplasmatico de fijacion de
nucleétidos (a) y al dominio transmembranal de unién de Ca** (b) de SERCA. La figura 21

A muestra el perfil de CDB de membranas de RS aisladas de musculo de conejos control y
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la figura 21 B de adaptados al ejercicio. Los estudios de CDB revelaron cambios en los
parametros termodindmicos de la SERCA como consecuencia de la adaptacion al ejercicio.
En la transicion a, la adaptacion al ejercicio no produjo cambios significativos. La Tm bajo
de 51.89°C a 51.07°C, y la entalpia se elevo de 866 a 896 kJ/mol. Los cambios producidos
en la transicion b fueron mas importantes. Se produjo una desestabilizacion térmica, ya que

la Tm bajo de 63.02 a 58.7°C+0.2 °C y la entalpia baj6 de 409 a 148 kJ/mol.
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Figura 21. Perfiles de Calorimetria Diferencial de Barrido de membranas de RS
control (A) y adaptado (B). El experimento se realizé en presencia de 1 mM de CaCl,. La
linea solida representa los datos experimentales y la linea punteada al mejor ajuste teérico. Las
transiciones corresponden a (@) el dominio fijador de nucleétidos de SERCA y (b) al dominio
fijador de Ca** de SERCA.

3. Fatiga Muscular

3.1 Registros de Fatiga Muscular. Las preparaciones usadas para estos estudios
provinieron de musculos adecuadamente fatigados. Esto se comprobé al obtener con el
mismo protocolo de estimulacién los registros de las contracciones en otros conejos
controles, antes de elaborar las preparaciones utilizadas para los experimentos bioquimicos
y calorimétricos (Figura 22). Se observé que en tres series de estimulaciones de los

musculos intercaladas por lapsos de recuperacion sin estimular, se pudo lograr una pérdida
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de la fuerza de contraccion. Después de la primera serie de estimulaciones de 3 a 4 minutos
de duracién, la fuerza de contraccion habia disminuido a un 40% de la fuerza inicial
(Figura 22A). Después del primer periodo de descanso, la recuperacion de la fuerza fue
incompleta. S6lo se alcanzo entre un 45 y 50% de la fuerza inicial. Eso significa que una
parte de la fuerza de contraccién se perdi6 de manera irreversible, o era de una
recuperacion mas lenta de lo que permitimos observar en los experimentos. En las
siguientes series de estimulaciones la disminucion de la fuerza era mucho mas rapida
(Figura 22B). A los 30 a 60 segundos de iniciar, la fuerza baj6 al 25% de la fuerza inicial
del ciclo correspondiente. Sin embargo, la recuperacién ahora llegaba a alcanzar cerca del
100% del ciclo anterior. Este fendmeno de fatiga rapida y de recuperacion casi completa a

corto plazo se pudo lograr en varias repeticiones.
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Figura 22. Registros de contracciones musculares por estimulacién tetanica.
Fatigas y recuperaciones multiples
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3.2 Actividad de Captura de Ca’.EnTT, la fatiga por estimulacion eléctrica resulté en
una disminucién de la captura de Ca®” dependiente de ATP, de 54.3+4.3 a 46.4+1.7
nanomolas de **CaCl, por mg de proteina a los 30 minutos de haber iniciado el experimento
(n=4, p<0.05) (Figura 23-TT). En RS, la fatiga por estimulacion eléctrica resulté en una
disminucién de la captura de Cu* dependiente de ATP y estimulada por oxalato, de 810+66 a
686+58 nanomolas de **CaCl, por mg de proteina a los 30 minutos de haber iniciado el

experimento (n=4, p<0.05) (Figura 23-RS).

“1 TT ® | 800
. . d
s @ o
Q
3 40 =
Z ° 400-
2. 20 8
O o}
n(,/ T . : - — 0 . . " " ;
0 10 20 30 0 10 20 30
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 23. Efecto de la fatiga sobre la captura de Ca®" en (TT) tibulos transversos y (RS)
reticulo sarcopldsmico. Los circulos cerrados corresponden al musculo control y los circulos
abierto al fatigado. La actividad de captura se presenta en nanomolas de Ca® transportado / mg de
proteina. Los experimentos en RS se realizaron en presencia de 5 mM de oxalato de potasio.

3.3 Actividad hidrolitica de ATPasa. La fatiga por estimulacion eléctrica no produjo
cambios significativos en la actividad de Ca**-Mg**-ATPasa de TT a los 30 minutos, con
5.35+1.69 pmolas de Pi por mg de proteina en el control y 5.60+0.92 umolas de Pi por mg
de proteina en el fatigado (n=4,p<0.05) (Figura 24-TT). Asimismo, tampoco se observaron
cambios significativos en la actividad de Ca**-Mg**-ATPasa de RS a los 30 minutos, con
14.71£1.53 pmolas de Pi por mg de proteina en el control y 15.68+1.88 umolas de Pi por

mg de proteina en el fatigado (n=4,p<0.05) (Figura 24-RS).
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Figura 24. Efecto de la fatiga sobre la actividad de hidrélisis de ATP en (TT) tibulos
transversos y (RS) reticulo sarcopldsmico. Los circulos cerrados corresponden al control y
los circulos abiertos al fatigado. La actividad de hidrélisis se presenta en micromolas de Pi
liberado / mg de proteina.

3.4 Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB) de TT. Los estudios de CDB revelaron
cambios en los pardmetros termodinamicos de los tres componentes de los TT como

consecuencia de la fatiga por estimulacion tetanica (Figura 25). En la transicion a, la Tm se

elevé de 48.53+0.2°C a 50.5+0.5°C (n=3). En la transicion b, la Tm no cambid

Cp (kcal/mol/°C)
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Figura 25. Calorimetria diferencial de barrido de membranas
de TT control (A) y fatigado (B)
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significativamente, pero la entalpia disminuy6. En la transicion ¢, la Tm bajo de
65.06°C£0.13 a 58.80+0.33°C y la entalpia aument6. Ya que existe la posibilidad que la
fatiga muscular estd acompaiiada por una elevacion en la concentracion intracelular de
Ca’", se realizé la desnaturalizacién térmica de las proteinas de las membranas de TT
control y fatigadas mediante CDB en presencia de altas concentraciones de Ca** (10mM)
(Figura 26). El perfil de desnaturalizacion de las membranas de TT no fatigadas no mostr6
diferencias debido a una alta concentracién de Ca”" (resultado no mostrado). Sin embargo,
el perfil de desnaturalizacién de TT fatigados se asemejo al de los TT adaptados al

ejercicio, con las Tm de 53°C, 62°C y 65°C, y la relacion entre las entalpias de las tres
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Figura 26. Calorimetria diferencial de barrido de membranas de TT aislados de
musculo fatigado, en presencia de 10mM CaCl, (A) y de misculo adaptado (B).

transiciones similar a los TT de adaptados (Figura 26). Esto sugiere que las conformaciones
de las tres principales proteinas de TT producidas con la adaptaciéon del musculo al
ejercicio, esta relacionada con la unién de Ca®" a estas proteinas.

3.5  Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB) de RS. Como resultado de la fatiga por
estimulacién tetanica se produjo una desestabilizacion térmica en ambos dominios de la

Ca**-Mg”*-ATPasa de RS (Figura 27). En el dominio citoplasmatico la Tm bajé de 51.89°C
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a 50.7°C y en el dominio transmembranal de 63.02°C a 59.4°C. La entalpia del dominio
transmembranal aumentd. Estos resultados muestran principalmente cambios en los
pardmetros termodinamicos del dominio de unién de Ca*" debido a la fatiga, con pocos
cambios en el dominio de unién de nucleétidos. Estos cambios termodinamicos pueden ser
el indicador que ocurrieron cambios conformacionales en este dominio que pueden ser las

responsables de la disminucién en la actividad de captura de Ca®* pero no de la actividad de
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Figura 27. CDB de membranas de RS en presencia de 1 mM CaCl,,
aisladas de miisculo control (A) y misculo fatigado (B)

hidrélisis por la Ca®*-Mg**-ATPasa de RS durante condiciones de actividad elevada.

DISCUSION

1) Adaptacién del misculo esquelético al ejercicio

El presente trabajo demuestra que uno de los mecanismos de adaptacién al ejercicio
de resistencia es la activacion de la bomba de Ca** de TT, con un aumento en el transporte
de Ca*" ala luz de los TT (espacio extracelular) en contra del gradiente de concentracion en
el reposo. Mientras tanto, el transporte de Ca** del citoplasma al lumen del RS no se ve

afectado. La bomba de Ca** de RS (SERCAL1) del miisculo adaptado al ejercicio en reposo
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trabaja igual que la del musculo sin previo entrenamiento. El hecho de que la actividad de
SERCAL no se vea aumentada después de un protocolo de entrenamiento, significa que el
RS no puede almacenar mas Ca®*, considerando que su capacidad de almacenaje es
limitada.

La contribucion de la_bomba de Ca’ de los TT en la actividad de musculos

entrenados

Este es el primer estudio que muestra los efectos de un programa de entrenamiento
con una duracion de 8 semanas sobre la actividad de hidrolisis y de transporte de Ca** por
parte de la PMCA de TT, ademés de dar evidencias sobre cambios en su conformacién
observados a través de los cambios en los parametros termodindamicos durante la
desnaturalizacién térmica de las proteinas de los TT aislados de musculos adaptados.

En el missculo entrenado en estado de reposo, la bomba de Ca** de los TT (PMCA)
es capaz de transportar 2.5 veces mas Ca®* del interior al exterior de la célula que el
musculo control. A diferencia del misculo control, el musculo adaptado desarrollé su
capacidad para hidrolizar ATP y transportar Ca®* posiblemente como respuesta a un
aumento en la [Ca’*]; que puede ocurrir durante una actividad muscular prolongada.
Cuando la [Ca*]; aumenta, el proceso de relajacién muscular se inhibe resultando en una
contraccién muscular mas lenta, ademas de que la apertura de los RyR también se inhibe,
resultando en una disminucion en la fuerza de contraccion (fatiga).

El aumento en la actividad de la bomba de Ca®* de los TT de musculos entrenados,
al mismo tiempo de reducir la [Ca*"};, podria resultar en una elevacion local de la [Ca®*] en
la luz de los TT, eso es, en el exterior de la célula. En relacion al efecto de las [Ca®*]. sobre

el AEC o la fuerza de contraccién existen varios reportes en la literatura. En ese sentido,
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Cairns observoé que altas [CaZ+]e restauraron la fuerza de contraccion en musculo
esquelético rapido estimulado con pulsos de 200 Hz durante 0.1 ms, cuando la fuerza de
contraccion habia sido inhibida con 10 mM de K (21). Mientras tanto, la eliminacién del
Ca®* extracelular acentud la incapacidad del musculo esquelético para mantener la maxima
tension tetanica (109,117). Previamente, ya se habia visto, que la disminucién de la [Ca®'].
estaba relacionado con una disminucién en el movimiento de cargas en el RDHP en fibras
tnicas de musculo esquelético (17) y con una disminucién en la liberacion de Ca** por el
RyR (16).

Durante una estimulacion prolongada se podria despolarizar el potencial de
membrana y el sensor de voltaje del RDHP se volveria insensible al potencial de accién
entrante. La recuperacion de la actividad del sensor de voltaje podria suceder como
consecuencia de a) la repolarizacién de la membrana por una elevada [Ca2+] en el lumen de
los TT, b) la unién de Ca** a un sitio extracelular de baja afinidad del RDHP. De esta
manera se llevaria a cabo el movimiento de cargas en el RDHP necesario para el AEC y la
liberacion de Ca®* por los RyR retrasando el efecto deletéreo de la estimulacién continua
sobre el ciclo de relajacion-contraccion, y la presentacion de la fatiga muscular.

Los cambios en los parametros termodinamicos del perfil de desnaturalizacion de
los TT obtenidos de misculos adaptados (similares a los de TT obtenidos de musculos
fatigados e incubados en presencia de 10 mM de CaCly; resultados que se discutirdn mas
adelante) indican que hubo cambios conformacionales en las tres principales transiciones
de los TT. Eso pudiera indicar que las tres proteinas mas abundantes en estas membranas
adquieren una conformacion estable, diferente a la del control, probablemente gracias a la

unién estable de moléculas de Ca®" a sitios especificos. La unién de Ca”* a las proteinas en



las preparaciones de musculo adaptado podria ser inducida tanto por un aumento en las
[Ca®"] como por un aumento en la afinidad de los sitios de Ca**, 0 ambos, y les permitiria
responder con un adecuado transporte de Ca’* para realizar una actividad contractil
repetitiva.

Los cambios conformacionales observados por calorimetria en las bombas de Ca®*
de los TT (transicion a) se correlacionan con un aumento en la actividad de esta proteina,
que muestra un aumento del transporte de Ca®* alaluz de los TT,

Los cambios en la estabilidad térmica de la Ca**/Mg?*-ATPasa de los TT (transicién
b) estan asociados a un aumento en la actividad de esta enzima de la cual se desconoce su
funcion, por lo que no podemos por el momento saber, cuél seria la razén de ser estimulada
por el entrenamiento. Podemos concluir que tiene una gran importancia en el
funcionamiento muscular y que participa probablemente como mecanismo de proteccion en
contra de la presentacion temprana de la fatiga. Esta enzima podria ser la responsable del
transporte de algtin otro elemento que afecte el funcionamiento de la fibra muscular hacia el
exterior de la misma.

Los cambios conformacionales observados en los RDHP (transicion ¢) podrian
producirse gracias a la elevacion en la actividad de las bombas de Ca** de los TT durante el
entrenamiento ya que eso pudiera permitir la unién de Ca®* a un sitio extracelular del
sensor de voltaje. Esta union de Ca®* se podria producir a través de un aumento en la
afinidad del receptor por el Ca**, 0 a una mayor [Ca:"J']e localizada en un sitio cercano a la
ubicacion de receptores.

Por lo mencionado anteriormente, proponemos que el misculo requiere en

condiciones de actividad prolongada el suministro de Ca** a la luz de los TT, en donde se
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encuentra en contacto con el sitio externo de los RDHP, lo cual en el caso del musculo
adaptado se logra gracias a la actividad potenciada de las bombas de Ca** de los TT.

;Porqué el transporte de Ca’" de los TT obtenidos de miisculos adaptados al

ejercicio se encuentra aumentado 2.5 veces en el reposo comparado con el control?

Las actividades mencionadas en el trabajo son por mg de proteina total. Cambios en
las actividades por mg de proteina pueden deberse a cambios en la actividad especifica, o a
un cambio en el porcentaje que la enzima representa de la proteina total. En el caso de
SERCA no es posible un aumento en el porcentaje de la proteina total, ya que en el
musculo control ocupa el 95%, pero si existe la posibilidad de que disminuya en
proporcion. En el caso de una disminucion de la proporcion de la enzima, la disminucién en
la actividad “especifica” puede ser aparente. En el caso de la Mg?*-ATPasa de TT el caso
es similar, ya que se dice que ocupa el 80% de las proteinas de los TT. En el caso de la
Ca**-ATPasa de TT el aumento en la actividad especifica si puede deberse a un aumento en
su proporcidn con respecto a la proteina total debido a que ocupa una fraccion pequeiia de
la proteina total. En el caso de un aumento neto de la actividad especifica de la bomba de
Ca®* de TT la explicacion podria ser que esta enzima, tanto como el RDHP, adquieren una
conformacién estable més eficiente y estén preparados para el momento en que se requiera
de un mayor rendimiento (como en un estado de “preactivacién”), considerando que atin en
el misculo en reposo hay una mayor actividad en el transporte de Ca®* al exterior. Esta
conformacion diferente podria o no estar relacionada con un cambio en la isoforma, sin
embargo, en este trabajo no hicimos los estudios correspondientes.

La contribucion de la SERCAI en la actividad de los musculos entrenados

En nuestros estudios no existen diferencias entre la actividad de la SERCAI

obtenida de musculos entrenados y no entrenados, cuando las membranas son aisladas
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después de un periodo de reposo. La modificacion de la estabilidad térmica de la SERCAT,
principalmente de la transicién b asociada al sitio de unién de Ca®’, de miisculos obtenidos
de conejos entrenados, indica un cambio conformacional que involucra principalmente al
dominio transmembranal (Figura 21). Este cambio conformacional puede o no estar
asociado a cambios en la actividad de la enzima. Previamente se ha observado (106), que la
pérdida de estabilidad en el dominio transmembranal esta asociado a la pérdida de actividad
de SERCAL.

Se ha reportado que ocurre una disminucion en la actividad de la SERCA1 en
musculos no entrenados cuando realizan ejercicio (10, 20, 38, 150). Como consecuencia de
la disminucion en la actividad del RS se produce un aumento en la [Ca2+],-. También existen
reportes que indican que no hay diferencias entre la actividad de la SERCA1 de tejido
entrenado y no entrenado en reposo; sin embargo, la actividad de la SERCA1 de musculos
recién ejercitados no entrenados estd inhibida en comparacién con entrenados (48). En este
contexto, nuestros resultados muestran que el musculo entrenado ha desarrollado
mecanismos que le permiten disminuir las [Ca”]i y mantener la homeostasis.

El hecho de no encontrar diferencias importantes en la captura de Ca®* y la
actividad hidrolitica de la SERCA1 significa que el cambio conformacional de la enzima
observado por calorimetria corresponde a una conformacion de la enzima completamente
activa. Es probable que en alguna otra situacion este cambio conformacional pudiera
expresarse en una proteccion contra la pérdida de actividad de SERCA1. De esta manera, el
entrenamiento favoreceria la resistencia de la fibra muscular a la pérdida en su capacidad
para mantener la tension més que a una elevacion en la misma, como resultado de la

actividad prolongada.
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Descartar la posible contribucion del Intercambiador de Na'/Ca’"

Durante la despolarizacion continua en una actividad muscular prolongada se
producen potenciales de accion repetidos, lo cual aumenta la concentracion intracelular del
Na“ ([Na']}) y disminuye la concentracién extracelular del Na* ([Na'].), es decir, en el
lumen de los TT (11). El aumento de la [Na']; despolariza el potencial de membrana y
disminuye el gradiente de concentracién (Apin,) a través de la membrana plasmatica de los
TT. El intercambiador de Na*/Ca®* contribuye a restablecer las [Na']; y funciona en contra
del Apn,. Durante la estimulacion prolongada existe una mayor entrada de Na" a la célula,
por lo que la remocién de Na" por el intercambiador llevaria asociada la incorporacién de
Ca®" al citoplasma en lugar de transportar Ca*" al exterior de la célula, elevando asi mas la
[Ca*];. El intercambiador de Na'/Ca’" también es capaz de remover Ca* del citoplasma a
cambio de introducir Na" al interior de la célula. En el caso del musculo estimulado durante
un tiempo prolongado, hay un aumento en la concentracién intracelular tanto de Na* como

de Ca’*, y la remocién de cualquiera de los dos llevaria consigo la elevacién del otro.

2) Fatiga del musculo esquelético por estimulacion eléctrica

La estimulacion tetanica de los musculos rapidos con pulsos eléctricos resulta en
una caida de la fuerza de contraccién. En estas condiciones las bombas de Ca®* del RS y de
los TT muestran los siguientes resultados: 1) la actividad hidrolitica de la SERCAI y la
bomba de Ca?* de los TT no se encuentra modificada, 2) la captura de Ca** por el RS y los
TT esta disminuida en un 15 y 33 %, respectivamente, 3) el patrén de desnaturalizacion del
RS aislado de musculos fatigados muestra una pérdida en la estabilidad del dominio de

union de Ca** de la SERCAL, 4) el patron de desnaturalizacion de las membranas de TT
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muestra un aumento en la Ty, de la transicion que corresponde a la desnaturalizacion de la
bomba de Ca®* y un aumento en la entalpia de la transicién que corresponde a la
desnaturalizacion de los RDHP con una disminucién en la Tn, 5) el patréon de
desnaturalizacion de las membranas de TT calentadas en presencia de 10mM de CaCl,
muestra semejanza con el de las membranas de TT obtenidas de musculos adaptados.

Registros de la fuerza de contraccion durante la fatiea.

Las preparaciones de membranas usadas para los experimentos provienen de
musculos fatigados, ya que en varias series de estimulaciones se produjo una disminucién
de la fuerza de contraccion de manera reversible, aunque la recuperacion de la fuerza
durante el primer periodo de descanso fue incompleta. Eso pudiera significar que hubo una
pérdida de la fuerza de contraccion inicial que requiere un tiempo de recuperacién mayor
del que se permitié en el experimento, o que existe ya un dafio irreversible en la fibra.
Lannergren y Westerblad han observado dos fases durante la fatiga: primero se presenta
una caida rapida de la fuerza de contraccién, seguida por una fase lenta (80). Después
ocurre una inhibicién de la liberacién de Ca** por el RS (27, 36), y més tarde se presenta la
inhibicién de la captura de Ca®* por SERCA1. Durante la recuperacién se han descrito dos
fases (37, 80); una fase rapida que se presenta a los dos minutos, seguida por una fase lenta,
que dura entre 1 hora o hasta dias (71).

En la cadena de eventos que surgen durante la estimulacion en las células musculares,
estan los movimientos de Na” y K a través de la membrana plasmatica. Durante los
potenciales de accion repetitivos, la membrana es despolarizada temporalmente de —80 a —
60 mV (8, 74, 80), causando una reduccién en el movimiento de cargas en TT

inversamente relacionado con la [Ca®']¢ (17). La bomba de Na'/K" restablece rapidamente
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el desequilibrio electrolitico, lo que podria explicar la fase rapida de la recuperacion (37).
La fase lenta de recuperacion (fatiga de baja frecuencia) ha sido relacionada con el reajuste
del pH, la concentracion intracelular de fosfatos (8), y la “desinhibicion™ de los RyR (146).
Es importante valorar que nuestras preparaciones fueron colectadas en la fase lenta de la
recuperacion, lo cual sugiere que los cambios observados podrian estar relacionados con
alteraciones en la homeostasis de la [Ca®'];.

Efecto de las estimulaciones tetanicas (fatiga) sobre la funcion y estructura de la

SERCAI.

Una disminucion en la actividad de captura (10, 20, 38, 150) y/o hidrolitica (20, 38)
de la SERCA1 de musculo fatigado, asociada a una disminucioén en la liberacion de Ca** a
través de los RyR (27, 36), han sido observadas previamente (48, 150).

Como resultado de las contracciones continuas se inhibe el transporte de Ca®" hacia la
luz del RS y aumenta la salida de Ca®" a través de los canales de Ca** del RS y la entrada
de Ca®" al citoplasma a través de los canales de Ca®* sensibles al voltaje de los TT. Esto
ocasiona un aumento en la [Ca2+]i ¥, en consecuencia, del tiempo de relajacion. Aunque la
captura de Ca’* esta ligeramente inhibida y el perfil de desnaturalizacion de la SERCA1
muestra un cambio conformacional en el dominio de unién de Ca®", representado por una
pérdida en la estabilidad térmica, la actividad hidrolitica de SERCAI no presenta cambios.
Este desacoplamiento entre las dos actividades podria tener dos significados: 1) Aunque
haya una adecuada uni6n de Ca®" al sitio de alta afinidad e hidrélisis de ATP, el Ca* no es
transportado al interior de RS, probablemente por una alteracién en el sitio de union de
Ca’* de baja afinidad por la accién de ERO (ON) sobre grupos SH de la SERCA1; 2) Las

vesiculas de membranas de RS fatigado podrian ser mas permeables como resultado de
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alguna alteracion en su composicion lipidica y/o proteica, debido a la peroxidacion de los
lipidos por estrés oxidativo que ocurre durante la actividad contractil prolongada. Esta
situacion permitiria el escape de Ca** por difusién pasiva, simulando una inhibicion en la
captura de Ca’" asociada a una relativa normalidad en la actividad de hidrélisis. Estas
mismas alteraciones en la arquitectura lipidica de la membrana pueden ser la razon de los
cambios en la conformacion de las proteinas intrinsecas.

Efecto de las estimulaciones tetdnicas (fatiga) sobre la funcion de la bomba de

Ca2+ de los TT.

La disminucién de la captura de Ca** por las membranas de TT obtenidas de
musculos fatigados no esta asociada a cambios en la actividad hidrolitica. Como se
menciond en la seccion de adaptacion, existen evidencias que sugieren que cuando la
membrana plasmatica estd despolarizada durante una estimulacion prolongada, el RDHP es
activado por una [Ca“]n mas elevada, y que esta activacion es necesaria para producir el
AEC por movimientos de cargas (16, 17) y para mantener la fuerza de contraccion (21,
117). Una elevacién de la [Ca®*]rr local pudiera estar relacionada con; a) un elevado
transporte de Ca’* a través de las membranas de TT mediante la accién de sus bombas de
Ca®* 0, b) un aumento en la salida pasiva de Ca** a través de los TT. Esta tltima sugerencia
es poco probable por la direccion del gradiente de concentracién del Ca>*. En los misculos
sin entrenamiento, como los que usamos para los experimentos de fatiga, el bombeo de
Ca** a la luz de los TT esta disminuido. De esta manera, la despolarizacién de membrana
inactiva al sensor de voltaje y altera el AEC entre RDHP y RyR, lo cual representa un
segundo factor para que no haya liberacion de Ca** por RS. Sin embargo, existen fuertes

evidencias, que descartan la posibilidad de una participacion del Ca®* extracelular, es decir,
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que la [CaZ+]T—r no esta asociada a la propagacion del potencial de accion o a los eventos de
acople excitacion-contraccion (5). Armstrong et al comprobaron, que a una [Ca2+]c de2.17°
M, cuando la fibra muscular fue estimulada cada 10s, se produjeron contracciones durante
10min por lo menos, antes de interrumpirse las contracciones por una falla eléctrica, que
atribuyeron a una inactivacion de la conductancia de Na" al caer el potencial de reposo lo
suficientemente para hacer imposible la generacion de los potenciales de accion (5).

Chin y Allen (27) han sugerido por experimentos de fatiga con estimulacién
tetanica repetitiva de baja frecuencia, que hay un aumento inicial de la integral [Ca®']; en
funcion del tiempo. Este aumento inicial de la [Ca®*]; pudiera; a) inhibir la liberacién de
Ca** por los canales de RyR durante la actividad contractil, y en consecuencia habria una
disminucion de la [Ca”]i hasta niveles inferiores que conllevan a una pérdida de la fuerza
de contraccién y b) favorecer la salida de Ca** a la luz de los TT y resultar en un aumento
efectivo de la [Caz*”]n como lo han observado Bianchi y Narayan (12). En la recuperacién
de la fatiga hay una fase rapida que esté asociada a la repolarizacién de la membrana por la
actividad de la ATPasa de Na'/K', y una fase lenta que pudiera estar principalmente
asociada a la homeostasis del Ca** y cuyo tiempo de recuperacion es mayor de 60 minutos
27).

En los experimentos de CDB se observa un aumento en la estabilidad térmica de la
transicion a del perfil de desnaturalizacion de los TT de musculo fatigado, que corresponde
a las bombas de Ca”". Esto podria indicar que su incapacidad para mantener un transporte
adecuado se deba a cambios en su conformacion, producidos a corto plazo durante la
actividad prolongada. La transicion b, que corresponde a la Mg2+-ATPasa de TT de

musculos fatigados no demuestra cambios importantes en su conformaciéon ni en su
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actividad hidrolitica. La transiciéon ¢, que presumiblemente corresponde al RDHP, se
desestabiliza durante la fatiga, lo cual podria significar que hubo cambios
conformacionales que pudieran estar relacionados con los cambios en las distribuciones
i6nicas alrededor de la membrana de superficie.

Se hicieron experimentos de CDB con membranas de TT en presencia de 10mM de
Ca®". El efecto del Ca®* sobre las membranas de musculos fatigados fue el de revertir los
cambios producidos por la fatiga, ademéds de inducir parcialmente conformaciones
similares a las observadas en musculo adaptado. Eso indica que las tres principales
transiciones en los TT, que corresponden a las proteinas mas abundantes en estas
membranas, adquieren una conformacion estable, diferente a la del control, gracias a la
unién de moléculas de Ca’* a sitios especificos o la modulacién indirecta de estas proteinas
por el Ca?*. La incubacién de las membranas no fatigadas con 10mM de Ca’' no tuvo
efecto sobre los pardametros termodindmicos y por lo tanto las conformaciones de las
proteinas. Esto nos indica que para que se produzca la conformacion resistente a la fatiga
de las proteinas de los TT por unién de Ca?*, se requiere de un factor o la expresién de

alguna proteina inducida por la actividad regular (entrenamiento) o prolongada (fatiga).

CONCLUSION

Como conclusion se propone un modelo para explicar los eventos de acople
excitacion-contraccion en el caso del musculo esquelético de un individuo entrenado
(adaptado al ejercicio) y en el caso de la fatiga, el tltimo, donde se origina una elevada

[Ca2+]g, durante una actividad prolongada (Figura 28).
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La PMCALI en condiciones normales tiene una actividad muy baja, incluso latente
de transporte de Ca®" al exterior de la célula. Su activacién se lleva a cabo por la unién de

Ca*'-calmodulina (Ca*'-CaM) a un sitio especifico. Sin embargo, la PMCALI, a diferencia

Ca?*

T Activacion

._
T— L]

CaM

Figura 28. Modelo de AEC en adaptacion y fatiga

de PMCA 2 y 3, tiene una afinidad baja por este complejo activador. Propongo, que un
individuo entrenado, logré una conformacion estable de su PMCA, diferente al control,
como vimos mediante los estudios de CDB, que puede estar acompaiiada o0 no por un
cambio en su isoforma, la cual podria atribuirle a la enzima una alta afinidad por el

complejo activador Ca*'-CaM. Eso explicaria el aumento en la actividad de transporte de
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Ca®* e hidrélisis de ATP de la ATPasa de Ca** de los TT, que podria ayudar mantener la
homeostasis de la [Ca*"];. Este transporte de Ca’" podria a su vez proveer moléculas de
Ca?* a la inmediacién de un sitio extracelular de union de Ca®" del RDHP. La unién de Ca**
a este sitio podria ocasionar un cambio estable en la conformacion del RDHP, que le va a
permitir al sensor de voltaje detectar con mayor sensibilidad potenciales de accién durante
una activacion prolongada, donde el potencial de membrana llega a despolarizarse por los
cambios en los gradientes transmembranales de Na'. Ademas, se ha visto, que el RDHP de
musculo esquelético rapido estimulado cronicamente a bajas frecuencias cambia la
proporcion de sus isoformas, aumentando los niveles de mRNA para la isoforma cardiaca,
incluso a cantidades superiores que en musculo lento (111). Este hecho podria ser otro
indicio de un cambio en el tipo de acople excitacién-contraccion, donde haya una mayor
importancia del Ca®".

Por otro lado, en el musculo no entrenado la PMCA1 no tiene mucha afinidad por el
complejo Ca**-CaM, y por lo tanto no tiene la activacién necesaria para transportar Ca* al
exterior de la célula, cuando se requiera, como en el caso de un aumento de la [Ca®'];, que
ocurre durante la actividad prolongada. El resultado podria ser la inhibicion de la liberacién
de Ca®* por los RyR y la inhibicién de la captura de Ca®* por SERCA, con la consecuente

presentacion de fatiga muscular.
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PERSPECTIVAS

X Realizar los estudios de captura de Caz”", hidrélisis de ATP y calorimetriaen TT y

RS de musculo de conejos adaptados al ejercicio que hayan sido fatigados.

» Realizar estudios de salida de Ca2* en TT y RS control, adaptados, fatigados y

adaptados en fatiga.

< Medir la [Ca2+]i en musculo control y adaptado al ejercicio en reposo, ejercicio y

fatiga.
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Ortega, Alicia, V. M. Becker, R. Alvarez, J. R. Lepock,
and H. Gonzalez-Serratos. Interaction of D-600 with the
transmembrane domain of the sarcoplasmic reticulum Ca®"-
ATPase. Am J Physiol Cell Physiol 279: C166-C172,
2000.—Experiments were performed to determine whether
the organic Ca®" channel blocker D-600 (gallopamil), which
penetrates into muscle cells, affects sarcoplasmic reticulum
(SR) Ca®* uptake by directly inhibiting the light SR Ca®"-
ATPase. We have previously shown that at 10 pM, D-600
inhibits LSR ATP-dependent Ca?* uptake by 50% but has no
effect on ATPase activity (21). These data suggest that the
SR Ca?*-ATPase might be a potential target for D-600. The
ATPase activity of the enzyme is associated with its hydro-
philic cytoplasmic domain, whereas Ca®" binding and trans-
location are associated with the transmembrane domain (18).
In the present experiments, we determined which of the two
domains of the ATPase is affected by D-600. Thermal inacti-
vation experiments using the SR Ca”"-ATPase demonstrated
that D-600 decreased the thermal stability of Ca®* transport
but had no effect on the stability of ATPase activity. In addition,
D-600 at a concentration of 160 uM did not have any leaking
effect of CaZ* on the Ca®"-loaded SR. Thermal denaturation
profiles of SR membranes revealed that D-600 interacts directly
with the transmembrane domain of the Ca®”-ATPase. No evi-
dence for interaction with the nucleotide domain was obtained.
We conclude that the Ca?* blocker D-600 inhibits the SR Ca®"
pump specifically by interacting with the transmembrane
Ca2"-binding domain of the Ca®'-ATPase.

calecium channel blocker; thermal denaturation profiles;
transmembrane domain

IN SKELETAL MUSCLE CELLS both the magnitude and time
course of the contraction-relaxation cycle depend on
the levels of the cytosolic-free Ca®" concentration,
which is controlled by the transverse tubules and sar-
coplasmic reticulum (SR) membranes. It has been
shown that in skeletal muscle nearly all the voltage-
dependent Ca®' channels are localized in the trans-
verse tubular membrane system (1, 2). The voltage-
dependent Ca®' channels give rise to inward Ca®”
currents (I,) that can be inhibited by a diverse class of
organic compounds, conventionally grouped together
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as Ca®" antagonists or Ca®*' channel blockers. The
interaction of such drugs with voltage-dependent Ca®"
channels has been extensively studied (9—-11). It has
been proposed that organic Ca®" channel antagonists
exert their inhibitory effect by promoting a type of
gating in which the channels are unable to open.
Colvin et al. (5) and Wang et al. (24) have shown that
relatively high concentrations (0.1 and 3 mM) of verap-
amil, an organic Ca®" blocker from the fenylalkyl-
amine series, may interact with the SR. However, they
did not determine the mechanism of interaction be-
tween verapamil and the SR.

We have previously reported that another type of
organic Ca®?" channel blocker, diltiazem, produces up
to an 80% twitch potentiation in frog skeletal muscle
cells (14). We attributed this potentiation to a decrease
in the rate of Ca®" uptake by the SR. This hypothesis
was confirmed using split muscle fibers in which we
showed that diltiazem tends to maintain a high level of
cyt_osolic-free Ca®" by exerting an inhibitory effect on
Ca?" uptake by the SR (12).

The Ca?* antagonist D-600 is more frequently used
than other Ca®" channel antagonists to study its effect
on skeletal muscle I, excitation-contraction coupling,
and the mechanisms by which they may produce these
effects (1, 2, 6, 8, 12-15, 19, 22). For this reason and for
our previous study (21), we chose D-600. It is interesting
to note that D-600 has been used more despite the fact
that other organic Ca®" channel blockers are more effi-
cient and widely used in clinical applications. We have
recently reported an inhibitory effect of D-600 on force
development in skinned skeletal muscle fibers and on
Ca®" uptake by isolated SR (22). These observations,
along with the fact that D-600 penetrates into cells (12),
may explain the facilitation of excitation-contraction cou-
pling seen with D-600 by other researchers (6).

The present study was undertaken to determine
whether the inhibitory effect of D-600 on Ca®" uptake
by the SR is caused by a direct interaction with the SR

The costs of publication of this article were defrayed in part by the
payment of page charges. The article must therefore be hereby
marked “advertisement” in accordance with 18 U.S.C. Section 1734
solely to indicate this fact.
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D-600 INHIBITS THE SARCOPLASMIC RETICULUM CaA*' ATPAsE

Ca?" -ATPase. The experiments were performed in iso-
lated light SR (LSR) vesicles from rabbit skeletal mus-
cle in which ATPase, Ca?" uptake activities, and Ca®"
leakage were measured. We also determined the effect
of D-600 on the denaturation profile of the Ca® -
ATPase in LSR. This paper provides evidence of a
direct interaction between D-600 and the transmem-
brane domain of the SR Ca®"'-ATPase.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of LSR. Microsomes, isolated from rabbit skel-
etal muscle, were loaded on a discontinuous sucrose gradient
composed of three layers, 25, 27.5, and 35% (wt/vol), contain-
ing 20 mM Tris-malate and 1 mM dithiothreitol (DTT), pH
6.8. The microsomes were then centrifuged for 14 h at 23,000
rpm. The lighter bands were discarded, and the pellet was
washed and loaded on the top of a second discontinuous
sucrose gradient of 28, 32, 35, and 45% (wt/vol). The fraction
separated at the 32/35% interface, which contains the high-
est specific Ca?*-ATPase activity (21), was collected. This
fraction is hereafter referred to as LSR. LSR has a protein
content of ~90% Ca®*-ATPase.

ATPase activity. ATPase activity in LSR was determined
by a colorimetric technique, based on the reaction between P,
and malachite green (15). Aliquots of 0.003 mg/ml LSR were
incubated in a solution containing (in mM): 0.1 CaSO, or 1
EGTA, 5 MgSO,, 77 potassium methanosulfonate, 20 Tris-
malate, and 1 NaATP, pH 6. The reaction was stopped after
30 min of reaction with a solution containing 0.045% hydro-
chloride malachite green, 4.2% ammonium molybdate in 4 N
HCI, 0.8 ml Triton X-100 (10% for each 100 ml of solution),
and 0.25 ml sodium citrate (34%), and the absorbance was
read at 660 nm.

Calcium uptake. SR Ca®" uptake was determined using
the metallochromic indicator Arsenazo III in a Cl ™ -free solu-
tion containing (in mM) 0.1 CaS0O,, 5 MgSO,, 77 potassium
methanosulfonate, 20 Tris-malate, 1 NaATP, and 0.7 Ar-
senazo III, pH 6.8, as previously described (4). We used
sulfates mainly because intracellular chlorine in mammalian
and in amphibian skeletal muscle is very low (7) and Cl™
triggers Ca®" release from SR (20). Ca*?" transport was
determined from the change in absorbance at 660 nm. SR
protein (0.05 mg/ml) was added to the reaction solution, and
after a 30-s incubation, the reaction was started by adding 1
mM ATP. Ca** uptake was measured in parallel with the
above reaction solution, but using 1 Ci of *°CaCl,. The Ca?*
remaining in the LSR vesicles was determined by filtration,
and the radioactivity was measured using a scintillation
counter.

Thermal inactivation. LSR membranes (2 mg/ml) were
incubated in 10% sucrose containing (in mM) 1 DTT, 20
Tris-malate, and 1 CaSO,, pH 6.8, and were heated at one of
several fixed temperatures in a water bath for 1,3, 5, 7, or 10
min. Ca®**-ATPase activity and ATP-dependent Ca*" trans-
port at room temperature (25°C) were determined after 30
min of reaction and plotted as a function of incubation time at
temperatures between 37 and 53°C. Thermal inactivation
and thermal denaturation were used to demonstrate the
nature of the interaction between D-600 and the LSR Ca®’-
ATPase. The values for Ca?" transport and ATPase activity
were normalized with respect to the first value obtained at
each temperature after 1 min of incubation. The rate of
inactivation (i.e., conversion of active to inactive enzyme) is
indicated by the rate constant for inactivation, %, which
varies with temperature according to the Arrhenius relation
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h = o'A-ENRT)
where A is the Arrhenius constant defined as the frequency
factor, E the activation energy, R the gas constant, and T
the absolute temperature.

The inactivation temperature (T,) is defined as the tem-
perature resulting in half inactivation when the temperature
Isincreased at a rate of 1°C/min. For the thermal inactivation
experiments, we heated the sample at a temperature be-
tween 35 and 70°C. The value of T, reflects the sensitivity of
the Ca”"-ATPase to thermal inactivation. T, was calculated
using Eq. I, which transforms the rate of inactivation, deter-
mined by measurements of activity as a function of time at a
constant temperature, to inactivation, determined by mea-
surements of activity as a function of temperature when this
is increasing at a constant rate (18). T, was determined so
that a direct comparison could be made with the character-
istics of denaturation, determined by differential scanning
calorimetry at a scan rate of 1°C/min (see below) and de-
scribed by T, (the temperature of half denaturation).

Differential scanning calorimetry. The thermal denatur-
ation profile of LSR membranes was determined by differen-
tial scanning calorimetry (DSC). A high-resolution Microcal
MC2 DSC was used to obtain all scans. SR membranes (8—10
mg/ml) were heated at a rate of 1°C/min from 10 to 100°C.
The samples were then cooled to 10°C and rescanned, For the
DSC experiments, SR was suspended in the absence or pres-
ence of 10 to 200 M of D-600 in the solution used for thermal
inactivation. Denaturation was completely irreversible after
scanning up to 100°C. Intrinsic baseline curvature was cor-
rected by subtracting the rescan from the scan data, and a
correction was made for the shift in specific heat on denatur-
ation (C,), as previously described (18). DSC scans were
deconvoluted assuming irreversible denaturation. This pro-
cedure requires thal denaturation and inactivation can be
approximated by a two-state reaction of the form

k
N—D

that obeys pseudo first-order kinetics, and where the temper-
ature dependence of the rate constant % is given by the
Arrhenius relation. These assumptions have been shown to
hold for the Ca®*-ATPase of the SR (18). The fraction of each
component denatured or inactivated as a function of increas-
ing temperature at a constant rate (f,) is given as

folT@®)] = 1 — exp(~(RTYE\w)explEAT — THVRTZ) (1)

where T, is the temperature at which & = 1, ¢ is time, and v
is the scan rate. The derivative of £}, as a function of temper-
ature is proportional to the excess C,,. The curves of excess C

as a function of temperature were deconvoluted into individ-
ual components using a recursive minimization routine (18).
The T,, in the DSC of each component is defined as the
temperature at which the area under the individual curve for
each component is one-half of the total area.

RESULTS

The effect of 10 uM D-600 on the kinetics of ATP-
dependent Ca® uptake by LSR is illustrated in Fig. 1.
The complete time course of Ca®” uptake is inhibited by
50% at 30 min. Such an inhibition of Ca?" uptake could
reflect an interaction of D-600 with either the Ca®’-
ATPase nucleotide-binding domain, with a subsequent
inhibition of ATP hydrolysis, or the Ca?*-ATPase trans-
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Fig. 1. Effect of 10 M of D-600 on ATP-dependent Ca®* uptake by
light sarcoplasmic reticulum (LSR) as a function of time (a). ATP-
dependent Ca?* uptake is shown in the absence of D-600 (e). Ali-
quots of 0.05 mg/ml of LSR were incubated in a medium containing
(in mM): 5 MgSO0,, 77 potassium methanosulfonate, 20 Tris-malate,
9 NaATP, and 0.1 CaSO, in the presence of 1 pCi **(Ca®’], pH 6.8.
For further details see MATERIALS AND METHODS. Values are means *
SE (n = 5). SE bars in the presence of D-600 are within the symbols.

membrane Ca?”-binding domain, with subsequent inhi-
bition of Ca2™ translocation. The Ca®-ATPase activity in
LSR was measured to determine whether D-600 affects
the ATP hydrolytic activity. As shown in Fig. 2, D-600, at
concentrations up to 160 p.M, had no inhibitory effect on
the ATPase activity. This result suggested that the inter-
action of D-600 with the ATPase might be at a site other
than the nucleotide-binding site without affecting the
ATP hydrolytic activity.

D-600 potentiates the thermal inactivation of Ca®*
uptake, but not ATPase activity. To investigate in more
detail whether D-600 interacts with the ATP-binding
domain or the Ca2"-binding domain, we used thermal
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Fig. 2. Ca®*-ATPase activity as a function of D-600 concentration.
Aliquots of 0.003 mg/ml of LSR vesicles were incubated during 30
min in a solution containing (in mM) 0.1 CaSO,, 5 MgSO,, 77
potassium methanosulfonate, 20 Tris-malate, and 2 NaATP, pH 6.8.
Values are means = SE (n = 5).
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Fig. 3. Thermal inactivation of Ca®* uptake (activity vs. time).
Aliquots of 0.05 mg/ml of LSR vesicles were incubated for different
times at 4 different temperatures (indicated within each panel in °C)
in the absence (A) or presence (B-G) of the following micromolar
concentrations of D-600: (B) 10, (C) 20, (D) 40, (E) 80, (F) 160, and (G)
320. The incubation solution contained (in mM) 0.1 CaS0O,, 5 MgSO,,
77 potassium methanosulfonate, and 20 Tris-malate, pH 6.8. The
reaction was started by the addition of 1 mM NaATP.

analysis techniques (i.e., thermal inactivation and dif-
ferential scanning calorimetry) that have been previ-
ously used to distinguish between these domains in the
Ca? -ATPase of the SR (18). To determine whether
D-600 (10-320 uM) has a direct effect on Ca®' -uptake
activity, we performed thermal inactivation experi-
ments on LSR by measuring how much of the activity
at 25°C remained after LSR membranes were incu-
bated for 1, 3, 5, 7, or 10 min at four different temper-
atures. Figure 3 illustrates the behavior of thermal
inactivation of Ca®' uptake in the absence (A) and
presence (B-G) of D-600. The activity decays exponen-
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Fig. 4. Arrhenius plots of the rate constants (obtained from Fig. 3)
for inactivation of LSR Ca®* uptake. Plots are shown for control
membranes (C) and for membranes incubated with increasing con-
centrations of D-600 (10-320 pM), as indicated.

tially with time, demonstrating pseudo first-order ki-
netics. Figure 3 also shows that the rate of inactivation
(slope) of Ca®" uptake is temperature dependent. At
any temperature, inactivation was faster in mem-
branes incubated with D-600 than in those incubated
without the drug.

The rate constants of inactivation of Ca®* uptake
shown in Fig. 3 were used to obtain Arrhenius plots
(Fig. 4). It is clear from these plots that the rate of
thermal inactivation increases dramatically as the con-
centration of D-600 is increased. Linear regression
analysis was used to obtain the activation energy (E,),
corresponding to the slope of the curves, and the fre-
quency factor (A), corresponding to the intercept.

Figure 5 shows the predicted plots of the derivative of
fractional inactivation as a function of temperature (dfy/
dT). These plots correspond to the DSC profiles predicted
for the protein domain, of which denaturation is respon-
sible for inactivation of Ca?* uptake. The values of E,, 4,
and T,, where T} corresponds to the temperature of half-
inactivation if temperature were to be increased at 1°C/
min, are given in Table 1. T; was determined from the fp,
expressed as a function of temperature (fp vs. T), and
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Fig. 5. The derivative of fractional inactivation of Ca®* uptake as a
function of temperature (df,/dT). The curves were calculated from
the E, (slope) and Arrhenius constant A (intercept) obtained from
Fig. 4; they correspond to LSR in (4) 0, (B) 10, (C) 20, (D) 40, (E) 80,
(F) 160, and (G) 320 uM D-600.
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Table 1. Activation energy and transition
temperature for thermal inactivation
of SR Ca®" uptake
[D-600], pM E 5, KJ/mol T, °C
0 536 53.2%0.8
10 718 48.3*0.9
20 644 45.7*x0.5
40 568 43.7%0.8
80 352 40.2+0.9
160 439 36.2=0.9
320 98 <7

Valut_es are means *= SD; n = 3. [D-600], concentration of D-600;
E,, activation energy; T;, inactivation temperature.

calculated from the values of E, and A obtained from the
Arrhenius plots using Eq. 1. As shown in Table 1, the T,
for Ca®" uptake in the absence of D-600 was 53.2 [0.8°C
(n = 3)]. Inactivation proceeded with a high-activation
energy in excess of 500 K.J/mol, suggesting that a protein
conformational change such as partial unfolding is re-
sponsible for the inactivation. This table also shows that
10 M of D-600 decreased the T, for inactivation of Ca?~
uptake by 4.9°C, from 53.2 to 48.3 [0.9°C (n = 3)]. As the
concentration of D-600 was increased up to 160 pM, T,
progressively decreased, whereas E, remained at a rela-
tively constant value, suggesting that the mechanism of
inactivation remains unchanged at the concentrations
tested. When a concentration of 320 pM of D-600 was
used, a sharp decrease in E, and T, occurred. These
results suggested that at very high concentrations of
D-600, the mechanism of inactivation of Ca®" uptake
changes, probably due to an increase in the passive per-
meability of Ca®” from the SR.

To rule out the possibility that the effect of D-600 on
Ca®" uptake was due to Ca®’ leakage, we measured
passive Ca®" permeability. Figure 6 shows the amount
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Fig. 6. Effect of D-600 on Ca®" efflux from LSR in 1 mM EGTA as a
function of time. Aliquots of 0.05 mg/ml of LSR were loaded with 100
pM CaCl, and 1 mM ATP at room temperature during 30 min
(MATERIALS AND METHODS). Symbols represent uptake in the absence
of D-600 (0), in the presence of 160 pM D-600 (@), in the presence of
320 uM D-600 (a), and in the presence of 1 mM ionophore A-23187
(m). The line represents the best fit curve.
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Fig. 7. Differential scanning calorimetry profiles [excess specific
heat on denaturation (C,) vs. temperature] of LSR. LSR membranes
(8—10 mg/ml) were scanned with temperature increasing at a rate of
1°C/min in a solution containing 10% sucrose, 1 mM dithiothreitol,
and 20 mM TES, either without D-600 (solid line) or with 10 pM
(dashed line), 20 pM (dot-dashed line), or 80 .M (dotted line) D-600.
Peaks A and B are labeled (see text for additional description).

of Ca?* remaining in LSR vesicles loaded in the ab-
sence of D-600 as a function of time. Ca®*-loaded ves-
icles were diluted in a solution containing 2 mM EGTA
in the absence and presence of D-600. D-600 had no
effect on passive leakage at a concentration of 160 pM.
However, 320 pM of D-600 produced a sharp decrease
in intravesicular Ca?*. Although Ca®" leaks faster in
the presence of 320 uM, this does not appear to be lfhe
consequence of membrane disruption because addition
of the ionophore A-23178 produced an immediate and
full Ca®* leakage. ' _ '

To provide further evidence of a direct interaction
between D-600 and the transmembrane domain of the
CaZ?*-ATPase, which explains the inhibition of Ca®*
uptake, DSC was used to determine the actual site of
interaction.

Differential scanning calorimetry. Lepock et al. (18)
have shown that the DSC profile obtained from highly
purified LSR membranes has two peaks (endotherms)
corresponding to the denaturation of the cytosolic nu-
cleotide-binding and the transmembrane Ca®*-binding
domains of the Ca?*-ATPase. Based on these data, we
also used LSR membranes to obtain a set of ATPase
DSC denaturation profiles at different D-600 concen-
trations. Figure 7 shows the denaturation profile of
LSR in which the T,, values were determined by de-
convolution of the two endotherms as previously de-
seribed (18). Ca?*-ATPase denatures in two major en-
dotherms. The main component, A, which corresponds
to the denaturation of the cytosolic nucleotide-binding
domain, had a T,, of 50°C. This component was not
affected by D-600. The second component, B, which
corresponds to the denaturation of the transmembrane
Ca’*-binding domain, had a T, of 60 [1.01°C (n = 3)].
The T,, of component B was shifted to lower tempera-
tures in the presence of D-600 (10-250 wM). A concen-
tration of 100 pM shifted the T,, of component B up to
the point at which it overlapped with the Ty, of compo-
nent A. However, this concentration of D-600 did not
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Table 2. Transition temperature for thermal
denaturation of the Ca®"-ATPase: component B
(Ca®*-binding domain)

[D-600], pM T C
0 60.0x0.1
10 58.2+0.3
20 574+04
80 52.4x04
100 51.56*0.5
250 51.6+0.5

Values are means *+ SD from 3 experiments.

affect the thermal stability of the nucleotide-binding
domain.

The transition temperatures at various concentra-
tions of D-600 calculated from the denaturation profile
of the Ca%*-ATPase component B are given in Table 2.
These results show that the transmembrane domain is
the ATPase component affected by D-600. The effect of
D-600 on component B is dose dependent at the same
concentrations in which Ca®*" uptake is inhibited.

In addition to the endotherms described for compo-
nents A and B, an endotherm at ~95°C was detected in
some of the scans. This is likely due to the denatur-
ation of an additional protein component. An exotherm
(valley) in the region of 70-75°C occurred at high
D-600 concentrations. The underlying cause of this
exotherm is unknown.

To show that the effect of D-600 on the LSR function,
specifically on the Ca®" uptake, is related to a confor-
mational change in the transmembrane domain of the
ATPase, we plotted the changes in T, of component B
and the changes in T; for Ca?" uptake, both as a
function of D-600 concentration (Fig. 8). Qualitatively,
the curves for T,, and T; are similar; however, T; values
are higher than T, values. These thermal analyses
results demonstrate that D-600 interacts with the
transmembrane domain of the SR Ca?*-ATPase, caus-
ing a conformational change that may be responsible
for sensitizing the thermal inactivation of Ca®" uptake
in LSR.
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Fig. 8. Decrease in temperature of half denaturation (T,,) for peak B
(see Fig. 7) as a function of D-600 concentration (a), obtained from
the differential scanning calorimetry profiles shown in Fig. 7. De-
crease in inactivation temperature (T;) for the inactivation of Ca®*
uptake in isolated SR (m), obtained from the curves in Fig. 3. The
ordinate shows change (decrease) from the value obtained in the
absence of D-600.
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DISCUSSION

Our results show that D-600 1) inhibits Ca®* uptake
in isolated LSR membranes in a dose-dependent man-
ner, 2) does not affect the hydrolytic activity of the
CaZ"-ATPase at doses in which Ca®?" uptake is inhib-
ited, 3) does not affect LSR passive permeability of
Ca?" at concentrations up to 160 pM, 4) decreases the
thermal stability of the ATP-dependent Ca®*-uptake
activity in a dose-dependent manner, and 5) decreases
the thermal stability of the transmembrane domain of
the Ca®"-ATPase in a dose-dependent manner.

We conclude that the inhibition of Ca®* uptake by
D-600 is not the consequence of Ca®* leakage because
membrane permeability is not affected by the drug
(Fig. 6). These results also lead us to conclude that the
organic Ca®* channel blocker D-600 interacts directly
with the Ca?*-ATPase at a concentration in which
muscle fiber contractility is also affected (21). Assess-
ing from the DSC results and the ATPase hydrolytic
activity, D-600 does not affect the nucleotide-binding
domain of the ATPase. Instead, the impaired thermal
stability of Ca®* uptake and the impaired Ca®*-bind-
ing domain indicate that D-600 interacts with the
ATPase transmembrane domain. These results con-
firm and extend our previous finding that D-600 affects
SR Ca?* loading in skinned muscle fibers (21). The
failure of D-600 to inhibit caffeine-induced Ca** re-
lease from isolated junctional sarcoplasmic reticulum
strongly supports the premise that the SR Ca®’-
ATPase, rather than the SR Ca®* channel, is affected
by this drug (21).

Lepock et al. (18) showed that in the absence of Ca®",
the LSR Ca?*-ATPase denatures as a single compo-
nent with a T,, of 48-49°C, and in the presence of
Ca?*, a second component appears that denatures at a
T, of 60°C. These transitions in temperature represent
the denaturation of the nucleotide-binding domain of
the Ca2*-ATPase (detectable by DSC and with FITC in
the absence of Ca®*) and denaturation of the Ca®"-
binding domain (detectable by DSC and by tryptophan
fluorescence in the presence of Ca®"), respectively (18).
Previous studies by Lepock et al. (18) and Cheng and
Lepock (3) have shown that a conformational change in
a region of the protein closely associated with the
Ca?*-binding sites in the transmembrane domain
causes uncoupling of Ca** transport from ATP hydro-
lysis. This may be due to the unfolding of a conforma-
tionally flexible site involved in Ca®* translocation, but
not in ATP hydrolysis before the complete unfolding of
the Ca2*-ATPase, as has been suggested to occur for a
number of other enzymes (23). These data support our
conclusion that D-600 specifically affects the trans-
membrane domain of the Ca?"-ATPase containing the
Ca®*-binding sites.

The experiments presented here further support our
previous results obtained in skeletal muscle fibers (21,
22) that demonstrate that D-600 has a twitch-potenti-
ating effect. This twitch potentiation (22), observed
despite the inhibitory effect of D-600 on contractures at
low temperatures (8), shows that early steps in the
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excitation-contraction coupling chain of events remain
functional in the presence of D-600. We had previously
suggested that D-600 affects muscle contraction by
exerting an inhibitory effect on the SR Ca®"-ATPase
(22). A potential mechanism is that D-600 penetrates
into the myoplasm in intact fibers and interferes with
the excitation-contraction coupling mechanism by in-
hibiting the SR Ca%*-ATPase. As a result, myoplasmic
Ca®* is not completely sequestered into the SR after
each twitch. Consequently, cytosolic Ca** increases
slightly after each activation and twitches are thus
potentiated (19, 22).

Colvin et al. (5) reported that high concentrations (1
mM) of Ca®?* channel blockers (dihydropyridines) stim-
ulated the Ca®*-ATPase activity in isolated SR from
cardiac and skeletal muscle, but no such effect was
observed at lower concentrations. Wang et al. (24) also
observed that verapamil, felodipine, and diltiazem at a
concentration of 40 pM produced a 40-60% activation
of the SR Ca®"-ATPase. As we show in the present
studies, 320 pM of the organic Ca?* channel blocker
D-600 causes LSR Ca?* leakage (Fig. 6). Thus the data
of Colvin et al. (5) and Wang et al. (24) could not be
interpreted as the result of an increased SR Ca?"
leakage caused by extremely high Ca®' channel
blocker concentrations that produce a stimulated ac-
tivity of the Ca®*-ATPase. Another consequence of the
increased Ca®* permeability at 320 uM of D-600 is a
decrement in the E, of the Ca®*-uptake activity (Fig.
5). These increments in the ATPase activity produced
by these Ca®* channel blockers are not consistent with
the fact that at the same doses, these Ca®" channel
blockers inhibit Ca?* uptake in SR (5, 19-22, 24). We
recently found that 10-160 M diltiazem does not have
any effect on the Ca?*-ATPase activity in SR of fast-
twitch rabbit skeletal muscle (12). Another conse-
quence of the increased passive Ca®?* permeability at
320 pM of D-600 is a decrement in the activation
energy, E,, of the Ca®*-uptake activity (Fig. 5).

Based on the observations described in this paper,
we propose that the effect of <80 pM D-600 on skeletal
muscle fiber contractility can be explained by a direct
interaction with the LSR Ca®*-ATPase, specifically
with the transmembrane Ca®*-binding domain. This is
in agreement with the fact that D-600, similar to other
Ca®* channel blockers, is hydrophobic and capable of
being incorporated into the membrane matrix (15). Our
results, however, cannot distinguish whether D-600
binds to the transmembrane helices of the ATPase or
disrupts the lipid bilayer neighboring the transmem-
brane domain, subsequently interfering with Ca®*
translocation. Qur results also show that D-600, at
concentrations up to 160 puM, does not have any effect
on SR Ca?* leakage. This strongly suggests that D-600
does not affect the lipid bilayer of the SR membrane,
but rather affects the area closely associated with the
transmembrane domain.

We cannot exclude the possibility that, in addition to
its effect on Ca®*-uptake inhibition (22), D-600 may
also inhibit the T-tubular membrane voltage sensor
with a mechanism similar to that described for Ca®*
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channel blockage in single dialyzed heart cells (17). Thus
the effect of D-600 in skeletal muscle appears to be
complex. In addition to its Ca®* channel-blocking effect,
which has been shown to play no role in excitation-
contraction coupling (2, 13), D-600 also inhibits the SR
Ca®* transport system. The inhibition of the Ca®*-
ATPase by D-600 could by itself explain the effects of this
drug on the excitation-contraction coupling mechanism.
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Becker, Viola, Hugo Gonzilez-Serratos, Rocio Alvarez, Mi-
chael Biermann, Claudine Irles, and Alicia Ortega. Effect of
endurance exercise on the Ca*>* pumps from transverse tubule and
sarcoplasmic reticulum of rabbit skeletal muscle. J Appl Physiol 97:
467-474, 2004. First published April 2, 2004; 10.1152%/jappl-
physiol.00906.2003.—The sarcoplasmic reticulum (SR) Ca®* pump
is the main homeostatic regulatory mechanism in fast skeletal muscle
that maintains intracellular Ca®* concentration ([Ca**];) at the nano-
molar level at rest. The transverse tubule (TT) Ca?* pump transports
cytosolic Ca®* to the extracellular space. During prolonged muscular
activity, [Ca®>*]; may increase. TT and SR isolated microsomal
vesicles were highly purified, and the purity was checked by immu-
noblotting. The present study shows the effects of endurance exercise
on the activities and structures of the TT and SR Ca?* pumps of fast
skeletal muscle from rabbit at rest. The Ca®* pump activity increased
manifolds in TT but did not change in SR. The protein denaturaliza-
tion profiles obtained by differential scanning calorimetry showed /)
a shift in the transition temperature and an increase in the enthalpy of
the TT Ca®* pump and 2) a significant change in the transition
temperature of the SR Ca?* pump Ca?*-binding domain. We con-
clude that the TT Ca** pump activity was upgraded in association
with structural changes to handle the changes in [Ca®*]; and TT
lumen Ca?* concentration that occur during endurance exercise.

muscle adaptation; exercise training

ONE OF THE IMPORTANT LINKS in the chain of events that couples
excitation with contraction in skeletal muscle during muscle
activation is the Ca®* release from the terminal cisternae of the
sarcoplasmic reticulum (SR). This Ca?* release produces an
increase in the free intracellular Ca?* concentration ([Ca**];)
to the micromolar level, which, in turn, produces actomyosin
interaction and contraction. Afterward, the reuptake of Ca** by
the SR Ca** pump lowers [Ca?*]; to a resting level of 1 X
10~7 M, producing relaxation. It has been shown that there is
a continuous and significant entry of Ca?* into skeletal muscle
cells at rest (10) and during mechanical activation (17). The SR
has a limited capacity to store Ca®*; therefore, once this
capacity is reached, [Ca**]; will increase above the normal
resting value of 1 X 10~7 M. Consequently, during prolonged
muscular activity, a long-term increase in the [Ca?*]; content
would seriously impair the function of skeletal muscle and lead
to proteolysis and cell damage (13, 14). Therefore, during
exercise, resting [Ca?*]; may increase for prolonged periods of

Address for reprint requests and other correspondence: A. Ortega. Depar-
tamento de Bioquimica, Facultad de Medicina. Universidad Nacional
Auténoma de México, México City AP 70-159, CP 04510 (E-mail:
aortega@servidor.unam.mx).

http://www. jap.org

8750-7587/04 $5.00 Copyright © 2004 the American Physiological Society

time and may lead to cell damage, unless this long-term
increase in resting [Ca®*); is lowered shortly after exercise
starts. There are several possible homeostatic membrane mech-
anisms to buffer the extra Ca®* that moves into the muscle
cells during prolonged activity: Two, calreticulin (1) and calse-
questrin (31, 38), are located in the SR intravesicular space; in
the SR membrane is the ATP-dependent Ca?* pump (SERCA).
The other Ca’*-lowering mechanisms are located in the
plasma membrane. Although the SR has the capability of
removing cytosolic Ca*" at a high rate (29) and is highly
developed in phasic skeletal muscle cells, it has a limited
capacity of storing Ca?* (43). A third mechanism located in
the plasma and transverse tubular system (TT) membranes is
the Na*/Ca?* exchanger driven by the Na* electrochemical
gradient. When the Na*/Ca®* exchanger operates in the for-
ward mode, as it does under normal circumstances, it extrudes
cytosolic Ca?* (5, 21). A fourth mechanism is the calmodulin-
stimulated Ca>* pump located in sarcolemma and in the TT
membranes (7, 40). This pump has a low activity (7, 26), with
the maximum rate of Ca* efflux lower than the maximum rate
of Ca®* efflux of the Na*/Ca®* exchanger in fast skeletal
muscle (12). The last two mechanisms mentioned are located
in the TT membranes and, thereby, are able to transport from
the cytosol to the lumen of the TT Ca®* that subsequently
moves to the extracellular space. Other Ca®* regulatory mech-
anisms that could play an adaptive role during prolonged
muscular activity are the TT morphological changes that have
been described to occur during chronic low-frequency muscle
(through the nerves) stimulation (15, 16).

Different forms of exercise such as “high-repetition, low-
load” (endurance) exercise and “low-repetition, high-load”
(strength or resistance) exercise induce specific and distinct
structural and functional modifications in muscle fibers. Clas-
sical endurance exercise interventions of 6- to 8-wk duration in
previously untrained subjects lead to an increase of mitochon-
dria density (28). Endurance exercise influences gene expres-
sion in skeletal muscle either by the regulatory genes within a
period of 30 min to some hours or through the structural genes
as a consequence of weeks of systematic training (6, 32). In
response to strength training of similar duration, fiber volume
and muscle mass increase (35). These training responses in-
volve changes in gene expression. The set of expressed
mRNAs provides basic instruction for the diversity of trans-
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lated proteins that is finally manifested as a characteristic
structural adaptation to exercise training.

In general, endurance-exercised individuals are less predis-
posed to suffer muscle cell damage after prolonged muscle
activity (14). The physiological compensatory response to
endurance exercise, known as adaptation, may be among other
factors the consequence of a prolonged enhancement of one of
the Ca** homeostatic regulatory mechanisms. Thereby it will
maintain resting [Ca®"]; at or below 1 X 1077 M. If the SR
Ca?* pump is enhanced during adaptation, more Ca®* would
be transported into the SR; however, the pump’s capacity
would be reached and resting [Ca**]; would be increased.
Bezanilla et al. (3) have shown that during repetitive tetanic
activation the TT lumen Na* concentration ([Na*]r) de-
creases, whereas the intracellular Na* concentration ([Na*];)
increases as Na* moves in during each action potential. These
changes in Na* concentration decrease the Na* electrochem-
ical gradient (Apns) and, thereby, the Na*/Ca** exchange
activity, leading to an increase in [Ca?*];,. Consequently, we
propose that endurance exercise will induce a major adaptive
response of the muscle cell by upgrading the other Ca**
regulatory mechanism, i.e., the Ca?* pump located in the TT
membranes.

In this study, we focus on the fundamental importance of the
ATP-dependent Ca?* transport in the TT membrane of fast-
twitch skeletal muscle composed predominantly of type Il
muscle fibers. We propose that the activation of the Ca®~
transport from the cytosol to the lumen of the TT, as a result of
endurance exercise, occurs to protect the cell from Ca®"
overload and probably delays the state of fatigue.

METHODS

Animals. New Zealand male rabbits were exercised on a treadmill.
Control animals of the same age and litter were kept in their cages
without any particular type of exercise during the 8 wk of the exercise
program of the experimental group. Both groups of animals received
the same diet and water supply. After the endurance exercise protocol
was completed, control and endurance-exercised rabbits were sedated
with chloroform and killed by quick cervical dislocation. This work
was approved by the Universidad Nacional Autonoma de Mexico
review board.

Endurance exercise protocol. The protocol consisted of a 4-min
warming-up period at a velocity of 11 m/min, followed by a 26-min
continuous exercise period divided into four intervals: 6 min at a
velocity of 16 m/min, 10 min at a velocity of 27 m/min, 6 min at a
velocity 16 m/min, and ending with a 4-min period at 11 m/min to
cool down the animals. The total exercise time was 30 min. This
exercise session was held once a day for 5 days/wk throughout &
consecutive wecks. The rabbits were killed as described above 2 davs
after the last exercise session. The white, predominantly type 11 fast
twitch skeletal muscles from the thigh (vastus lateralis and semiten-
dinosus) were dissected for SR and TT membrane isolation.

Preparation of membrane vesicles. Both thighs of each control or
trained animal were used for each membrane isolation. TT and SR
microsomes were obtained by differential centrifugation as previously
described by Rosemblatt et al. (41) and placed on a discontinuous
sucrose gradient of 25, 27.5, 30, and 35% wt/vol. The membranes
isolated from the sucrose gradient at the 25-27.5% interphase were
characterized as TT membranes on the basis of SDS-PAGE, maxi-
mum specific dihydropyridine (DHP) binding, and Mg?*-ATPase
activity. The 35% band was placed on a second discontinuous gradient
consisting of 27.5, 30, and 35% sucrose. The band obtained at the
30-35% interface was identificd as light SR, detected by the maxi-
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mum ATPase activity stimulated by Ca** and based on SDS-PAGE
electrophoresis (41). The purity of TT and SR membrane vesicles was
assessed as described below and in RESULTS. Protein concentration was
determined by using Coomassie Plus Protein Assay Reagent (Pierce,
Rockford, IL) with BSA as the standard.

Immunoblotting. Equal amounts of TT and SR membrane protein,
determined by Bradford assay (Pierce), were separated by an 8%
SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose Hybond membrane
(Amersham, Little Chalfont, UK). The DHP receptor (DHPR) was
targeted by using | pg/ml sheep anti-DHPR antibody (UBI, Lake
Placid, NY) in phosphate-buffered saline solution with 0.5% Tween
20 and 3% nonfat milk and a horseradish peroxidase-labeled anti-
sheep 1gG secondary antibody 0.7 pg/ml (Sigma, Steinheim, Ger-
many). Chemiluminescence was detected by using X-Omat Blue
(Kodak Eastman, Rochester, NY) according to the manufacturer’s
instruction.

An anti-SERCAL antibody targeted the SERCA1 membrane en-
zyme. Blotting was performed with the use of 0.004 pg/ml protein
mouse anti-SERCA1 monoclonal antibody Ab AS2 (46) (kindly
supplied by Professor D. MacLennan, University of Toronto, Toronto,
ON, Canada) using 0.33 pg/ml of horseradish peroxidase-labeled
anti-mouse lgG secondary antibody.

Ca’* uptake. Ca®" transport was measured at room temperature
(22-25°C) by the filtration method in a solution containing (in mM)
100 KCI, 5 MgCl,, 0.1 CaCly, 1 pCi **CaCly, 20 Tris-malate (pH
7.0), and 4 ATP with 0.05 mg of protein/ml. The reaction was stopped
with 0.5 ml of ice-cold quenching solution containing (in mM) §
MgCla, 4 EGTA, and 20 Tris-malate (pH 7.0). Membrane vesicles
were filtered through 0.45-pm Millipore filters, washed. dried, and
then counted by scintillation.

High-affinity [PH]PN200-110 binding. Specific binding of DHP
was determined by the liltration method using [*H]PN200-110 as
previously described by Hamilton ct al. (24). TT membrane aliquots
of 7.5 pg/ml were incubated for 3 h in the dark at room temperature
in a solution containing 50 mM MOPS (pH 7.4) and [*H]PN200-110
(86 Ci/mmol). Nonspecific binding was determined in the presence of
0.001 nifedipine. Samples were filtered and washed with 25 ml of
ice-cold deionized water by using 0.45-pm Millipore filters. Filters
were dried and radiation was counted with a scintillation counter.
Specific binding was calculated as the difference of total and nonspe-
cific binding.

Ca®*-Mg” ' -ATPuse and Mg?'-ATPase activities. Total ATPasc
activity and specific Ca®*-ATPase activity were measured by color-
imetric determination of P; using malachite green. Aliquots of 0.005
mg/ml of protein were incubated in a solution containing (in mM) 100
KCl, 5 MgClz, 5 NaNs, 20 Tris-malate, and 0.33 ATP, pH 7.0 (30).
The reaction was stopped with a solution containing 0.045% mala-
chite green hydrochloride, 4.2% ammonium molybdate in 4 N HC,
0.8 ml Triton X-100 for cach 100 ml of solutions, and 0.25 ml of 34%
sodium citrate; absorbance was read at 660 nm. The Ca?*/Mg?*-
ATPase activity was measured in the presence of | mM EGTA, and
the total ATPase activity was measured in the presence of 0.1 mM
CaCls. The Ca®*/Mg**-ATPase activity was calculated as the differ-
ence between the total and the Ca® ' /Mg? ' -ATPase activity.

Differential scanning calorimetrv. Important information concern-
ing the structure of membrane proteins can be obtained by determin-
ing the changes in the specilic heat of denaturation (Cp) as a contin-
uous function of increasing temperature at a constant rate by using a
differential scanning microcalorimeter MicroCal VP-DSC. The tran-
sition temperatures (Ty,) of the TT and SR membrane proteins were
obtained from the resulting endothermic transition. Both membrane
systems were suspended in a buffer containing (in mM) 100 KCI and
20 Tris-malate (pH 7.0). Differential scanning calorimetry (DSC)
profiles of Cp, vs. temperature were obtained. The membrane sample
and reference solution were degassed under vacuum for § min before
loading the DSC cells (0.6 ml). When equilibrium at 10°C was
reached, the temperature was increased to 100°C. The scan rate for all
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scans was 1°C/min. To assess for protein denaturation reversibility,
the temperature was cooled back to 10°C and a rescan up to 100°C
was obtained. The baseline was corrected by subtracting the rescan
measurement from the scan, which showed in all cases no evidence of
reversibility. The T, was defined as the temperature at which half of
the protein is denatured. DSC profiles were deconvoluted, and the best
theoretical fit was calculated by assuming there was irreversible
denaturation as previously described for SR (33) and for TT mem-
branes (40).

All values are expressed as means * SE. All figures are represented
as normalized values taking 1 as the maximum activity of the control
experiments.

RESULTS

Assessment of the purity of isolated TT and SR microsomal
vesicles. Isolated TT membranes from control and adapted
muscles were highly purified as described in METHODS. Specific
ryanodine binding was not detected in any of the isolated TT
membranes, indicating that the membranes were not contami-
nated with SR terminal cisternae vesicles. The specific DHP
binding, determined to test the enrichment of TT, was 9.3 =
2.7 and 11.2 * 4.3 pmol/mg protein, respectively, from mus-
cles of control (n = 3) and endurance-exercised rabbits (n = 3).

To further assess the purity of the isolated vesicles of TT and
SR, specific immunoblotting was performed as described in
METHODS by using antibody protein binding. Figure | shows
immunoblotting results against DHPR (Fig. 14) and against
SERCAI (Fig. 1B) in membrane fractions obtained by differ-
ential centrifugation. The membrane fraction obtained at the
interface 25/27.5%, contains a protein at 170 kDa, which reacts
with the anti-DHPR antibody and corresponds to the a,-
subunit of the DHPR. In the fraction obtained at the 30/35%
interface, which has been shown to correspond to SR, where
the highest SERCA activity is observed, the anti-DHPR anti-
body did not detect DHPR. This membrane fraction was
further used to isolate light SR as described in METHODS. Figure
1B shows the Western blot analysis in the 25/27.5% and
30/35% membrane fractions against SERCA1. The membrane
fraction obtained at the interface 30/35% contains a protein
around 115 kDa that reacts with the anti-SERCA1 antibody,
which therefore we are led to conclude corresponds to
SERCAL. However, in the fraction obtained at the interface
25/27.5% (TT membrane), there was no activity. On the basis
of the above, the fraction isolated at the interface 25/27.5%,
which was previously characterized as TT membranes (41),
was used for the present study.

ATPase activity and ATP-dependent Ca®* transport. The
TT ATP-dependent Ca®* transport was notably affected in
muscles from endurance-exercised rabbits compared with mus-
cles from control animals. Fig. 24 shows that, at the end of the
30-min reaction, the normalized TT ATP-dependent Ca®*
transport from endurance-exercised muscles increased 2.8-fold
compared with the control reaction. The Ca?* transport at 30
min increased from 58.6 * 3.8 to 161.20 £ 11.0 nmol/mg
protein (n = 4). Figure 2B shows the normalized SR Ca?*
transport, which, up to 15 min, is practically the same for
preparations from control and endurance-exercise animals. At
the end of 30 min, the reaction from endurance-exercised
preparations decreased by 13% compared with controls. The
specific activities measured 30 min after the beginning of the
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Fig. 1. Immunolabeling of dihydropyridine receptor (DHPR) and sarco(endo)
plasmic reticulum Ca?*-ATPase (SECRCA1) in different fractions of muscle
microsomes after a sucrose gradient separation. Membrane fractions obtained
after sucrose-density gradient centrifugation, collected at the interfaces 25/
27.5% and 30/35% as described in METHODS and resuspended in 10% sucrose,
20 mM Tris-malate pH 7.0. 4: equal amounts of membrane protein (5 g per
lane) of the membrane fraction at the 25/27.5% and 30/35% interface were
separated on SDS-PAGE 8% (wt/vol) and silver stained (lanes | and 2).
Molecular mass markers are indicated for the SDS-PAGE in lanes 3 and 4.
Proteins were then transferred onto nitrocellulose. The corresponding Western
blots stained with antibodies to the DHPR are shown in lanes 5 and 6 for
membrane fraction obtained at the interfaces 25/27.5% and 30/35%, respec-
lively. Arrows in lane 7 indicate the molecular mass markers of individual
proteins in the immunoblot. TT, transverse tubule; SR, sarcoplasmic reticulum:
STD. protein standard; IB, immunoblot. B: equal amounts of membrane
protein (5 pg per lane) of the membrane fraction at the 25/27.5 and 30/35%
interfaces were separated on SDS-PAGE 8% (wt/vol) and silver stained in
lanes | and 2. Molecular weight markers are indicated for the SDS-PAGE in
lane 3 and 4. Proteins were then transferred onto nitrocellulose. Lanes 5 and 6
show the corresponding Western blots stained with antibodies to SERCAI in
lanes 5 and 6 for membrane fractions 25/27.5 and 30/35%, respectively.
Arrows in lane 7 indicate the molecular mass markers of individual proteins in
the immunoblot.
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Fig. 2. Effect of endurance exercise training on ATP-dependent Ca®* trans-
port in TT vesicles (4) and light SR vesicles (8). ®, 0, Experiments performed

" with vesicles isolated from control and endurance-exercised animals, respec-
tively. Ca®* transport from 0.1 mg/ml vesicles was measured in a solution
containing (in mM) 100 KCI, 5 MgCls, 0.1 CaCly, 1 pM Ci/ml **CaCls, 4
ATP, 20 Tris-malate (pH 7.0). ATP-dependent Ca?* transport was normalized
to the maximum transport activity for TT and SR measured 30 min after the
beginning of the reaction from muscle of control and exercised animals.
Continuous line, best fitting to the experimental points.

reaction were 300 * 2 (n = 4) and 260 * 3 nmol/mg protein
for control and endurance-exercised muscles, respectively.

The TT Ca?* pump hydrolytic activity, measured 30 min
after the reaction started, increased from 0.7 £ 0.027 pmol/mg
in TT vesicles obtained from untrained animals to 1.3 * 0.28
pmol/mg (n = 4) in TT vesicles obtained from endurance-
exercised rabbits. This corresponds to a 1.8-fold increase (Fig.
34). The Mg?*-ATPase activity, which is the most abundant
protein and ATPase activity in TT membranes, increased from
29 * 04 to 93 * 1.4 pmol/mg protein in endurance-
exercised animals. This corresponds to a 3.2-fold increase with
respect to the control (Fig. 3B). No important changes in Ca®*
pump activity were observed in SR as a consequence of
adaptation to exercise (Fig. 3C). The SR Ca** pump hydrolytic
activity was 13.5 * 0.8 and 142 = 3 pmol/mg protein
measured 30 min after the reaction started, for control and
adapted animals, respectively.

Differential scanning calorimetry. To investigate whether
endurance exercise induced conformational changes in TT and
SR membrane proteins, we studied by DSC the denaturation
profile of membranes from control and endurance-exercised
rabbit muscles. In our studies, isolated TT and SR membranes
showed important changes in the protein denaturation profile
after adaptation to exercise. In all experiments, denaturation

ADAPTATION TO EXERCISE OF Ca**

PUMPS FROM SKELETAL MUSCLE

was completely irreversible after the temperature reached
100°C. The T, and enthalpy (heat of transition) of Ca?*
pumps indicate that the native structure of the proteins had
changed.

The thermal denaturation profiles of isolated TT membranes
obtained from a heating rate of 1°C/min are shown in Fig. 44
for membranes obtained from control and in Fig. 4B for
membranes obtained from endurance-exercised rabbits.

We observed three major transitions. These transitions are
the same as those previously described by Ortega and Lepock
(40), who attributed transition A to the Ca** pump and tran-
sition B to the Mg>*-ATPase. Transition C was found to
correlate with the denaturation of the DHP receptor compo-
nents (data not shown). The Tp, and enthalpy computed from
the DSC profiles shown in Fig. 3B indicate important changes
in all three transitions (4, B, and C), in membranes isolated
from muscles of endurance-exercised animals. However, the
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Fig. 3. Effect of endurance-exercise training on the Ca?* pump hydrolytic
activity of isolated TT vesicles (4), the Mg?*-ATPase activity of TT vesicles
(B), and the Ca®* pump hydrolytic activity of isolated SR vesicles (C)as a
function of time. ®, 0, Experiments performed with vesicles isolated from
control and endurance-exercised animals, respectively. Ca?* pump activities
were measured from 0.006 mg/ml in a solution containing (in mM) 100 KCI,
5 MgClz, 0.1 CaCl, 5 NaNs, 0.33 ATP, and 20 Tris-malate (pH 7.0). The
Mg?*-ATPase activity was measured in the same solution but with CaCly
replaced with | mM EGTA. The ATPase activities were normalized to the
maximum aclivity measured 30 min after the beginning of the reaction from
the muscle of control animals. Continuous line, best fitting to the experimental

points.
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Fig. 4. Differential scanning calorimetric profiles [excess specific heat of
denaturation (Cp) vs. temperature] of TT membranes isolated from muscles of
control animals (4) and TT membranes isolated from muscles of endurance-
exercised animals (8). TT membranes (1-1.5 mg/ml) were heated at an
increasing rate of 1°C/min in a solution containing 10% sucrose, | mM DTT,
and 20 mM Tris-malate (pH 7.0). Solid line represents the experimental data;
dotted line indicates the best theoretical fit. Peaks A, B, and C are labeled (see
text for explanation).

most dramatic changes are observed in transitions A and C.
Transition A yields a 2.5-fold increment in enthalpy from
367 *45t0 919 = 102 kJ/mol (n = 3) and a shift in Ty, of 3°C
from 49 * 04 to 52 * 0.1°C (n = 3), indicating that an
important conformational change had occurred in the Ca?*
pump. Transition B shows a shift in the Ty, from 56 * 1 to
60 * 1°C (n = 3) and a decrease in enthalpy of 60%, from
2,570 £ 112 (n = 3) to 1,030 % 98 kJ/mol (n = 3). The heat
of transition associated with component C decreased ~50%; it
appears as a single, broad component with the same Ty, at 65°C
in both conditions.

The denaturation profile of isolated light SR shows mainly
the denaturation of the Ca®>* pump. The protein electrophoretic
pattem of light SR used in these experiments reveals an
80-95% composition of Ca?* pump. Lepock et al. (33) dem-
onstrated that, in the presence of 1 mM CaCl;, two different
transitions, A and B, appear in the DSC. Transition A corre-
sponded to the denaturation of the nucleotide binding domain,
and transition B corresponds to the denaturation of the trans-
membrane Ca?*-binding domain. Figure 5 shows the DSC
profile of SR membranes isolated from muscles of control (4)
and endurance-exercised (B) rabbits. A conformational change
was detected in the Ca?*-binding domain (transition B),
mainly as a shift in the Ty, from 63 to 59 * 0.2°C (n = 3). The
transition associated with the nucleotide-binding domain (tran-
sition A) has the same T, at 51°C in both conditions.

DISCUSSION

Muscle is a very adaptable tissue with an intrinsic ability to
change its mass and phenotype in response to activity. Adap-
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tation to different muscle work regimes is brought up by
changes in fiber type and cross-sectional area. Endurance
exercise or intermittent daily muscle nerve stimulation leads to
adaptive phasic skeletal muscle responses consisting in a re-
duction in the number of type IIB fibers as they get transformed
into TIA fibers (36). It has been widely documented that both
mass and phenotype are markedly altered by strength training
Wllhll:l a short period of time (35). Prolonged exercise has been
associated with quantitative as well as qualitative changes in
gene expression for contractile proteins (18, 19) and compen-
satory biochemical changes (27). Other types of adaptive
response studied in the context of endurance exercise or
chronic electrical stimulation experiments are changes in Ca?*
fcgulatory proteins. Such adaptive changes have been observed
in the SR Ca®* pump (23), parvalbumin (23, 31), and calse-
questrin (31, 38), the major SR Ca* binding protein (37).
The results described in this paper show that the TT and SR
Ca®* pumps of animals that have been subjected to 8 wk of
endurance exercise exhibit the following characteristics com-
pared with nontrained animals: /) a considerable increase in
Ca?* uptake and Ca®* pump hydrolytic activity in vesicles of
TT membranes; 2) an important increase in Mg?*-ATPase
activity in TT; 3) no considerable differences in Ca2* transport
and Ca®* pump hydrolytic activity in light SR vesicles com-
pared with controls; 4) a considerable change in thermal
stability and enthalpy as the result of the denaturation of the TT
Ca®* pump and Mg?*-ATPase in the adapted muscles; and 5)
a modification in thermal stability and enthalpy of the SR Ca2*
pump caused by changes in the Ca®*-binding domain, al-
though the function of the SR Ca?* pump was not modified.
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Fig. 5. Differential scanning calorimetric profiles (excess Cp vs. temperature)
of light SR (LSR; A) isolated from control animals and LSR membranes
isolated from endurance-exercised animals (8). LSR membranes (I-1.5 mg/
ml) were scanned with temperature increasing at a rate of 1°C/min in a solution
containing 10% sucrose, | mM DTT, 20 mM Tris-malate, and | mM CaCls,
pH 7.0. Solid line represents the experimental data, and the best theoretical fit
is represented by the dotted line. Peak A is the nucleotide-binding domain, and
peak B is the Ca®*-binding domain.
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Our results lead us to conclude that one of the most important
adaptive changes in endurance exercise involves the upgrading
of the TT Ca®* pump. To our knowledge, this is the first study
that shows the effect of endurance exercise on the TT ATP-
dependent Ca?* uptake and the TT Ca?* pump hydrolytic
activity. These two processes result in a 2.8- and 1.8-fold
increased activity, respectively. Specific binding of [*HJRyR
and [*H]DHPR and immunoblot studies show the enriched
concentration of DHPR in the fraction associated with TT and
the absence of SERCAI antibody immunolabeling, indicating
the purity of the fraction used in the present study.

The adaptive modifications previously described by other
researchers indicate, in general, that sustained contractile ac-
tivity during prolonged time periods leads to modifications in
the cytosolic Ca®* regulatory proteins. Chronic electrical stim-
ulation of fast-twitch rabbit muscle nerves using a frequency
pattern typical of slow-twitch muscles induces progressive
transformations of structural, functional, and molecular char-
acteristics of the SR. These experiments indicated that after 2
days of stimulation the SR Ca** pump SERCAI isoform,
which is mainly expressed in fast-twitch type II fibers, is
converted to the SERCA2 isoform, mainly expressed in slow-
twitch type I fibers (8, 23, 25, 34, 36). Under these conditions,
the ATPase hydrolytic activity and the corresponding Ca®*
transport associated with the ATPase activity show a decrease
(22). Mabuchi et al. (36) have shown that long-term intermit-
tent stimulation (10 Hz, 8 h/day for 7 wk) of the fast-twitch
tibialis cranialis muscle results in a complete transformation of
type IIB fibers to type IIA fibers with a decrease in the SR
Ca?* transport activity. These adaptive changes are consistent
with the characteristics that correspond to slower [Ca®*];
buffering systems. Therefore, these fibers would not be very
efficient in handling a continuous long-term Ca’* entry that
may take place during many days of exercise. All of these
studies underline the importance of the stimulation protocol
parameters in determining under what condition a fast-to-slow
transformation of fiber type could take place as a consequence
of endurance exercise. Also, single bouts of intense exercise
may lead to a modified Ca>* handling, similar to the alterations
found by repetitive prolonged mechanical activation leading to
fatigue. Under these conditions of stimulation, relaxation slows
down to a point that a sustained contracture can arise, suggest-
ing that a low-level increase in cytosolic [Ca?*] is maintained
for a long period of time (20). This extra cytosolic Ca>* may
be the consequence of a decrease in the rate of Ca** transport
by the SR, because it occurs in animals that exercise without
having gone through previous endurance exercise (2, 22, 44).
Thus the intracellular Ca?* buffering mechanisms become
overwhelmed, and the extra Ca?* is extruded through the
sarcolemmal and TT Ca?* pumps to the extracellular space,
thereby increasing the TT lumen [Ca?*] (4). However, under
normal conditions and before adaptive changes take place, also
the TT Ca** pumps have a limited capacity and they cannot
extrude the cytosolic Ca?" that builds up during prolonged
exercise.

We found that after 8 wk of endurance exercise, the Ca’*
pump from light SR had experienced a conformational change
in the transmembrane Ca®*-binding domain as indicated by a
change in the thermal stability of transition B in the DSC
experiments. Ortega and Lepock (40) and Siniestra et al. (42)
have previously associated a conformational change of the SR
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transmembrane Ca**-binding domain of the Ca®* pump with
a decrease in the activity of Ca*" transport. However, we did
not find substantial differences in Ca>* transport and pump
hydrolytic activity associated to the conformational change.
This is in agreement with Green et al. (22), who found that SR
Ca®*-ATPase activity, which reflects SR Ca?* uptake, de-
creases by 31% after 60 min of exercise before training, but
that, after 12 wk of exercise training the ATPase activity was
unchanged. Wilson et al. (44) studied the rate of Ca®* uptake
and SR Ca?* pump hydrolytic activity in SR vesicles isolated
from the middle gluteal muscle of the horse, before the iast
exercise session after 12 wk of training. However, these au-
thors found that there was a 17% and a 62% increase in the rate
of Ca®" uptake and SR Ca?* pump hydrolytic activity, respec-
tively. They also observed 31 and 76% improvements in the
postexercise decreased rate of Ca?* uptake and Ca®* pump
hydrolytic activity. The difference between the results of Wil-
son et al. and our results could be attributed to the use of
different animal species and muscles or to contamination by
TT membranes in the isolated SR vesicles. Wilson and collab-
orators did not discriminate between having isolated pure light
SR and TT membranes as separated or attached vesicles. It is
not uncommon that during the isolation process SR vesicles
remain attached to TT vesicles, especially if a microsomal
fraction is used (41).

Our results show a small change in the SR ATP-dependent
Ca?* transport and no change in ATPase hydrolytic activity
measured at rest after endurance exercise. Thus the underlying
conformational change described in this paper may well be
associated with a change in the activity of the SR Ca?** pump
that we have observed. The mechanism by which a modified
conformation of the SR Ca?*-ATPase does not reveal a change
in activity is yet unknown and is under investigation in our
laboratory.

Another homeostatic mechanism that could extrude the extra
cytosolic Ca®* that might be accumulated during prolonged
periods of muscle activity is the Na*/Ca?* exchanger located
in the plasma membrane (12) when operating in the forward
mode (5, 21). The exchanger is driven by the Apn,. However,
at the normal [Na*]r of 120 mM, [Na*]r is reduced to ~60
mM during a 60-Hz, 2- to 3-s tetanus (3). The other 60 mM
move into the cytosol, increasing [Na™ Ji. The [Na* ]+ depletion
and [Na*]; increase cause a substantial decrease in Apn,. The
decreases in A, and in resting membrane potential that occur
during high-frequency activation (3) lead to low activity of the
exchanger, resulting in an increased cytosolic [Ca®*]. The SR
may take up the extra Ca’* not extruded by the Na'/Ca?*
exchanger. However, the frequency of stimulation does not
allow for a complete Ca?* removal by the SR as the rate of
Ca®* uptake decreases (43). These combined factors will lead
to an increase in cytosolic [Ca? '] (21) that will alter excitation-
contraction coupling, contractility, and, subsequently, viability
of the muscle cells. Thus another mechanism must be upgraded
to reduce the increased long-term cytosolic [Ca2*);. The results
from our DSC measurements show that the changes in TT
Ca®*-ATPase hydrolytic and transport activities are accompa-
nied by conformational changes of the TT membrane proteins.
Thereby we propose that endurance exercise upgrades the TT
Ca?* pump. This modification leads to an increased TT ATP-
dependent Ca®* transport and thus to an increased transfer of
Ca®* out of the cell into the TT lumen. The changes described
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in the present study cannot be attributed to the morphological
changes of the TT system that have been observed during and
after chronic low-frequency muscle electric stimulation (15,
16). Chronic low-frequency electric stimulation decreases the
TT system density. If this had happened during the long-term
exercise, it would have led to a decrease in the density of the
TT Ca®* pump and thereby to a decrease, not an increase, in
total Ca®* pump activity.

In conclusion, the experiments described in this paper sup-
port the idea that two of the most important changes resulting
from endurance exercise are the upgrading of the TT Ca?*
pump and the Mg?*-ATPase activity. The upgrading of the
activity of the Ca®>* pump may become one of the homeostatic
compensatory mechanisms to handle the changes in [Ca®*];
that take place during endurance exercise. Otherwise, during
prolonged muscular activity, i.e., endurance exercise, resting
[Ca®*]; may increase long term. This long-term increase in the
cytosolic Ca?* content would seriously impair the function of
skeletal muscle. Ca®* is an activator of the protease calpain,
which has been found in skeletal muscle (11). Calpains pro-
duce proteolysis (13, 45) and also decapitation of dystrophin
(9). Therefore, an excessive amount of Ca** will cause an
overproduction of calpains, which may lead through the com-
bination of the above effects to severe muscle damage. Unless
this long-term increase in resting [Ca®*]; is lowered by the
upgraded TT Ca®* pump shortly after training starts, it would
lead to proteolysis and cell damage (13, 14, 45). The precise
nature of the conformational changes described in this paper
remains unknown. We are presently investigating the nature of
these conformational changes.
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