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RESUMEN.

La ATPasa de calcio de la membrana plasmatica (PMCA) es una enzima de gran
importancia en la célula eucarionte que utiliza la hidrdlisis de ATP para expulsar el ca”™
del citoplasma hacia el espacio extracelular, regulando de manera fina las
concentraciones intracelulares del cation. La cinética de la enzima es distinta en el
hepatocito dado que no es regulada por calmodulina y no es inhibida por vanadato.
Ademas, diversas hormonas y el ambiente lipidico que la rodea tienen gran importancia
en su regulacion. Nuestro grupo de trabajo ha demostrado de manera especifica que el
colesterol regula la actividad enzimatica de PMCA en diferentes tejidos. Asimismo, hemos
demostrado previamente que el colesterol confiere termoestabilidad a la enzima. En este
trabajo se explora por primera vez, el papel que desempena el colesterol de la membrana
plasmatica del hepatocito, como regulador de la actividad enzimatica de la PMCA.
Destaca el hecho de que la actividad de la enzima se ve disminuida de manera importante
cuando las preparaciones de membranas se depletan parcialmente de colesterol en
presencia de metil-B-ciclodextrina (MBCD) a distintas temperaturas de preincubacion.
Este resultado contrasta con trabajos previos en preparaciones de membranas de
sarcolema y de eritrocito en donde la actividad de PMCA aumenta cuando se retira
colesterol de las membranas. Con base en lo reportado en la literatura, es factible que la

asociacion de PMCA a dominios tipo balsa lipidica permita explicar lo observado.



I.  INTRODUCCION.

La membrana plasmatica es un complejo sistema dinamico compuesto por una
gran diversidad de lipidos y proteinas integrales. Dicho sistema desempena las funciones
de contener, delimitar y proteger el contenido intracelular con el medio externo, ademas
de tener la caracteristica de ser permeable selectivamente.

Todas las membranas de las células eucariontes poseen una matriz de lipidos
basica comun, compuesta de fosfolipidos, glicolipidos y esteroles; en animales el esterol
predominante es el colesterol (Fig. 1).

Se conoce ampliamente el papel que desempefia el colesterol sobre la
permeabilidad de la bicapa lipidica, ya que refuerza su caracter como barrera permeable.
Las moléculas de colesterol se orientan con sus grupos OH hacia las cabezas polares de
los fosfolipidos, mientras que sus anillos esteroideos, planos y rigidos inmovilizan las
regiones de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos mas cercanas a las cabezas
polares, dejando el resto de la cadena mas flexible (Fig. 1B). Al disminuir la movilidad de
los primeros -CH2- de las cadenas hidrocarbonadas, el colesterol permite a la bicapa
lipidica ser mas rigida en esa regién, evitando de esa manera el libre flujo de moléculas
pequenas solubles como iones, glucosa o agua (Gier y col. 1969., Finkelstein, 1976).
Asimismo, el colesterol actia como modulador del grosor de la membrana plasmatica, ya
que al encontrarse intercalado con las cadenas acilo de los fosfolipidos tiende a disminuir
su flexibilidad y movilidad; de esa manera las cadenas incrementan su longitud y por lo
tanto el grosor de la bicapa (Aloia y Boggs 1985; Mitra y col. 2003). Una importante
caracteristica que confiere el colesterol a la membrana plasmatica es la capacidad de
modular su fluidez, debido a que el colesterol impide que las cadenas acilo de los
fosfolipidos se unan y cristalicen. Cuando la membrana plasmatica se encuentra en

estado fisico liquido-cristalino, el colesterol disminuye la movilidad de las cadenas acilo de



los fosfolipidos; en contraste, cuando la membrana se arregla en estado cristalino-rigido
(gel), el colesterol incrementa la movilidad de las cadenas acilo de los fosfolipidos. De
esta manera, el colesterol permite que la membrana plasmatica se mantenga a
temperaturas fisioldgicas dentro de una fase liquida ordenada (Aloia y Boggs 1985;
Ortega y Mas-Oliva 1984).

1.1 Dominios de membrana ricos en colesterol

En los ultimos afos el colesterol ha cobrado relevancia como componente esencial
en la formacion de microdominios lipidicos (ML) en la membrana plasmatica. Tales
dominios son conocidos comunmente como balsas lipidicas (lipid rafts). Los ML son
estructuras que fueron caracterizadas como segmentos membranales resistentes a la
solubilizaciéon por detergentes no ibénicos como el Tritdn X-100, debido a que se
encuentran altamente enriquecidos en colesterol y esfingolipidos (Brown, 1998; Munro,
2003). Se ha postulado que estos dominios poseen las siguientes caracteristicas:
tendencia a formar una fase de estado fisico liquido-ordenado en mayor grado que el
resto de la membrana, tener baja densidad y presentar un grado elevado de asociacion
entre sus lipidos. Estas caracteristicas les confieren a los ML la capacidad de “flotar”
sobre la membrana, formando una especie de plataforma. Ademas, se tiene evidencia de
proteinas asociadas a estas estructuras tales como: proteinas ancladas por GPI
(glucosilfosfatidilinositol), GTPasas, cinasas y receptores a diferentes ligandos como
hormonas y neurotransmisores, los cuales estan involucrados en la activacién de diversas
cascadas de senalizacion celular como: las vias de recambio de fosfoinositidos-calcio,

ERK-MAP cinasas entre otras. (Munro, 2003., Edidin, 2003).
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Figura 1. A) Simulacion de dinamica molecular de una bicapa de fosfatidil colina en diferentes
fases, y una membrana plasmatica. En verde las moléculas de agua, naranja, rojo y azul los
miembros que integran la cabeza polar del fosfolipido; finalmente en gris los grupos acilo
(tomado de Heller y col. 1993). B) Representacion esquematica de la estructura quimica del
colesterol.



Por lo anterior, diversos autores han propuesto que la existencia de los ML incrementa la
eficiencia de la transducciéon de senfales, al facilitar las interacciones entre agonistas y
receptores. En disciplinas como la inmunologia, se ha sugerido que las balsas lipidicas
funcionan como plataformas de reconocimiento molecular y de entrada entre patégenos y
células huésped (Munro, 2003, Van der Groot y Harder, 2001).

Existen otros tipos de dominios lipidicos denominados caveolas (Fielding y Fielding
2000; Isshiki y Anderson, 2003). Estas, al igual que las balsas lipidicas, son dominios
ricos en esfingolipidos y colesterol; sin embargo, la diferencia entre balsas y caveolas
radica en que las caveolas forman invaginaciones en la membrana, debido a que
contienen proteinas denominadas caveolinas que permiten a dichos dominios adoptar una
forma concava (Fig. 2).

Asociados a las caveolas, se ha determinado la existencia en mayor proporcion de
proteinas encargadas de regular la homeostasis del calcio intracelular, como lo son el
intercambiador de Na*/ Ca®'y la ATPasa de calcio de la membrana plasmatica (PMCA),
objeto de este trabajo. (Fielding y Fielding 2000; Isshiki y Anderson, 2003). De manera
concreta se ha demostrado en membranas de células pulmonares (Fugimoto, 1993)
células mesoteliales peritoneales, muasculo cardiaco, muasculo liso y endoteliales
basolaterales (Schnitzer y col, 1995) que la PMCA se encuentra hasta 25 veces mas
concentrada en las caveolas que en el resto de la membrana plasmatica, lo cual sugiere
la importancia de estos dominios en la regulacidén de las funciones celulares dependientes
de calcio. (Fujimoto, 1993; Schnitzer y col, 1995).

De gran interés para nuestro grupo, ha sido explorar la capacidad del colesterol
membranal como regulador de la actividad enzimatica de PMCA. Trabajo realizado en

nuestro laboratorio asi como por otros autores, propone que el colesterol regula los
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Figura 2. Esquemas representativos de los microdominios lipidicos. A) Balsa lipidica. B) Caveola
(tomadas de Sonnino y Prinetti, 2009). C) Imagen tridimensional de balsas lipidicas modelo
tomada con microscopio de fuerza atomica. La preparacion se realizo con una mezcla binaria de
lipidos 1,2-dioleil-sn-glicerol (negro) y esfingomielina (naranja) obteniendo dominios tipo balsa
lipidica que se separan del resto de la membrana. Los picos sobresalientes representan proteinas
unidas por GPI las cuales se posicionan preferentemente sobre los microdominios (tomada de
Tresset. 2009). D) Electronmicrografia de corte transversal de fibroblastos, en la cual se puede
observar una caveola (tomada de Anderson, 1993).



cambios conformacionales de las enzimas membranales para realizar su funcién (Yeagle
y col. 1988; Ortega y col. 1984).

Previamente hemos demostrado el efecto del colesterol sobre la ATPasa de calcio
de la membrana plasmatica de sarcolema cardiaco, mostrando que altos niveles de
colesterol correlacionan con una baja actividad de ATPasa, y viceversa, bajas
concentraciones de colesterol determinan un aumento en la capacidad hidrolitica de la
bomba de calcio (Ortega y Mas-Oliva, 1984). El mismo efecto fue reportado por el grupo
de Yeagle para la ATPasa Na® - K* de fantasmas de eritrocito humano y de células de
rindn, mostrando que la incorporacion de altas concentraciones de colesterol promueva
que la actividad basal de la ATPasa disminuya alrededor de 50%, en comparacion con la
actividad de membranas nativas (Yeagle, 1983., Yeagle y col. 1988).

Asimismo, demostramos en preparaciones de membranas microsomales de
musculo cardiaco de bovino enriquecidas con colesterol, que la PMCA adquiere
termoestabilidad a rangos de temperatura superiores a la fisiolégica (42° 60°) en
comparacién con membranas nativas en donde se observa un abatimiento de la actividad
de hidrélisis a este rango de temperatura. Posiblemente el colesterol a altas temperaturas
actla cooperativamente con el sistema para conferir a la enzima una conformacién
estructural estable frente al cambio fisico ejercido sobre la fluidez de la membrana (Ortega
y col., 1996; Santiago-Garcia, y col. 2000; Mas-Oliva y Delgado-Coello, 2007).

1.2 Caracteristicas generales de la ATPasa de Ca** de la membrana
plasmatica

La ATPasa de calcio de la membrana plasmatica es una enzima que mediante la
hidrélisis de ATP expulsa Ca®* del citoplasma hacia el espacio extracelular, regulando de
manera fina las concentraciones intracelulares del catidon. Fue descrita por primera vez en

fantasmas de eritrocito humano por Schatzmann en 1966, y presenta una amplia



distribucién en células eucariontes (Fujimoto 1993; Wang y col., 2004; Domi y col., 2007).
La PMCA representa cerca del 0.01-0.1% del total de proteina membranal (Knauf y col.,
1974; Carafoli, 1992), sin embargo es uno de los principales sistemas de expulsién y
regulacién de los niveles de calcio citoplasmico.

La familia de las bombas de calcio consta de cerca de 30 proteinas distintas
(Keeton y Shull, 1993). En el humano se conocen hasta 30 isoformas producto de 4
genes y 2 sitios principales de edicidon alternativa (sitios A y C). La mayoria de ellas se
expresa en diferentes estadios de desarrollo, y su expresién varia entre tejidos (Hammes
y col., 1994; Delgado-Coello y col., 2003; Sepulveda y col., 2006; Domi y col., 2007).

La bomba de Ca?* de la membrana plasmaética ha sido catalogada dentro de las
ATPasas tipo “P” por formar durante su ciclo catalitico un intermediario fosforilado (IF), lo
cual es caracteristica canénica de este tipo de bomba (Pedersen y Carafoli 1987). Otras
caracteristicas consideradas en general para las PMCA son:

e Requieren de Mg?* como cofactor.

e Se inhiben en presencia de vanadato y lantano.

e Poseen una masa molecular que oscila entre 134 y 140 KD.
e Su estequiometria entre Ca** /ATP es 1:1.

e En su mayoria son reguladas por calmodulina (CaM).

La PMCA es uno de los sistemas con mayor afinidad por el calcio, presenta una
Km basal alrededor de 20 puM, la cual en presencia de CaM aumenta hasta 0.5 uM
(Niggli y col. 1981). A pesar de exhibir alta afinidad por el catién, su capacidad de
transporte es baja, ya que transporta aproximadamente 0.5 nmoles/mg de proteina/seg,
en comparacién con la ATPasa de Ca?* de reticulo sarco endoplasmico (SERCA) que
exhibe una Km menor a 0.5 uM y su capacidad de transporte es cercana a los 70

nmoles/mg de proteina/seg (MacLennan 1970), asi como del intercambiador Na-Ca?*, que



muestra una afinidad por calcio de 0.3 uM. En funcién del transporte de calcio, la PMCA
muestra dos sitios de afinidad por ATP; un sitio de alta afinidad, que se considera el sitio
catalitico de la enzima y presenta una Km cercana a 1-2.5 yM mientras que el sitio de
baja afinidad muestra una Km alrededor de 145-148uM (Carafoli 1992; Carafoli y Guerini,
1997).

En ausencia de CaM, la ATPasa es activada por mecanismos alternos que tienen
efecto directo sobre su Km, tales como: la exposicidén de la enzima a fosfolipidos acidos o
acidos grasos poliinsaturados (Niggli y col., 1981; Luciana y col., 2007), tratamientos
proteoliticos (Taverna, 1980), fosforilacion en el sitio C por PKA o PKC, (Caroniy
Carafoli, 1981; Smallwood y col., 1988) y por la induccién de un estado oligomérico (Kosk-
Kosicka y Bzdega, 1988).

1.3 Topologia de la bomba de Ca** de la membrana plasmatica

Se ha sugerido con base al alineamiento multiple entre las secuencias de
aminoacidos de SERCA y PMCA, vy de los datos obtenidos del cristal de SERCA
(Toyoshima y col., 2000), programas computacionales de prediccidn de estructura
secundaria, perfiles de hidrofobicidad y de estructura terciaria, que la PMCA posee 10
cruces transmembranales que interconectan 4 unidades citoplasmicas. Dichas unidades
representan aproximadamente el 80% de la masa total de la proteina (Carafoli 1992;
MacLennan, 1970) (Fig.3).

La primera unidad citoplasmica corresponde al extremo amino terminal y esta
constituida por 90-100 residuos de aminoacidos, dependiendo de la isoforma que se trate.
La segunda unidad incluye al sitio A adyacente al sitio de unién con fosfolipidos. El tercer
dominio contiene el sitio catalitico o el sitio de fosforilacion correspondiente al Asp 475 en
el que se forma la unién covalente con el fosfato y del ATP; ademéas contiene el residuo

conservado de (Lys 609) el cual se encarga de fijar el ATP. La cuarta unidad corresponde



al carboxilo terminal de la proteina, donde se localiza el sitio de unién a CaM (sitio C)
(Fig 3).

El analisis del segmento de unién a CaM, se realizé por digestion parcial de la
ATPasa con tripsina, (James vy col. 1988; Zurini y col 1984; Benaim y col. 1984) donde
se observé la formacién de fragmentos con peso molecular de 90, 85, 81 y 76 KD. Los
fragmentos correspondientes a 90 KD presentaron baja actividad basal, sin embargo en
presencia de CaM y fosfolipidos los fragmentos muestran actividad hidrolitica de ATP.
Los fragmentos de 85 y 81 KD exhibieron pérdida de sensibilidad a CaM pero
conservaron su afinidad por los fosfolipidos. Finalmente los fragmentos de 76 KD
perdieron su afinidad por CaM y fosfolipidos.

La remocién del sitio de union a CaM, durante la formacién de dichos fragmentos,
conducen consecuentemente a la recuperacion parcial de la actividad basal de la
bomba, sugiriendo que dicho segmento actia como un dominio autoinhibitorio, es decir,
que posiblemente dicho fragmento se une a diferentes sitios de regulacion de la bomba

como son el sitio catalitico y el de interaccion con fosfolipidos.






Figura 3. Topologia de la bomba de calcio de la membrana plasmatica. EI modelo se propuso
inicialmente con base a la secuencia de SERCA, la proteina presenta 10 -cruces
transmembranales (M) conectados por dominios citoplasmicos. La primera unidad es el extremo
amino (N), la sequnda asa citoplasmica contiene el sitio A vecino al sitio de union a FL y un sitio
de interaccion con el dominio autoinhibitorio de calmodulina (CaM) (A). La tercera asa
citoplasmica contiene el sitio catalitico donde se une ATP, asi como el sitio de fosforilacion (P).
Finalmente la unidad que protruye del cruce transmembranal 10, representa el extremo carboxilo
terminal, el cual contiene el sitio de union con CaM y en algunas isoformas un dominio PDZ que
reconoce residuos hidrofobicos ubicados en el extremo carboxilo terminal de pequerios péptidos.
En la parte inferior se muestra la imagen del cristal de SERCA reportado por Toyoshima y col.
2000, el cual confirma el modelo propuesto inicialmente para PMCA.

Bomba truncada en el
Bomba intacta extremo carboxilo

dominio de
Lo &
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N "__—35)
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Figura 4. Esquema que visualiza el rol del dominio de uniéon a CaM durante la inhibicion catalitica
de la bomba de calcio. (Falchetto y col. 1991).



La idea de que el sitio de unién a CaM interacciona con otros segmentos de la
ATPasa para inhibir su actividad catalitica, fue demostrada a través de la exposicion de la
enzima truncada en el extremo carboxilo (por la proteasa calpaina) a un analogo sintético
fotoactivable de dicho sitio.

Los resultados demostraron que este fragmento interacciona con el sitio catalitico
de la bomba y con el dominio regulado por fosfolipidos (Falchetto y col., 1991).
Hipotéticamente, en ausencia de CaM el extremo carboxilo interacciona con sus sitios
receptores, evitando la activacién continua de la bomba (Fig. 4). En conclusién, cuando
CaM interactia con su dominio de unién, se desprende el fragmento de sus sitios
receptores y se favorece la formacién de la fosfoenzima. Ademas de su participacion
como regulador de la actividad catalitica, el segmento carboxilo posee sitios de
reconocimiento a las proteinas cinasas PKA y PKC (Wang, y col. 1991) que participan en
la activacion de diversas cascadas de sefalizacién celular.

1.4 Ciclo catalitico de la ATPasa de Ca** de la membrana plasmatica

Debido a que PMCA posee la capacidad de formar intermediarios fosforilados (IF)
en presencia de Ca** y ATP, se le ha clasificado dentro de las ATPasas tipo P (Pedersen
y Carafoli, 1987). En la figura 5 se muestra el esquema resumido del ciclo catalitico

propuesto para esta enzima.



C02+

E,~ P+ ADP
ATP—I—E< T

>
Pi +E; E,~ P

COQ-I—

Figura 5 Diagrama simplificado del ciclo catalitico de la ATPasa de Calcio de la membrana

plasmatica.

Basicamente el esquema representa dos estados conformacionales llamados E1 y
E2. Aparentemente estas dos conformaciones poseen diferente afinidad por calcio, asi
como una orientacién diferente en el plano de la membrana. La conformacion de alta
afinidad (E1) se orienta hacia el citoplasma mientras que la conformacién de baja afinidad
por Ca®* (E2) se orienta hacia el exterior cuando la enzima realiza su trabajo de expulsién
de calcio (Mas-Oliva y Varela, 1987).

La hidrélisis del ATP es favorecida a concentraciones micromolares de Mg?*, el
cual acelera la hidrolisis del enlace y del ATP favoreciendo un estado conformacional
transitorio E1-Ca®*-P de alta reactividad a un estado transitorio de baja reactividad E2-
Ca?*-P. Una vez que el Ca** es liberado, se forma E2-P. Algunos autores proponen que
esta conformacion expone el enlace acilo-fosfato a un ambiente hidrofilico que lo hace
susceptible a ser hidrolizado, liberando de esa manera el Pi y formando E2 + Pi. Una vez
que el Pi es liberado, la enzima regresa al estado inicial E1 (Rega y Garrhan, 1975;

Allen y col.,, 1987). Nuestro grupo de trabajo demostr6 que CaM acelera la



desfosforilacion del intermediario fosforilado, de manera que CaM estimula tanto el
transporte de calcio como la velocidad del ciclo catalitico de la enzima (Mas-Oliva, 1992;
Delgado-Coello y col.1996).

Con respecto al ciclo reverso (E2—» E1) que implica la formacion de ATP a partir
de ADP y Pi, nuestro grupo de trabajo evidenci6 en membranas de eritrocitos, que al
incrementar la hidrofobicidad del medio y las concentraciones de Ca** en el mismo, la
actividad hidrolitica de ATP disminuye y se observa un aumento en la sintesis de dicho
nucleétido (Mas-Oliva, 1985; Mas-Oliva, 1992), lo que concuerda con los datos
previamente establecidos para la ATPasa de reticulo endoplasmico (De Meis y col.,
1981).

Resulta sorprendente que exista un mecanismo de generacion de un compuesto de
alta energia como es el ATP a partir de compuestos fosfatados de baja energia como son
el ADP y el Pi, sin el requerimiento de gasto energético. Una propuesta para explicar el
ciclo reverso es mediante la energia de desolvatacion, lo que implica la importancia del
ambiente hidrofobico alrededor del sitio activo de la ATPasa. El aumento en la
concentracion de calcio favorece que las moléculas de agua que se encuentran rodeando
tanto al sitio catalitico como al ADP y Pi se unan al cation; de esta manera el sitio activo
y los compuestos fosfatados resultan deshidratados, permitiéndole a la enzima llevar a
cabo la sintesis de ATP a partir del ADP y al Pi (De Meis y Alves, 2004). Esta
conservacion energética mostrada por PMCA en el ciclo reverso, fue demostrada en
nuestro laboratorio en células derivadas de hepatoma AS-30D (Mas-Oliva y col. 1991).

1.5 Planteamiento del problema.

El hepatocito es una célula altamente polarizada con una membrana plasméatica
dividida en tres grandes dominios: el dominio sinusoidal, que mantiene contacto con el

aporte sanguineo proveniente de la vena porta, en donde se encuentran receptores de



hormonas, factores de crecimiento y metabolitos; el dominio canalicular responsable de la
secrecion biliar, y finalmente el dominio basolateral el cual contiene diferentes complejos
de comunicacion con hepatocitos adyacentes (desmosomas y uniones gap Yy
canaliculares) (Calvo y col. 2001). En el higado la PMCA exhibe diferencias bioquimicas
importantes respecto a ATPasas de otros tejidos; en la tabla I se muestran las diferencias
existentes entre la PMCA de higado y la PMCA del eritrocito. Cabe mencionar que ahora
se sabe que las isoformas mas abundantes en higado son la 1, seguida de la isoforma 4
(Stauffer y col. 1993; Howard y col. 1994; Delgado-Coello y col., 2003), en contraste con

el eritrocito, donde la mas abundante es la isoforma 4 (James y col., 1988).

Tabla I. Diferencias especificas entre la bomba de Ca** de la membrana plasmatica de
hepatocito y eritrocito (modificado desde Schatzmann 1966 y Kasler 1990).

Caracteristica PMCA PMCA
Higado Eritrocito
Peso molecular. 110-200 KD. 134-140 KD.
Regulacion por CaM. No Si

Afinidad por ATP Sitio alta afinidad 81 uM Sitio alta afinidad 1-2.5 uM

(Km). Sito de baja afinidad 10 Sito de baja afinidad 148
mM uM
Afinidad por Ca** 1.6-0.017 uM. 0.5—20 uM.
(Km).

En el caso especifico del higado, se ha descrito que la PMCA no es regulada por
CaM; por lo que se ha dificultado su purificacion por métodos convencionales. Sin
embargo, cabe mencionar que aunque aparentemente la enzima no responde a CaM,
Kessler en 1990 demostrd bajo condiciones desnaturalizantes que la PMCA une CaM
en concentraciones de entre 1 y 3 nM, es decir, con mayor afinidad que la ATPasa de
eritrocitos cuya Kd es de 4 nM (Graf y Penniston, 1981). Por ello, se sugiere que

posiblemente el sitio de unién a CaM se encuentre enmascarado (Kesslery col. 1990).



La regulacién de las ATPasas hepaticas es aun mas compleja debido a que
intervienen hormonas como vasopresina, epinefrina, calcitonina, glucagén y por un
péptido derivado de la hidrélisis de glucagdn por accién endopeptidasas hepaticas,
denominado miniglucagén (Lotersztajn y col., 1981; Lin y col. 1983; Prpic y col., 1984;
Lotersztajn y col., 1987; Lotersztajn y col., 1990; McKenzie y col., 1990; Jouneaux y col.,
1993).

Desde hace tiempo en nuestro laboratorio comenzé a estudiarse el comportamiento
cinético de la ATPasa de calcio del higado de rata, utilizando células derivadas del
hepatoma AS-30D y de higado en regeneracién, usados como modelos de crecimiento
acelerado pero controlado. En ambas condiciones se demostré que la PMCA posee
actividad enzimatica sustancialmente menor con respecto a células normales, sugiriendo
en ambos casos que la variacién cinética pudiera explicarse por posible expresién
diferencial de isoformas o incluso por la presencia de isoformas nuevas de PMCA (Mas-
Oliva y col., 1991). Siguiendo la linea de investigacién Delgado-Coello y col, estudiaron la
expresion de transcritos de PMCA 1 y 4 (consideradas constitutivas en diversos tejidos)
en células AS-30D y en regeneracion, demostrando que PMCA 1 presenta un mayor nivel
de expresion en todas las condiciones estudiadas, mientras que la PMCA 4 mantiene una
menor expresién en general, pero aun mas baja en higados en regeneracién. A nivel de
proteina destaca que se encontré mayor cantidad de ATPasa/mg en higados en
regeneracion respecto con higados normales (Delgado-Coello y col. 2003).

Por otro lado, en referencia al papel del colesterol en la regulaciéon de la enzima,
hemos demostrado en membranas plasmaticas de musculo cardiaco de conejo, que la
deplecion de colesterol afecta la Vmax de la enzima, provocando incremento de la tasa
catalitica de la ATPasa, lo que sugiere que el colesterol pudiera interactuar directamente

con alguna region transmembranal de la enzima para regularla (Mas-Oliva y Santiago-



Garcia, 1990). Estas observaciones concuerdan con lo establecido por Pang y col.
quienes reportaron disminucién de la actividad catalitica de la bomba en membranas de
cerebro porcino enriquecidas con colesterol (Pang y col. 2005). No obstante dichas
observaciones contrastan con lo reportado por Jiang y col. quienes determinaron una
disminucion en la actividad de la bomba cuando se depleta el colesterol de cultivos
primarios de neuronas derivadas de hipocampo de embriones de rata (Jiang y col. 2007).
En este contexto, es factible decir que en diferentes tejidos, la PMCA responde de manera
diferente frente a los cambios de colesterol en la membrana plasmatica. En el caso
especifico del higado, no se conoce la posible dependencia de PMCA y dominios
enriquecidos en colesterol. Dado que el colesterol es parte esencial de los dominios
lipidicos, a los que se considera como plataformas de activacion e inactivacién de
cascadas de senalizacion celular que determinan la funcionalidad de la célula, en
especifico ante cambios en su entorno, es posible que la asociaciéon entre PMCA vy
dominios ricos en colesterol sea clave en la regulacién del calcio intracelular que dicta las
caracteristicas morfofisiolégicas de un tejido especifico.

Considerando las caracteristicas bioquimicas que exhibe la PMCA en el higado, vy
que mas del 30% de los lipidos de la membrana plasmatica del hepatocito se encuentra
constituida por colesterol, el objetivo de este trabajo fue estudiar el papel que ejerce
dicho lipido sobre la actividad de la ATPasa de Ca** de la membrana plasmatica de
hepatocitos. Asimismo, determinar la posible asociacién de la enzima con dominios ricos

en colesterol.



II. HIPOTESIS

Con base en el conocimiento de la coexistencia de la PMCA con dominios
con alto contenido de colesterol en diferentes tejidos, es probable que la deplecion
parcial de colesterol en la membrana plasmatica del hepatocito permita definir
cambios en la actividad de la ATPasa, lo que a su vez indique un punto importante

en su regulacion.

III. OBJETIVOS.

> Objetivo general.

Determinar el efecto que ejerce un cambio controlado de concentracion de
colesterol membranal sobre la ATPasa de Ca** de la membrana plasmatica del

hepatocito.
> Obijetivo particular.

Analizar la posible asociacién de la ATPasa de Ca®* de la membrana plasmatica

del hepatocito, a dominios ricos en colesterol como balsas lipidicas y caveolas.



IV. MATERIALES Y METODOS.

Las sales, amortiguadores y el compuesto metil-B-ciclodextrina (MBCD) fueron
adquiridos de Sigma Chemical Company. Los reactivos para el cultivo celular se
obtuvieron de Gibco Invitrogen. La enzima colagenasa IV fue adquirida de Worthington.
Los inhibidores de proteasas, asi como la coldgenasa | y la pronasa fueron proveidas
por Roche. Para la determinacion de proteina, se utilizé el sistema micro BCA de la marca
Pierce. La deteccion de colesterol se determind mediante el sistema fluorométrico Amplex
Red Cholesterol Assay kit de la marca Invitrogen. Finalmente el anticuerpo general anti-
PMCA clona 5F10 fue adquirida de la compania Affinity Bioreagents, Inc.

4.1 Aislamiento y cultivo de hepatocitos.

Para el aislamiento de hepatocitos, se usaron ratas macho con un peso
aproximado de 250 g las cuales fueron anestesiadas con ketamina (40-80 mg/Kg) y
xilazina (5-10 mg/Kg) previo a la perfusion del higado. Para la perfusion se usé solucion
fisiologica Krebs-Ringer (KR) y posteriormente se digirié el higado con colagenasa IV al
0.05%, para disociar los hepatocitos de acuerdo con el protocolo de Berry 1969. Los
higados digeridos fueron centrifugados a 500 rpm durante 2 minutos, el sobrenadante
resultante se desechd y las pastillas se recuperaron y lavaron varias veces con KR con el
fin de aumentar la concentracion de hepatocitos viables. Los hepatocitos fueron
resuspendidos en KR y diluidos (v/v) en una solucién isosmética de Percoll (45 ml
Percoll/4.5 ml de solucién Hanks 10x y 0.5 ml de HEPES 1M) y se centrifugaron a 800
rom por 5 minutos; las células se recuperaron de la pastilla y se sembraron en cajas de
Petri de 10 cm de diametro con medio de cultivo como se indica a continuacion.

Los hepatocitos obtenidos se resuspendieron en medio Dulbecco’s modificado por
Eagle's (DMEM), suplementado con 0.02% con albumina de suero bovino, HEPES 18

mM, piruvato de sodio 5 mM , bicarbonato de sodio 6 mM, 1 mg/ml de galactosa, prolina



30 uM , L-glutamina 2 mM , 10% de suero de bovino fetal, 5 ug/ml de insulina-transferrina-
selenita de sodio (ITS), estreptomicina 100 ug/ml, penicilina y gentamicina 100U/ml y
0.25 ug de fungizona. Se sembraron una cantidad inicial de 2.5 x 10° células,
posteriormente se trataron por 3 horas en una atmoésfera 5% de CO./ 95% de aire
atmosférico a una temperatura de 37°C. La viabilidad se estim6é por el método de
exclusion con azul tripan.

4.2 Aislamiento de las membranas plasmaticas de hepatocitos.

Las membranas plasmaticas fueron preparadas de acuerdo al método modificado
de Mattingly y col. (Mattingly y col., 1992; Vazquez-Prado y col., 1997) usando hepatocitos
frescos. Los hepatocitos fueron lisados en 0.5ml de un amortiguador con la siguiente
composicion: HEPES 20mM, EDTA 5mM, inhibidores de proteasas (PMSF 0.1 mM,
inhibidor de tripsina 0.1 mg/ml, pepstatin A 0.1 mg/ml, leupeptina 0.1 mg/ml, antipain 0.1
mg/ml, benzamidina 0.1 mg/ml, aprotinina 0.1 mg/ml y B- glicerolfosfato 1 mM) durante 20
minutos a 4°C. Posteriormente los hepatocitos se homogenizaron con alrededor de 40
choques usando un homogenizador de teflén sobre hielo; el homogenizado se centrifugd
a 1500 x g durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante se conservd y la pastilla se
resuspendié de nuevo en el mismo amortiguador, la cual fue nuevamente homogenizada
con 20 choques y centrifugada como se menciond anteriormente. El segundo
sobrenadante se mezcld con el primero y se centrifug6 a 20,000 x g durante 20 minutos a
4°C. Dado que la pastilla contiene la fraccion de las membranas, ésta se recuperd y
resuspendié en un amortiguador de Tris-HCI 50 mM, MgCl, 10 mM pH 7.5, para ser

guardadas a —70 °C hasta ser utilizadas.



4.3 Caracterizaciéon de la fraccion obtenida de membranas plasmaticas de

hepatocitos.

Actividad enzimatica de ATPasa de calcio en presencia de inhibidores especificos

Para la caracterizacién de las membranas, se determiné la liberacién de Pi a partir
de ATP a 37°C en presencia de inhibidores especificos de otras ATPasas (Tabla 2):
tapsigargina 1 uM/ml (en DMSO 0.5%) para SERCA, azida de sodio 1 mM para
ATPsintetasa de membrana mitocondrial, ouabaina 0.5 mM para la ATPasa Na'™-K*. Se
preincubaron 2.0 mg/ml de preparaciones de membranas durante 15 min. a 37°C con
cada uno de los inhibidores. Los controles en ausencia de los compuestos fueron
incubados en paralelo agregando solo el amortiguador (Tris-HCI 50 mM, MgCl, 10 mM a
pH 7.5) y amortiguador + DMSO 0.5%, para experimentos con tapsigargina.

Al término de la preincubacién con los inhibidores, las muestras se centrifugaron a
40,000 x g/30 min en un rotor TLS-55 posteriormente se retird el sobrenadante, se
recuperd la pastilla y se resuspendié al volumen inicial de las membranas con un
amortiguador de Hepes 25 mM y MgCl, 10 mM pH 7.4 para las determinaciones de
actividad de ATPasa. Dichas determinaciones se realizaron por triplicado mediante el

método de Lanzzeta usando, 50 ug de proteina (Lanzetta y col., 1979).

Tabla Il. Inhibidores especificos para diversas ATPasas.

Inhibidor Proteina blanco Ubicacion
Ouabaina 0.5mM ATPasa Na*-K* Membrana plasmatica
Azida de sodio TmM ATP sintetasa Mitocondria

Tapsigargina 1 uM SERCA Reticulo endoplasmico




Actividad enzimatica de ATPasa (Na *- K*).

La actividad hidrolitica de la ATPasa (Na'-K*) fue determinada mediante
modificaciones a la técnica descrita por Post (Post, y Sen, 1967). La reaccién se inici6
adicionando 50 ug de proteina a la mezcla de reaccion Imidazol-Glicilglicina pH 7.6 30
mM, MgCl, 4 mM, NaCl 100 mM, KCI 25 mM, ATP 4.5 mM, EGTA 0.1 mM en un
volumen final de 400 pl. La mezcla fue incubada a 37 °C durante 15 min. La reaccién se
detuvo adicionando 100 pl de TCA al 10% que posteriormente se centrifugd a 3500 rpm
en una centrifuga clinica durante 15 min. Finalmente se tomaron 300 pl del sobrenadante
para la determinacién de Pi mediante el método de Lanzetta (Lanzetta, 1969).

4.4 Deplecion del colesterol de la fraccion de membranas plasmaticas.

Para depletar de manera parcial el contenido de colesterol de las membranas
plasmaticas de los hepatocitos, se utiliz6 el compuesto metil-B-ciclodextrina (MBCD)
(Kilsdonk y col., 1995), del cual se prepard una solucion madre a una concentracion de
100 mM en agua desionizada que posteriormente se guardé en alicuotas a -20°C. Se
incubaron alicuotas de membranas totales de hepatocitos por triplicado utilizando 25 pg
de proteina por muestra, en un rango de concentraciones finales que fueron desde 0
hasta 10 mM de MBCD a 3 diferentes temperaturas de preincubaciéon (25°, 37°y 50°C)
durante 30 minutos. Los controles en ausencia del compuesto fueron incubados en
paralelo agregando solo el amortiguador Tris-HCI 50 mM, MgCl,, 10 mM pH 7.5 para
completar un volumen final equivalente para todas las muestras. Al término de la
preincubacién con MBCD las muestras se centrifugaron a 40,000 x g/30 min en un rotor
TLS-55, posteriormente se retird el sobrenadante y se lavd la pastilla en el mismo
amortiguador para centrifugar de nuevo como anteriormente se describid. Se recupero la
pastilla y se resuspendi6é al volumen inicial de las membranas con un amortiguador de

Hepes 25 mM y MgCl, 10 mM (pH 7.4) para las determinaciones de actividad de ATPasa.



Las determinaciones de actividad especifica se llevaron a cabo usando 25 ug de proteina
por punto de ensayo, haciendo triplicados por concentracion. La reaccion enzimatica a
37°C se inici6 agregando la siguiente mezcla de reaccién: CaCl, 10uM, MgCl, 1.5 mM,
MOPS pH 7.4 20 uM, KCI 250 uM, EGTA 1 mM y ATP 200 mM, que se detuvo a los 10
minutos. La cantidad de Pi liberado de la reaccidén se cuantific6 mediante el método de
Lanzzeta (Lanzettay col., 1979).

4.5 Cuantificacion de colesterol en la fraccion membranal de hepatocitos.

La cuantificacion de colesterol se realiz6 en muestras de membranas tratadas con
MBCD asi como membranas sin tratamiento. Para ello se prepard una curva estandar de
colesterol 0-8 ug/ml (0 a 20 uM) y se prepararon las muestras siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los ésteres de colesterol son digeridos por la enzima colesterol esterasa
para formar colesterol, el cual se oxida por la enzima colesterol oxidasa para formar H>O,.
El peroxido es detectado con el compuesto 10-acetil-3, 7-dihidroxifenoxacina (reactivo
Amplex) en una relacién estequiométrica 1:1 en presencia de peroxidasa de rabano. La
reaccion se mide en un fluorémetro de placa marca Sinergy HT Biotek Instrument, Inc. en

condiciones de excitacion a 530 nm, y una emisiéon a 590 nm.



4.6 Aislamiento de balsas lipidicas.

Las membranas resistentes a la solubilizacién con detergente se aislaron con base
al método reportado por Gebreselassie (Gebreselassie y Bowen, 2004). Se usaron
higados previamente exanguinados los cuales se picaron con tijeras y despues se
homogenizaron en Ultraturrax. Partiendo de preparaciones de membranas de higado
total, las cuales fueron centrifugadas a 31,000 x g por 10 minutos. La pastilla obtenida fue
solubilizada durante 60 minutos en amortiguador TKM (Tris HCI 50 mM pH8, KCI 25 mM,
MgCl 5 mM y EDTA 1 mM) suplementado con Tritén X-100 a 1% en agitacion suave. El
lisado se centrifugd a 18,000 x g durante 10 minutos y se obtuvo el sobrenadante, el cual
fue ajustado con sacarosa a 40%. Posteriormente se colocaron las membranas ajustadas
en un gradiente de densidad de sacarosa 5 - 38%, para centrifugarse durante 21 horas a
135,000 x g en un rotor SW40. Las fracciones separadas, se colectaron del tubo de arriba
hacia abajo y a cada fraccién se le cuantifico proteina para determinar la actividad

especifica de PMCA y contenido de colesterol.



V. RESULTADOS

5.1 Caracterizacion de la preparacion de membranas.

Las fracciones crudas de membranas de hepatocitos tuvieron una concentracion
promedio de 5 mg/ml de proteina. Una vez cuantificada la proteina de nuestras
preparaciones, se determind el grado de pureza y enriquecimiento de las mismas. La
caracterizacion se realiz6 en primera instancia, mediante ensayos tipo Western blot en
busca de marcadores especificos de membrana plasmatica tales como: PMCA y ATPasa
Na*-K*. Se realizaron electroforesis en geles en condiciones desnaturalizantes de
poliacrilamida al 7.5 %, utilizando membranas plasméaticas de corazon y cerebro
solubilizadas como controles positivos para detectar ATPasa Na*™-K*. En el caso de la
deteccion de PMCA, se us6 como control positivo enzima purificada de eritrocitos
humanos (Fig. 6).

Como puede observarse en la tincion con rojo Ponceau de la figura 6.A, se obtuvo
una adecuada transferencia de proteinas contenidas en la muestra cruda de membranas
plasmaticas obtenida de los hepatocitos. Los ensayos tipo Western blot revelan la
existencia de PMCA (Fig 6.B) y ATPasa Na™-K" (Fig. 6.C), lo cual es el primer indicio de
que los extractos crudos de membrana se encuentran enriquecidos por membrana

plasmética.
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Figura 6. A) Membrana de nitrocelulosa tefiida con rojo Ponceau mostrando la transferencia de
proteinas en geles de poliacrilamida al 7.5%. Carril 1 marcador de peso molecular, carril 2
solubilizado de corazon, carril 3 solubilizado de higado, carril 4 solubilizado de cerebro B)
inmunoblot para la deteccion de PMCA; carril 1 marcador de peso molecular; carril 2 PMCA
purificada de eritrocito humano, carril 3 solubilizado de higado C) inmunoblot para la localizacion
de ATPasa Na* - K*; carril 1 marcador de peso molecular; carril 2 solubilizado de cerebro, carril 3
solubilizado de higado y carril 4 solubilizado de corazén. Por cada pozo se cargaron 20 ug de
solubilizado de proteina, los carriles con PMCA pura de eritrocitos se cargaron 2 ug de proteina

por pozo.

Paralelamente, se realiz6 la determinacién de actividad especifica de ATPasa Na™-
K*y de ATPasa de Mg*; los resultados se muestran en la figura 7. Nuestros datos
demuestran la presencia de actividad enzimatica de la ATPasa Na*-K* considerada como
marcadora especifica de membrana plasmatica, o que permite pensar que la preparacion
de membranas se encuentra enriquecida por membrana plasmatica. Destaca que la
actividad atribuible a la ATPasa de Na*-K" es solo una pequefia parte de la actividad basal
dada por Mg®* . De manera consistente, la actividad de ATPasa Na*-K* es coherente con

el resultado obtenido en el Western blot para la deteccion de dicha enzima (Fig. 6.C).
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Figura 7. Actividad especifica de la ATPasa Na’ - K*. La barra azul corresponde a la actividad
enzimatica de la ATPasa de Mg**, la barra color naranja representa la actividad enzimética de
Na® - K*. Los resultados muestran el promedio de actividad especifica de dos experimentos con 3
repeticiones cada uno + D.E.



Alternativamente, la contribucion de membranas contaminantes en nuestra
preparacion se evalué mediante la cuantificacion de actividad especifica de ATPasa de
calcio en presencia de inhibidores especificos de ATPasas de diferentes membranas de
organelos celulares. Por ejemplo; tapsigargina se us6 como inhibidor de la ATPasa de
reticulo endoplasmico, azida de sodio como inhibidor de la ATP sintetasa y ouabaina
como inhibidor de la bomba Na*-K*. En la figura 8 se presenta la actividad especifica de
ATPasa de Ca®* en presencia de los inhibidores. La barra control representa la actividad
enzimatica basal de la ATPasa de Ca®" de la membrana plasmatica, la cual fue
considerada como el 100% de actividad. En presencia de ouabaina, se obtuvo un
porcentaje de inhibicion cercano a 8% sobre la actividad especifica de la bomba de
calcio; que indica que la contribucion de actividad de la ATPasa de Na'-K* es
relativamente baja en las determinaciones de actividad especifica de ATPasa de Ca*'y
en concordancia con lo observado en las figuras 6.C y 7. El porcentaje de inhibicion
mostrado en presencia de azida de sodio fue alrededor de 7%, lo cual sugiere la
presencia de membrana interna mitocondrial en nuestras preparaciones. La inhibicién de
15% con tapsigargina demuestra el mayor grado de contaminacion por membranas
provenientes de reticulo endoplasmico. Los resultados anteriores demuestran que las
preparaciones de membrana plasmatica de hepatocitos obtenidas se encuentran
enriquecidas en marcadores de membrana plasmatica con una proporcién considerada
dentro de lo aceptado en la literatura mundial por membranas de reticulo endoplasmico y

mitocondria (Mas-Oliva y col. 2007).
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Figura 8. Actividad especifica de ATPasa-Ca’* en membranas de hepatocitos de rata con
diferentes inhibidores de ATPasas. Las preparaciones se incubaron con ouabaina 0.5 mM, azida
de sodio 1 mM, tapsigargina 1uM disuelta en DMSO al 0.5% y DMSO 0.5%. Los datos son el

promedio de 2 experimentos de 3 repeticiones + D.E.



5.2 Efecto de MBCD sobre la actividad enzimatica de la ATPasa de Ca** de
la membrana plasmatica de hepatocitos de higado de rata.

El objetivo central de esta investigacion consistio6 en analizar el efecto de la
deplecion parcial de colesterol membranal sobre la ATPasa de Ca®* de la membrana
plasmatica de hepatocitos de rata. Para dicho propédsito utilizamos el compuesto
metil-B—ciclodextrina (MBCD) a concentraciones de 0 a 10 mM para retirar colesterol de
las membranas plasmaticas. La cuantificacién del colesterol de las membranas nativas
tratadas con MBCD se muestra en la Tabla III, donde se observa que no existe
disminucion aparente entre las concentraciones de colesterol de las membranas nativas y
las membranas tratadas con concentraciones bajas de MBCD. Sin embargo, se puede
apreciar un cambio importante en el contenido de colesterol en las membranas tratadas
con el compuesto a concentraciones superiores a 1 mM, alcanzando valores maximos de

deplecién cercanos al 90% de colesterol membranal en presencia de 10 mM de MBCD.

Tabla I11. Cuantificacion de colesterol de membranas nativas
de hepatocitos con MBCD.

Tratamiento MBCD [ng/ml ] % deplecion
colesterol
control 43.77 0
0.75 mM 49.26 0
1 mM 36.0 17.80
2 mM 23.48 46.15
3.5mM 22.60 48.0
5mM 20.24 53.73
10 mM 5.99 86.31

Los ensayos de actividad enziméatica fueron efectuados a 4 diferentes temperaturas

de preincubacién, los resultados se muestran en la Fig. 9.
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Figura 9. Efecto de MBCD sobre la actividad de PMCA de hepatocitos con diferentes temperaturas de preincubacion. Las preparaciones se
preincubaron durante 30 minutos a 10°C, 25°C, 37 °C y 50 C; al término de la preincubacion, se centrifugaron las membranas y se resuspendieron
en amortiguador HEPES 25 mM y MgCl. 10 mM pH 7.4. para posteriormente llevar a cabo la determinacion de actividad especifica. La grafica
representa el promedio de tres experimentos independientes para cada temperatura de preincubacion. En el recuadro se muestra la actividad
especifica de PMCA en un experimento independiente realizado a las diferentes temperaturas de preincubacion en ausencia de MBCD.



La figura 9 muestra un comportamiento bifasico de la enzima; donde se observa
que a concentraciones entre 0.5 y 2 mM de MBCD la actividad de la PMCA decae
abruptamente alcanzando un valor maximo de inhibicion cercano a 40% en relacién
directa con el contenido de colesterol remanente en las membranas (Tabla III). A
concentraciones de MBCD mayores a 2 mM la actividad alcanza una meseta que se
mantiene constante aun después de tratar las membranas con 10 mM de MBCD (datos no
mostrados), lo cual puede implicar que la PMCA requiere de una concentracidén especifica
de moléculas de colesterol que normalmente regula la actividad de la enzima. El
fendmeno se repitié en las cuatro condiciones de preincubacion, no obstante, la actividad
de ATPasa siempre fue mayor a 25°C respecto a las demas temperaturas probadas.
Nuestras observaciones se corroboraron mediante un ensayo de cinética en el cual se
puede observar que la temperatura afecta la actividad basal de la ATPasa de Ca*'
(inserto Fig. 9).

Con el fin de mostrar si la deplecién de colesterol mediada por MBCD en
sarcolema cardiaco se traduce en una disminucion importante en la actividad de ATPasa,
se realizaron una serie de experimentos preincubando a 37°C como se muestra en la
Figura 10, donde se observa que el efecto del tratamiento con MBCD sobre la actividad de

PMCA es inexistente en comparacion con lo observado en membranas de hepatocitos.
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Figura 10. Actividad especifica de la ATPasa de Ca’ de la membrana plasmaética de sarcolema
cardiaco posterior a la deplecion de colesterol con MBCD. La gréfica muestra el promedio de tres

experimentos + D.E.



5.3 Asociacion de PMCA a membranas resistentes a detergentes (DRMs).
Previamente hemos mostrado que la PMCA de hepatocitos depende de

concentraciones altas de colesterol membranal para poder alcanzar su maxima capacidad
catalitica (Fig. 9), fendbmeno en cual podria sugerir su posible localizacion dentro de
dominios ricos en colesterol como son las caveolas y las balsas lipidicas. Las balsas
lipidicas pueden ser aisladas de diferentes tipos celulares a bajas temperaturas y con
base a su insolubilidad en detergentes no idnicos, como es el caso del Tritén X-100 y a su
separacion en fracciones con gradientes discontinuos de sacarosa. El concepto general
de balsa lipidica radica en ser en esencia, una regiéon de la membrana resistente a la
solubilizacién con detergentes no iénicos, con alto contenido de colesterol asociado a
proteinas especificas y glucosilfosfatidilinositol, los cuales se colocalizan a bajas
densidades de sacarosa. En la figura 11 se muestra la caracterizacion general de las
fracciones de membranas incubadas con Tritén X-100 y separadas en un gradiente de
sacarosa.

En la figura 11. A se observa que la fraccion 5 contiene el mayor contenido de
proteina de todas las fracciones, el valor de densidad para tal fraccion corresponde a 28%
de sacarosa.

Por otra parte, se puede observar se puede observar que en las fracciones de baja
densidad (4-5), la actividad de PMCA se encuentra mayormente enriquecida (Fig. 11. B).
Asimismo, la fraccibn 5 muestra la mayor concentracién de colesterol coincidiendo con

una de las fracciones con mayor actividad (Fig. 11. B).
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Figura 11. Caracterizacion de las fracciones del gradiente de densidad de sacarosa. A) Perfil
proteinico de las fracciones resistentes a Triton X-100 (W), concentracién de sacarosa de las
fracciones determinada por refractometro (0). B) Actividad de PMCA ( © ) y concentracion de
colesterol (®) obtenida del gradiente de densidad de sacarosa. La determinacién de actividad se

realizé con 50 ug de proteina de cada fraccion. Experimento representativo.



VI. DISCUSION

Los experimentos llevados a cabo con membranas parcialmente depletadas de
colesterol utilizando MBCD muestran a las diferentes temperaturas probadas, que la
actividad de PMCA disminuye abruptamente cuando la concentracion de MPBCD
corresponde a 1 mM (Fig. 9). Este dato correlaciona directamente con la deplecién de
colesterol en estas membranas (Tabla Ill). Un dato sobresaliente corresponde a lo
observado a 25°C, donde la actividad siempre es mayor que en el resto de las
temperaturas utilizadas durante la preincubacién de las membranas con el compuesto. A
este respecto, es interesante discutir que muy probablemente este fenédmeno pudiera
estar poco relacionado con la temperatura de transicidon de las membranas en estudio.
Consideramos que las diferencias cataliticas iniciales de la enzima contenida en
membranas preincubadas a diversas temperaturas, puedan estar relacionadas con
aspectos de termoestabilidad de la PMCA. Aparentemente, la mayor actividad catalitica
de la PMCA est4 dada cuando las membranas son incubadas a 25°C. Temperaturas por
arriba o por abajo de ésta pudieran estar alterando la estabilidad de la enzima. Si
consideramos que la temperatura de transicibn de estas membranas en relacién con
estudios realizados con otras preparaciones membranales pudiera estar cercana a los
25°C (Mas-Oliva y Delgado-Coello, 2007), es interesante observar que el compuesto,
independientemente del estado de transicion de fase de las membranas, se ejerce una
tendencia inhibitoria similar. Esto Ultimo podria apoyar la tesis de la inclusién de la PMCA
en balsas lipidicas las cuales son relativamente estables y resistentes a cambios fisicos
dados por la temperatura. Consideramos que si la PMCA se encontrara en la poza
general de la membrana, la preincubacion a las diferentes temperaturas hubieran
afectado de manera diferencial la actividad de la ATPasa, resultado que muy

probablemente hubiera estado asociado a la capacidad de interaccion del compuesto con



la membrana en condiciones fisicas diferentes, dependiendo de las temperaturas
utilizadas por abajo o por arriba de la temperatura de transicion. En general, esto nos
hablaria de que las diferencias en el empaquetamiento de los lipidos en las membranas
habrian alterado directamente la interaccion del compuesto con ellas. Sin embargo, al no
ser este el caso, muy probablemente la PMCA esta contenida en regiones membranales
que no siguen esta regla y por consiguiente, directamente correlacionada con las balsas
lipidicas.

Por lo tanto, el efecto inicial en la actividad de la PMCA en ausencia del
compuesto, muy probablemente esta relacionada con un fenémeno de termoestabilidad
de la enzima.

La observacién de una mayor actividad a 25°C parece estar estrechamente
relacionada con una remocién de colesterol menos eficiente por MBCD como se mostré
por la cuantificacién del colesterol remanente que fue mayor que a 37°C (datos no
mostrados). La mayor parte de los estudios que usan MBCD como agente secuestrador
de colesterol lo usan a 37°C. Sin embargo, un reciente trabajo reporta el tratamiento en
temperaturas de incubacion a 0°C y 37°C y en concordancia con lo observado por
nosotros, a 0°C en presencia de MBCD en concentraciones tan altas como 120 mM, sélo
se alcanza un 35% de deplecién de colesterol (Mahammad y Parmryd 2008). En dicho
trabajo se demostré6 ademas que el MBCD es capaz de secuestrar colesterol de manera
inespecifica, es decir, tanto de balsas lipidicas como de pozas intracelulares y que ocurre
una intensa movilizacion del colesterol de estas ultimas hacia la membrana plasmatica
(Mahammad y Parmryd, 2008).

Con base a nuestros anteriores resultados, consideramos muy importante abordar
la posible alteracién de las balsas lipidicas debido a la remocién de colesterol en las

células hepéaticas, ademas de la posible ubicacion de la PMCA en estos dominios.



Trabajos previos han permitido la caracterizacion de dos tipos de dominios ricos en
caveolinas en el higado: una soluble en tritdn X-100 aparentemente asociada de manera
constitutiva al citoesqueleto, y una insoluble en triton X-100 que se encuentra en las
fracciones ligeras de un gradiente de densidad DRM/rafts (Balbis y col., 2004). También
se ha demostrado que el tratamiento con MBCD en hepatocitos desintegra balsas lipidicas
(Nagata y col. 2007) y libera proteinas asociadas a estos dominios en otros tipos celulares
(Keller y col. 1998). En experimentos con pares de hepatocitos en cultivo que conservan
sus propiedades de polaridad, tratados con MBCD (5 mM a 37°C/30 min) se ha
demostrado que la tincién con filipina desaparece y la caveolina se redistribuye desde la
membrana canalicular a la membrana plasmatica completa (Nagata y col. 2007).

Por otro lado, a pesar de que se sabe que en los hepatocitos existen balsas
lipidicas, no se tiene ningun antecedente de la distribucion de PMCA en células hepaticas
en estos dominios. Por ello, procedimos al aislamiento de estos dominios y pudimos
demostrar la posible asociacién de la actividad de PMCA con fracciones de baja densidad
y alto contenido de colesterol, es decir, la asociacién de la ATPasa a dominios tipo balsa
lipidica. La caracterizacion preliminar de nuestra preparacion coincide con datos
obtenidos en otros tipos celulares (Sepulveda y col., 2006; Jiang y col., 2007). Nuestros
resultados concuerdan con lo reportado para neuronas en cultivo cuya sintesis de
colesterol fue reducida por inhibicion de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMG-
CoAR), reduciendo a su vez los niveles de colesterol en las membranas plasmaticas.
Asimismo, en este trabajo se observo la mayor actividad de PMCA en fracciones con alto
contenido de colesterol obtenidas de un gradiente de sacarosa para obtencién de
dominios tipo balsas lipidicas. En contraste, las fracciones obtenidas de células inhibidas
en su sintesis de colesterol la actividad disminuy6 sensiblemente (Jiang y col., 2007). De

manera analoga, la concentracién de proteina en estas fracciones fue menor pero la



concentracion de PMCA fue mayor. Interesantemente, se ha reportado que la ATPasa no
asociada a balsas lipidicas no sufre efecto en su actividad (Jiang y col., 2007).

De acuerdo a lo reportado en la literatura para otros tejidos, es bastante probable
que distintas isoformas de PMCA y subtipos de esta proteina en el tejido hepatico tengan
preferencia intrinseca por dominios de balsas lipidicas y que asimismo, las que no se
asocian a estos dominios, puedan seguir funcionando adn cuando disminuya la
concentracion de colesterol membranal (probablemente esto explique lo observado en la
Fig. 9 donde la actividad de ATPasa se mantiene estable en concentraciones de MBCD >
2mM.

Una interpretacion adicional de los resultados, puede ser que dentro de la
topologia de la enzima hepética exista algin dominio de interaccién directa con colesterol
con capacidad de regulacién de la actividad enzimatica con caracteristicas analogas a las
exhibidas por el dominio de union a fosfolipidos. Recientemente se han descrito algunas
proteinas de membrana que contienen una secuencia consenso unidora de colesterol
membranal, tales motivos son denominados CRAC (colesterol recognition/interaction
amino acid consensus) y se les ha considerado como factores de segregacién de
proteinas dentro de balsas lipidicas y caveolas (Epand, 2006). Interesantemente, la gran
mayoria de las proteinas ubicadas dentro de dominios ricos en colesterol como son:
caveolinas, glicoproteinas virales y receptores a factores de crecimiento entre otras,
poseen alguna especie de dominio CRAC (Epand, 2006). Especificamente en
sinaptosomas de cerebelo se ha reportado que la isoforma 4 de PMCA también posee

este tipo de dominios (Sepulveda, y col. 2006).



Anadlisis de las diferencias en la dependencia al colesterol en membranas
hepaticas y de sarcolema cardiaco

El papel que el colesterol puede desempenar en la regulacién de las ATPasas de
Ca?* se ha estudiado previamente en nuestro laboratorio (Ortega y Mas-Oliva, 1984; Mas-
Oliva y Santiago-Garcia 1990; Ortega y col. 1996; Santiago-Garcia y col. 2000; Mas-Oliva
y col. 2007). Asi mismo las investigaciones realizadas con anterioridad en nuestro
laboratorio utilizando suero inactivado libre de colesterol y fosfolipidos para depletar
colesterol de acuerdo al método de Shinitzky (Shinitzky, 1978), muestra que la actividad
catalitica de la bomba de musculo cardiaco aumenta significativamente (Fig. 12).

Sin ser parte central de discusion en este trabajo, es interesante el efecto
inexistente de la deplecién de colesterol con MBCD sobre la actividad catalitica de la
bomba de Ca®" de sarcolema cardiaco (Fig. 10). La disminucién de la actividad de la
ATPasa de Ca?* de membranas de hepatocitos con bajo contenido en colesterol (Fig. 9),
contrasta con lo reportado para la PMCA de fantasmas de eritrocitos y membranas de
sarcolema cardiaco en donde el efecto de la deplecién de colesterol mediante otros
esquemas metodoldgicos produce un incremento de la actividad catalitica de la bomba de
Ca®* (Lijnen y Petrov, 1995; Ortega y Mas-Oliva, 1984). El mismo efecto se ha
demostrado para la ATPasa de Na*-K" de rifién de bovino en donde aparentemente altas
concentraciones de colesterol en la membrana inhiben la actividad hidrolitica de ATP y
bajas concentraciones de colesterol producen un incremento en la actividad catalitica de
la enzima (Yeagle y col. 1988). En su momento estos hallazgos se atribuyeron a que el
colesterol provoca cambios en las propiedades fisico-quimicas de la membrana
relacionadas con: fluidez de los lipidos membranales, grosor, permeabilidad y finalmente
una posible interaccion directa del colesterol con la proteina (Ortega y Mas-Oliva, 1984;

Yeagle y col. 1988). En principio, el colesterol podria formar parte intrinseca en la



estructura de la bomba de Ca?", permitiéndole adoptar su conformacién biolégica
funcional por medio de la modulacién de los estados conformacionales de alta afinidad o
baja afinidad. Numerosos reportes indican que el colesterol puede ser efectivo en la
modulaciéon de estos cambios conformacionales en gran cantidad de proteinas de
membrana (Yeagle y col. 1988; Ortega y Mas-Oliva, 1984; Dalziel y col. 1980). Debido a lo
inesperado de nuestras observaciones en membranas de hepatocitos en relacién con
nuestros hallazgos previos, decidimos probar el efecto de MBCD en membranas de
sarcolema cardiaco bovino, donde no encontramos efecto sobre la actividad catalitica de
la PMCA (Fig. 10). Una investigacion reciente realizada en sarcolema cardiaco, mostré
que PMCA vy otras proteinas de membrana (ATPasa Na*-K* y NCX) no se asocian
aparentemente a balsas lipidicas, lo cual podria explicar parcialmente lo observado en
membranas de sarcolema (Cavalli y col., 2007). Esta posibilidad es apoyada por la
observacion en experimentos realizados con neuronas mediante deplecion de colesterol
por inhibicion de la via del mevalonato, donde se demostr6 claramente que aquellas
variantes de PMCA que no se asocian a balsas lipidicas, no muestran efectos en su
actividad debido al tratamiento (Jiang 2007). Adicionalmente, el analisis de la posible
presencia de secuencias CRAC en las diferentes isoformas de PMCA en sarcolema podra

dar soporte adicional para explicar lo observado.
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Figura 12. Actividad especifica de ATPasa de calcio de membrana plasmatica de sarcolema
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colesterol, m membranas suplementadas con colesterol. Imagen obtenida de Ortega y Mas-Oliva.
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VIIL. CONSIDERACIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se ha determinado por primera vez en el higado, que la bomba

de Ca®** de la membrana plasmatica depende de las concentraciones de colesterol que le
rodean para su O6ptimo funcionamiento. La disminucion de la actividad de PMCA
observada en el hepatocito en condiciones de bajo colesterol, asi como su ubicacién
dentro de fracciones ricas en colesterol resistentes a solubilizacién con Tritén X-100
sugieren que la PMCA se asocia a dominios ricos en colesterol y por tanto, explicaria de
manera directa la estrecha dependencia de PMCA del ambiente lipidico que le rodea, en
especial del colesterol. En el tejido hepatico, el colesterol en la membrana puede
desempenar el papel de regulador de diversos procesos metabdlicos, pues se ha
determinado que bajo condiciones de proliferacion celular (regeneracién hepatica y cancer
hepatico) en donde los flujos de calcio inciden en la activacion de mdultiples procesos
celulares, el nivel de colesterol en la membrana plasmatica del hepatocito decae
considerablemente (Bruscalupi y col. 1980; Muriel y Mourelle, 1990; Kohmoto y col. 1994).
Por otro lado, la relevancia fisiol6gica de la localizacién de PMCA en dominios ricos

en colesterol tanto en tejidos excitables como en no excitables aun no ha sido elucidada.
Posiblemente el arreglo temporal de la bomba de calcio en dominios ricos en colesterol,
en conjunto con otros receptores y proteinas de membrana, permiten el ensamble de
cascadas de senalizacion en respuesta a un estimulo extracelular. En el caso especifico
del higado, existen una gran variedad de procesos dependientes de calcio que ocurren en
lapsos temporales acoplados a las necesidades de la célula, como son: el metabolismo de
glucdégeno, contraccion de los canaliculos biliares, proliferacion celular, regeneracién
hepatica, expresion genética, secrecién biliar, arreglo del citoesqueleto, entre otros. Con
objeto de estudiar en mayor detalle este fendmeno, sera necesario en un futuro inmediato

realizar el analisis fino del efecto de MBCD en fracciones membranales asociadas a



colesterol como son balsas lipidicas y caveolas. Ademas, la detallada caracterizacion de
isoformas especificas de PMCA y de marcadores especificos de proteinas asociadas a

balsas lipidicas y/o a caveolas.

VIII. CONCLUSIONES.

1. La ATPasa de Ca?* de la membrana plasmatica de higado de rata posee fuerte

dependencia por su entorno lipidico.

2. La disminucion de la concentracién de colesterol llevada a cabo por el compuesto
MBCD en preparaciones de membrana plasmatica de higado, disminuye la

capacidad de hidrélisis de ATP de la bomba de Ca*".

3. La ATPasa de Ca** de la membrana plasmatica del hepatocito aparentemente se

asocia a dominios enriquecidos de colesterol como balsas lipidicas y caveolas.

4. La PMCA de la membrana plasmatica de musculo cardiaco, a comparacién con la
localizada en el hepatocito, no es sensible a la disminucion en la concentracion de

colesterol membranal.
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