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ntroduccion

Durante los dltimos 30 aiios se han ido acumulando una serie de observaciones experimentales
que han llevado al concepto de la existencia de una hormona natriurética circulante cuyo mecanismo
de accién seria Ia inhibicién de la bomba de sodic de manera similar a un digitdlico endégeno. En
1961 de Wardener postulé que el efecto natriurético asociade con la expansion de volumen
intravascular estarfa mediado por una sustancia humoral, En una serie de experimentos de circulacion
cruzada observé que el plasma de animales sometidos a expansién de volumen producia un marcado
aumento de la natriuresis en el animal sometido a circulacién cruzada. Al estar controlada la presion
de perfusién y no haber cambios en los niveles circulantes de mineralocorticoides la conclusion fue
que, al menos en parte, el efecto natriurético estarfa productdo por un factor humoral circulante que
actuaria directamente en la reabsorcién tubular de sodio sin afectar la hemodindmica renal,

Bstas observaciones fueron confirmadas mediante experimentos méis controlades en los que
se evitaban los cambios en la composicién plasmética producidos por la infusién de suero salino
(Bahlman y cols., 1967; Kaloyanides y Azer, 1971). Posteriormente diversos autores intentaron
confirmar mediante distintas técnicas in vitro que esta hipotética sustancia actuaria inhibiendo
directamente ¢! transporte de sodio en el tibulo renal y no a través de cambios hemodinamicos. Para
ello se utilizaron tanto segmentos aislados de tiibulo renal (Fine y cols., 1976) como la medicion de
cambios en el transporte de sodio activo en vejiga de sapo, que es considerado como un andlogo de
la nefrona distal humana (Bourgoignie y cols., 1971; Haupert y Sancho, 1979). De esta manera se
confirmé que distintos extractos de plasma, orina o tejidos con actividad diurética in vivo tenfan un
efecto inhibidor del transporte de sodio transepitelial y que esta alteracién del transporte se asociaba

a una inhibicién de la (Na* K™) ATPasa (Hillyard y cols., [976).

Respecto al origen de esta hipotética sustancia se postul6 el sistema nervioso central como
sitio de produccién. Esta hip6tesis estaba basada en experimentos en los que lesiones en la region
anteroventral del tercer ventriculo cerebral prevenfan la aparicién de hipertension mediada por
expansién de volumen en modelos animales (Pamnani y cols., 1981; Songu-Mize y cols., 1982). La
hip6tesis formulada por Haddy y Overbeck (1976) consistia en que la aparicién de un inhibidor
circulante de (Nat,K+*)ATPasa estarfa relacionada con la patogénesis de estos tipos de hipertensién,
lo cual explicaria las observaciones de una disminucion de la actividad (Na* ,K*)ATPasa en tejidos
de animales con hipertensién producida por expansién de volumen (Haddy y Overbeck, 1976). Este
inhibidor modularia la reabsorcién tubular de sedio y el tono de la musculatura vascular a través de
la regulacién de la actividad de la (Na*,K*) ATPasa. Esta modulacién del tono vascular, segln la

hipétesis de Blaustein, se realizaria a través de la inhibicién de la bomba de sodio que produciria un
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aumento del calcio libre citosélico (Blaustein, 1977a; Rasgado-Flores y cols., 1989).

1. INHIBIDORES FISIOLOGICOS DE LA (Na*,K*)ATPasa.

La expansién aguda del volumen extracelular o la sobrecarga de sodio en sujetos sanos induce
la produccién de un inhibidor de la bomba de sodio que provocaria la disminucién de la reabsorcion
renal de sodio, restableciendo el balance sédice y pudiéndose detectar dicha inhibicion en plasma y
orina (de Wardener y MacGregor, 1980; MacGregor y de Wardener, 1984, Haber y Haupert, 1987,
Buckalew y Gruber, 1984; Buckalew y cols.,1987). La estrecha relacién establecida entre la ingesta
de sodio e hipertensién junto con la demostracién de una actividad anermal de (Na* , K*)ATPasa y
un aumento del sodio intracelular en pacientes con hipertensién arterial condujo a la hipdtesis ya
resefiada (Blaustein, 1977a) de que en pacientes con hipertensién esencial existirfa una elevacion de
sustancias con accién semejante a glicdsidos cardiacos (Endogenous Digitalis-Like Factor, EDLF).
Segin esta hip6tesis la elevada produccién de un inhibidor de la bomba de sodio contribuiria
fundamentalmente a la elevacién de [a presi6én arterial a través de un aumento del tono vascular. Este
aumento serfa producido por un aumento de la entrada de Ca** secundario a la inhibicién del
transporte de sodio. Esta hipétesis se ha visto apoyada por la observacién de una correlacién positiva
entre niveles de tensién arterial y la concentracién en plastna de niveles de inhibidor (Hamlyn y cols.,
1982; Poston y cols., 1981; Moreth y cols., 1986, 1987; Poston, 1987; Cloix y cols., 1988). En
apoyo del papel jugado por esta o estas sustancias EDLF también estin las observaciones de la
deteccién de un inhibidor de la bomba de sodio en distintas situaciones de aumento de volumen
circulante como en la hipertensién de embarazo, neonatos, insuficiencia renal crdnica y cirrosis

hepitica (Buckalew y Gruber, 1984; Haddy y cols., 1987; Poston, 1990).

1.1. Distribucién tisular.

Todos los compuestos endégenos inhibidores de la bomba de Na* descritos en la actualidad
podrian ser clasificados en cuatro grupos segiin Schoner (1991): A) glic6sidos cardfacos endbgenos,
B) factor hipotaldmico, C) derivados de Acidos grasos insaturados y D) inhibidores pept{dicos de bajo
peso molecular. Hasta el momento existirfan diferentes compuestos que, de acuerdo con Jos datos

obtenidos , podrian diferenciarse entre ellos por alguna caracterfstica bioquimica o biolégica (Wechter

y Benaksas, 1990) (véase Apéndice I).
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1. Plasma y orina.

Debido a la hipétesis de que EDLF seria una hormona circulante, y a las observaciones de
ciertos autores que detectaban actividad inhibidora en plasma (Devynck y cols., 1984b; Hamlyn y
cols., 1980; Buckalew y cols., 1987; de Wardener y cols., 1987), muchos grupos han intentado
purificar la hormona a partir de plasma humano o animal. Sin embargo, la existencia de diversas
sustancias plasmédticas no especificas con actividad inhibidora ha dificultado enormemente la
identificacion y el aislamiento del EDLE. Asi, en situaciones de expansién de volumen se liberan
dcidos grasos libres con actividad inhibidera sobre la bomba de sodio. De ah{ que varios grupos, en
su intento de purificacién de EDLF a partir de plasma llegaran al aislamiento de Acidos grasos libres
como oleico y linoleico (Tamura y cols., 1985, 1987; Kelly y cols., 1986; Vasdev y cols,, 1989),
Las concentraciones plasmiticas pueden ser estimadas a partir de su actividad en ensayos bioldgicos,
como [a inhibicién de captacién de ¥Rb* en hematies o el desplazamiento de *H-ouabaina de su
receptor en la bomba de sodio. Las estimaciones basadas en estos ensaycs son de unos 20-100 pM
de equivalentes de ouabaina en plasma de sujetos normales (Goto y cols., 1988a) siendo las concentra-
ciones terapéuticas de digoxina en plasma en el rango de 1-2 nM. Existen grandes variaciones de las
concentraciones de EDLF descritas en plasma debido fundamentalmente a las distintas técnicas
utilizadas, especialmente cuando se utiliza la reaccién cruzada con anticuerpos anti-digoxina, debido
a que esta valoracién sobreestimaria la determinacién por la reaccién cruzada de otros factores
inespecificos. Asi, se han descrito concentraciones de hasta 80 nM (Devynck y cols., 1984a; Moreth
y cols., 1987). La utilidad de estas determinaciones en plasma intacto o parcialmente purificado esté
basada, mds que en valores absolutos, en la observacién de cambios relativos en la concentracién de
EDLF ante distintas condiciones fisiologicas o en diferentes situaciones patolégicas. Asi, se han
encontrado aumentos en la concentracion relativa de EDLF con expansién de volumen (Kaloyanides
y Azer, 1971; Pamnani y cols.; 1989; Inagami y Tamura, 1987), en hipertensién (Hamlyn y cols.,
1982; Buckalew y Gruber, 1984; de Wardener, 1990), embarazo (Poston, 1990; Graves y Williams,
1984), neonatos (Montali y cols., 1991) o situaciones de descompesacion como la cirrosis hepdtica

(Naomi y cols., 1991).

l.a. EDLF similar a ouabaina,
Recientemente Hamlyn (1989, 1991b) ha descrito la completa purificacién y caracterizacion
de un compuesto, aparentemente idéntico a ouabafna, a partir del plasma humano. A partir del plasma
de sujetos normales y mediante multiples pasos cromatogrificos logré purificar una sustancia que

posee las mismas caracteristicas cromatogréificas de retencién que ouabalna en cuatro sistemas
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distintos. Este compuesto purificado presenta reaccién cruzada con anticuerpos anti-ouabaina y un
peso molecuiar idéntico medido por espectrometria de masas con FAB, ademds de otras caracter{sticas
quimicas como la derivatizacién con acido acético anhidro. Estabiliza la conformacion E,P del enzima
de forma andloga a la ouabafna. Ya que la ouabaina no es activa por via oral, la posibilidad de que
este hallazgo sea consecuencia de contaminacién dietética puede ser desechada. Los autores llegan
a la conclusién de que en plasma humano existe una molécula natural idéntica a ouabaina aunque no
se ha descartado Ia posibilidad de que se trate de un isémero de la misma, Los niveles de esta
sustancia en humanos normotensos es de 138 + 43 pmol/l. Su sitio de producci6n podria ser la
glandula suprarrenal ya que se han encontrado altas concentraciones en extractos tisulares de esta
glandula en ratas, y la adrenalectomia disminuye los niveles plasméticos , mientras que la nefrectomfa
unilateral o el tratamiento con DOCA los eleva. Respecto al significado fisiologico de esta ouabaina
endégena hay que tener en cuenta que en preparaciones aisladas de auricula y anillos aérticos de
cobaya su efecto es jgual al de ouabaina de origen vegetal aunque el efecto cardiotonico y vasotonico
necesita concentraciones superiores (80 - 170 nM). Por otra parte la concentracién de ouabaina
medida por radicimmunoensayo se reduce, al igual que la tensién arterial después de la extirpacion
de adenomas en pacientes con hiperaldosteronismo primario (Masugi y cols., 1988).

Goto y cols. (1988a, 1988b) han aislado a partir de plasma y de orina un inhibidor que
desplaza *H-ouabaina de su sitio de uni6n en eritrocitos y es reconocido por anticuerpos anti-ouabaina,
lo cual sugiere que este componente tendria una estructura esteroidea similar a ouabafna (Goto y cols.,
1989a, 1992). Ei inhibidor aislado a partir de orina incrementa la concentracion libre de calcio

intracelular en cultivo de células de miisculo liso vascular de rata (Goto y cols., 1988c, 1989b}.

1.b. EDLF similar a digoxina.

Sustancias de caracterfsticas similares a digoxina y con marcada reaccién cruzada con
anticuerpos anti-digoxina han sido parcialmente purificadas a partir del plasma. El factor EDLF
descrito por Cloix y cols.(1984, 1985, 1986, 1987) ha sido purificado a partir de orina y encontrado
en plasma. Parece ser un aminoglicésido con un grupo carboxilo y tres grupos metilos que actuaria
de manera similar a la digoxina de origen vegetal aunque difiere de ella en que inhibiria la Mg?**-
ATPasa y Ca**-ATPasa de microsomas de cerebro de congjo y no tendrfa actividad kaliurética en
bioensayos.

Goto y cols. (1990, 1993) han descrito la purificacién de un compuesto con caracteristicas
idénticas a digoxina. Este compuesto aislado a partir de orina humana tiene una movilidad
cromatogrifica idéntica a la digoxina de origen vegetal y por espectrometria de masas con FAB tiene

un peso molecular igual y un espectro idéntico en resonancia magnética nuclear (RMN), Su concentra-
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cién en plasma seria de 10-50 pM, ¢ sea muy inferior a los niveles terapéuticos de digoxina. Este
factor es incapaz de aumentar la concentracion de calcio libre en cultivo de células de musculo liso
vascular de rata (Goto y cols., [989b). De acuerdo con tos trabajos de Valdes esta digoxina enddgena
serfa también producida en la glandula suprarrenal (Shaikh y cols., 1991). Este grupo ha purificado
a partir de corteza suprarrenal bovina una sustancia de similar peso molecular al de la digoxina de
origen vegetal, que en HPLC es ligeramente mds hidrofdbica, y que presenta una absorcién méxima
de UV de 215 nm, siendo la de los glicdsidos cardiacos de 220 nm. La composicién serfa una
aglicona de 390 Da y varios residuos de azicares. Su concentracién en plasma seria de 728 nM y

también estarfa presente en extractos de otros tejidos como higado, rifién y cerebro.

1.c. Otros.

Ademis de los compuestos ya descritos existen otras sustancias EDLEF parcialmente
purificadas del plasma que tendrian caracteristicas distintas a las anteriores, Buckalew ha aislado una
sustancia a partir de plasma de perro con expansion de volumen (Gruber y cols,, 1980; Buckalew y
Gruber, 1987; Rauch y Buckalew, 1988). Esta sustancia denominada endoxina no es un péptido, ni
un esteroide, ni tampoco tiene caracterfsticas lip{dicas. Interacciona con la conformacién E, de la
(Na*, K")ATPasa y su estructura quimica no es conocida. Kelly y cols. (1985, 1986) a partir de
plasma normal humano aistaron tres fracciones activas de EDLF comprobando que dos de ellas eran
4cidos grasos no saturados. La tercera fraccién es una sustancia no proteica con una absorcién UV
entre 210 y 260. Tamura (1985, 1987) también aislé dcidos grasos insaturados a partir del plasma de
cerdo sometido a expansién aguda de volumen. Poston y cols. (1989) han purificado EDLF a partir
de suero de cordén umbilical en recién nacidos utilizando el transporte de sodic sensible a ouabaina
en leucocitos como bicensayo, siendo su estructura desconocida, aunque se ha descartado que sea un
péptido (Morris y cols., 1988). El grupo de Diamandis (1985) también ha purificado parcialmente una
sustancia EDLI a partir de suero de cordén umbilical cuya accién inhibidora de la captacién de ¥Rb*
se explicaria en parte por las concentraciones de progesterona en los extractos. Kramer y cols. (1986,
1991) han descrito la presencia en plasma de una sustancia, posteriormente caracterizada en orina,
que parece ser un péptido de peso molecular menor de 1000 Da que tiene actividad natriurética in
vivo, Boschi y cols. (1990) han descrito la presencia de EDLF en plasma y en su posterior intento
de purificacién han identificado una sustancia, probablemente peptidica, de un peso molecular mayor

de 1000 Da.
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2. Suprarrenal.

Debido a la alta concentracidén de sustancias con reaccién cruzada con anticuerpos anti-
glicdsidos cardiacos en extractos de glandulas suprarrenales y a la posible naturaleza estercidea de
este factor, este tejido ha sido considerado como posible origen del EDLF . Diversos grupos han
intentado su purificacién a partir de este tejido. Ya hemos mencionado en los apartados 1.a. y 1.b.
sustancias EDLF de posible origen adrenal o purificadas a partir de este tejido (Doris, 1992; Shaikh
y cols., 1991). Tamura e Inagami (1988, 1993) han aislado recientemente un compuesto de bajo peso
molecular, menor de 350 Da, cuya estructura quimica es ain desconocida. Este compuesto no tiene
una absorcién UV caracteristica, tiene reaccién cruzada con anticuerpos anti-ouabaina e inhibe
especificamente la bomba de sodio, y su actividad no es afectada por enzimas proteoliticos aunque
se destruye por hidrdlisis 4cida y alcalina.

Schoner y cols. (1993) han purificado a partir de glindula adrenal de cerdo mediante
sucesivos pasos de cromatografia de afinidad y HPLC dos componentes , uno de ellos similar a
ouabaina en cuanto al tiempo de retencion en HPLC y otra, en menor proporcién, y mis hidrofébico,

de lo cual deducen que posiblemente exista mds de un factor similar a ouabalna en mamiferos.

3. Hipotdlamo- hipéfisis.

Pamnani y cols. (1981} describieron en ratas sometidas a expansion de volimen, que una
lesién en la regién AV3, disminufa el nivel de inhibidor de (Na* ,K*)ATPasa. Extractos de hipotilamo
bovino fueron ensayados en membrana de vejiga de sapo, tejido muy rico en bombas de sodio, para
medir la corriente de cortocircuito (CCC) en microcimaras especiales e in vitro, con {Na*, K*)ATPasa
de médula renal de cerdo, mostrando claramente la presencia de un factor o factores sin purificar, que
inhibfan de forma reversible ambas actividades.

Alaghband-Zadeh y cols. (1983) ensayaron diferentes tejidos de rata y encontraron en el
extracto de acetona del hipotdlamo una activacién de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa seis veces
mayor que en el correspondiente extracto de plasma. Este mismo grupo (Millet y cols., 1987) ha
aislado un inhibidor de plasma humano y de rata y lo han comparado con el aisiado de hipotilamo
de ratas hipertensas Okamoto. El factor aislado presentd las mismas caracterfasticas fisico-quimicas
en los 3 tipos de tejidos considerados. Tan sdlo dos grupos (Goto y cols., [989a; Holland y cols.,
1991) han verificado la identidad de un factor similar a digoxina aislado de hipotilamo de rata y
bovino, con el previamente aislado de plasma y orina humanos, pero su nivel de caracterizacion

estructural es ain escaso.



Introduccion

Haupert y Sancho (1979) llevaron a cabo la purificacién parcial de un compuesto EDLE a
partir de tejido hipotalamico. Extractos de acetona-éter fraccionados en cromatografia de filtracion
en gel inhibian el transporte de sodio en preparaciones aisladas de vejiga de sapo ( Bufo Marinus )
y la produccidn de fosforo inorgénico por (Na* K*)ATPasa renal purificada. Ademds desplazaba a
*H-ouabaina de su receptor. Posteriormente, Haupert (1984, 1987, 1988b) ha estudiado ampliamente
las caracteristicas de este factor parcialmente purificado (Haber y Haupert, 1987). Entre otras
caracterfstica este factor es resistente a proteasas y fosfolipasas, actiia en la superficie extracelular de
la membrana (Carilli y cols., 1985) aunque atraviesa las membranas de liposomas (Anner y cols.,
1990). Inhibe la (Na* , K*)ATPasa de forma dosis dependiente y reversible, con una afinidad estimada
de K;= 1,4 nM, con requerimientos idnicos diferentes a los de ouabaina y vanadato, y parece unirse
al enzima en su conformacion Ii,. Recientemente han mostrado que este inhibidor seria un isémero
de la ouabaina (Tymiak y cols., 1993). En contraste con los glicésidos cardiaces, inhibe la Ca**-
ATPasa de reticulo endoplismico aunque no la de membrana plasmética (Carilli y cols., 1983).
También se ha descrito su efecto inotrépico (Hallag y cols., 1989). De Wardener ha estudiado un
factor purificado a partir de hipotdlamo de rata, evidenciando que la actividad inhibidera de la
(Na*, K" ATPasa incrementa con el aumento de la ingesta de sodio (Millet y cols., 1986, 1987;
Holland y cols,, 1991) , Este material, parcialmente purificado, induce un aumento reversible de la
actividad G6PD (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), técnica citoquimica cuyas curvas dosis respuesta
son paralelas a las obtenidas inhibiendo (Na*,K*)ATPasa. No absorbe en el UV y parece tener un
peso molecular menor de 500 Da.

Algunos autores han postulado que el hipotilamo estaria implicado en el desarrollo de la
hipertensién experimental y en la inhibicién de la bomba de sodio. Songu-Mize y Bealer (1993) han
mostrado que una lesién del tercer ventriculo anteroventral (AV3V) reduce la inhibicidn del transporte
de sodio y atenua el incremento en la presién sanguinea. La blsqueda de un factor EDLF en el
sistema nervioso central se ha extendido al liquido cefalorraquideo (1.CR). Se ha demostrado en LCR
humano intacto un efecto inhibidor sobre la (Na*,K*)ATPasa (Halperin y cols., 1983). Este factor
tendria caracteristicas compatibles con una estructura peptidica (Halperin, 1989), su concentracién en
LCR aumentarfa con expansién del volumen intravascular (Halperin y cols., 1985) e inhibirfa la

produccion de LCR al igual que la ouabaina exdgena.

Con respecto a que la hip6fisis sea el lugar de origen del factor natriurético, las evidencias
son més escasas. Sin embargo ya en 1974, se especulaba con el posible pape! natriurético de las
neurofisinas (Robinson y cols., 1974}, aunque otros autores atribuyen los efectos natriuréticos de los

extractos de los 16bulos posteriores de la pituitaria, observados en modelos experimentales en ratas,
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a oxitocina y vasopresina (Quamme y cols., 1976). Sin embargo al hipofisectomizar ratas Wistar, el
70% de la actividad digoxino-mimética presente en plasma, desaparece (Pernollet y cols., 1986; Bose
y cols., 1988). Encontriandose valores de actividad digitdlica para el tejido hipofisario muy altos
comparados con otros tejidos como cerebro, hipotilamo, corazén y rifién . Experimentos de
expansion de volumen con suero salino (Lichardus y Ponec, 1973) sugieren que un componente de
la cascada de la hormona natriurética pueda ser almacenado en la hipéfisis posterior o en la pars
intermedia. Seldakova y cols. (1974) han aislado de hipéfisis posterior bovina un tridecapéptido

natriurético cuya secuencia de aminodcidos se corresponde con los 13 primeros residuos de la ACTH,
4. Cultivos celulares.

El grupo de Mir, al estudiar la presencia de EDLE en hipotdlamo, adoptd la estrategia de
estudiar cultivos de células hipotaldmicas, eliminando asi las interferencias de fosfolipidos y
neurotransmisores presentes en altas concentraciones en extractos tisulares (Mir y cols., 1987), Con
este modelo este grupo ha demostrado la liberacién en el medio de cultivo de células hipotalimicas
fetales de una sustancia EDLF. Esta sustancia es destruida por enzimas proteoliticas y por hidrélisis

dcida, sugiriendo una estructura peptidica (Morgan y cols., 1985).
5. Otros.

Para explicar la hipétesis de la presencia en organismos superiores de un inhibidor endégeno
de la (Na*,K")ATPasa, también se ha postulado el efecto regulador de sustancias ya conocidas.
Existen derivados de la progesterona que interaccionan con el receptor para glicdsidos de la
(Na*,K*")ATPasa produciendo una inhibicién in vitro, siendo, por tanto candidatos a inhibidores
endégenos de la bomba de sodio. Vasdev y cols. (1985) han aislado de plasma humano sulfato de
dehidroepiandrosterona (DHEAS). El grupo de LaBeila ha sintetizado un derivado 3-B-D-glucdsido
de la 14-B-OH-Progesterona, que ademés de interaccionar con el receptor digitalico, tiene un efecto
inotropico positivo sobre musculatura cardiaca de perro (LaBeila y cols., 1985). Estos autores
postulan que, a través de dos pasos enzimdticos, la progesterona enddgena podria adoptar la
configuracién no planar de este compuesto y actuar como un digitdlico enddgeno,

Otros candidatos a esta funcién serfan los derivados de acidos grasos insaturados. Ya hemos
mencionado que diversas bisquedas de una molécula con actividad EDLF han resultado en la
purificacién de dcidos grasos insaturados (Tamura y cols., 1985; Kelly y cols., 1986) aunque las

concentraciones necesarias para producir inhibicién de la bomba de sodio son tan elevadas que su
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papel como reguladores fisioldgicos es muy dudoso. Los derivados del acido araquidénico sintetizados
via el sistema citocromo P450 han sido recientemente foco de atencién como posibles reguladores
endégenos de la (Na* K")ATPasa (Escalante y cols., 1993). La funcidén de estos derivados en el
control de la presion arterial no estd aclarada. Su concentracién estd aumentada en la hipertensién
arterial aunque estan considerados como vasodilatadores, accién contraria a la de sustancias con
actividad EDLJ,

Fagoo y Godfraind (1985) han aislado un inhibidor de la bomba de sodic llamado
cardioginina a partir de diferentes tejidos animales y estos autores postulan que podria tratarse de
un compuesto de la familia de los fignanos (Fagoo y cols., 1986). Estos compuestos derivados de
plantas han sido identificados en orina de mamiferos (Stitch y cols., 1980), siendo el mayoritario la

enterolactona.

1.2, Estructura quimica,

No existe, por el momento, unanimidad a la hora de establecer la naturaleza del inhibidor o
inhibidores end6genos de ia bomba de sodio. A causa de la gran similitud entre los efectos del
inhibidor enddgeno del transperte de sodio y la accién de los digitdlicos en el organismo, algunos
autores (Cloix y cols., 1985; LaBelia y cols., 1985) han sugerido la posible naturaleza esteroidea del
factor, Por otro lado autores como Kramer y cols. (1985) han apoyado la naturaleza peptidica del
inhibidor, aislado de orina de sujetos sometidos a sobrecarga de sodio.

Hamlyn y cols., 1991b han aislado a partir de plasma humano un factor que estructural,
biol6gica e inmunolégicamente es indistinguible de ouabaina.

De los grupos que utilizan el tejido hipotalamico como fuente de aislamiento (IJaupert y cols.,
1984; Akagawa, 1984, Morgan y cols., 1985), los hay que apoyan la naturaleza peptidica del mismo,
basdndose en su naturaleza zwiterénica y su sensibilidad a diferentes enzimas proteoliticas (Akagawa,
1984; Morgan y cols., 1985). Otros autores (Haupert y cols., 1984; Millet y cols., 1987) han
constatado su cardcter no peptidico al comprobar su resistencia a hidrélisis 4cida (Millet y cols., 1987,
Haber y Haupert, 1987). Recientemente algunos grupos han aislado un compuesto que es un isémero
de la ouabaina {Tymiak y cols., 1993).

Algunos datos concernientes a su estructura qufmica coinciden entre los diferentes grupos.
El bajo peso molecular (500-1000 Da) , su cardcter termoestable, la desaparicién de su efecto
inhibidor al ser sometido a reduccién a cenizas, su sensibilidad a hidrolisis bdsica (Akagawa, 1984,

Morgan y cols., 1985; Millet y cols., 1987; Haber y Haupert, 1987).
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Incluso existen grupos que apoyan que existan dos formas moleculares del inhibidor, una no
peptidica de bajo peso molecular y otra de mayor tamafio, sensible a la hidrélisis dcida (Coggins y
cols., 1987). Lo que otros grupos interpreian como forma libre del inhibidor y forma asociada a una

proteina (Montali y cols., 1987).

2. RELACION ENTRE EDLF, ALTERACIONES DEL TRANSPORTE DE MEMBRANA E
HIPERTENSION.

Alteraciones en la homeostasis de Na* y Ca** son posiblemente la base del proceso
vasoconstrictor que provoca la elevacion en la presién arterial caracteristica de la hipertensién esencial
(Poston, 1987; Haupert, 1988a; Aviv y Lasker, 1990; Marin, 1993).

La hipétesis descrita anteriormente que relaciona la existencia de un inhibidor de la bomba
de sodio con la iniciacién y el mantenimiento del mecanismo hipertensivo estd basada en tres
fendmenos fisiolégicos bien documentados que aparecen durante la expansién de volumen en
mamiferos. Estos son: la inhibicién del transporte de sodio mediado por ta presencia de una actividad
inhibidora en plasma, la induccién de natriuresis y el aumento de la reactividad vascular, Segtin esta
teoria estos tres fendmenos estarian producidos por un Unico agente comuin que seria de un inhibidor
enddgeno de la (Na™ ,K*)ATPasa que se liberaria ante el estimulo de la sobrecarga de volumen.

Por otro lado, se ha propuesto que cambios en la concentracién de Ca?t intracelular ([Ca®*]),
como consecuencia de una alteracidn en el transporte a través de la membrana celular, causarian
directamente un aumento de la contraccién arterial caracteristica de la hipertensién (Postnov y Orlov,
1984; Hermsmeyer, 1987).

Con las recientes evidencias de que la hipertensién no estd siempre asociada con un
incremento en la [Na*}, (Alkajaer y cols., 1985) y del papel central que juega el calcio (Biihler y
cols., 1984), parece razonable sugerir que el objetivo de la investigacidn sobre hipertensién deberia

ser trasladado al estudio de la regulacién del Ca*" intracelular.
3. HOMEOSTASIS CELULAR DEL Ca*',

La concentracién de Ca** |ibre intracelular se mantiene dentro del rango 10 #a 10 7 M frente
a 10 ? M en el fluido extracelular. El transporte active de calcio contra un gradiente electroquimico
a través de la membrana plasmética junto con los sistemas de transporte intracelulares juegan un papel
esencial en el mantenimiento de esta baja concentracién de Ca®* libre (DiPolo y Beaugé, 1980). A

largo plazo, la salida de Ca** a través de la membrana plasmatica es el iinico proceso no limitado que
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permite eliminar el Ca** intracelular.

Puesto que un gran nimero de hormonas, neurotransmisores y otros estimulos celulares son
responsables de causar un incremento en la velocidad de entrada de calcio a través de la membrana
plasmética (Michell, 1979), asi como debido al papel de este i6n en muchos procesos celulares, entre
ellos el control de la excitabilidad neuronal y liberacién de neurotransmisores {Akerman y Nicholls,
1983}, y en el control de la contraccién y relajacién muscular (Hasselbach, 1964) existe un gran
interés en el mecanismo por el que se alcanza este cambio en la concentracién de Ca?* y también en
el proceso por el cual el calcio es transportado a través de la membrana plasmidtica en ausencia de

estimulo extracelular.

4
cg” EXTERIOR
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> [c4d]]

CITQPLASMA

Esquema 1, Esquema de los mecanismos implicados en la regulacidn del Ca®* intracelular. Mit: mitocondria,
RE: retfculo endopldsmico,

Algunos de los procesos implicados en la regulacidén de las concentraciones de Ca**
intracelular (Rega y Garrahan, 1986; Carafoli, 1987; Blaustein, 1988) incluyen: (1) la unién de Ca**
a protefnas de membrana o proteinas citosélicas con una alta afinidad por Ca**, que incluyen

calmodulina (CM), parvalbimina, y una proteina que une calcio, dependiente de la vitamina D
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{calbindina), (2) captacién de Ca®* por orgdnulos intracelulares que secuestran Ca?*: el reticulo
endopldsmico liso, mitocondrias y vesiculas sindpticas, y (3) transporte de Ca®* a través de la

membrana plasmatica.

4, TRANSPORTE DE Ca* A TRAVES DE LA MEMBRANA PLASMATICA.

El aumente de la concentracién de Ca’* intracelular en células excitables proviene de la
entrada de calcio via canales dependientes de voltaje que se abren en respuesta a la despolarizacion
de la membrana o por liberacién de Ca** de los almacenes intracelulares sensibles a Ca** o IP,
(Pandiella y cols., 1989},

Las células disponen de dos mecanisimos paralelos e independientes en su membrana
plasmética para el transporte de Ca**: unma bomba de Ca** dependiente de ATP
((Ca%* +Mg>")ATPasa) y un sistema de intercambio Na*/Ca®* (ausente en eritrocitos maduros)
dependiente del gradiente electroquimico de Na* generado por la (Na*,K*)ATPasa, En eritrocitos
humanos debido a la falta de este 1ltimo sistema, la concentracion de Ca** intraceélular es mantenida
solamente por la bomba de Ca**(Lew y cols., 1982), por el contrario la salida de Ca’* en células
neuronales es casi enteramente dependiente de un mecanismo de intercambio Na*/Ca** (Blaustein,
1988; DiPolo y Beaugé, 1990). Este sistema puede promover la entrada de Ca** cuando el gradiente
de concentracién de Na* es reducido o la membrana despolarizada.

Diferentes estudios apoyan la conclusién de que los dos mecanismos existen en la membrana
plasmética de las células excitables, Estos dos mecanismos coexisten en una misma poblacién de
vesiculas de membrana plasmética sinaptosomal (Gill y cols., 1981), junto a canales de Na* y a la
bomba de Na* dependiente de ATP (Gill, 1982).

La actividad (Ca?* +Mg?*)ATPasa estd bien documentada en varias fracciones subcelulares
de cerebro (Rahamimoff y Abramovitz, 1978) y en la membrana plasmética sinaptosomal (Sorensen
y Mahler, 1981). Ademds, un mecanisme de extrusion de Ca*t dependiente de ATP en la membrana
plasmética del ax6n de calamar ha sido caracterizado por DiPolo (1978). Esta membrana contiene los
dos mecanismos de transporte que segdn Gill y cols. (1981) coexisten en la membrana plasmatica
sinaptosomal. Se ha mostrado que la membrana plasmética de la célula muscuiar contiene un sistema
de intercambio Na*/Ca** muy similar al encontrado en vesfculas de membrana derivadas de
sinaptosomas (Reeves y Sutko, 1979) y que también contiene un mecanismo de transporte de Ca**
{(Caroni y Carafoli, 1980).

Igual que el intercambio Nat/Ca** (Bersohn y cols., 1991) el procese de transporte activo
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de Ca®* es muy dependiente de la temperatura y de la composicion 10l del medio externo (Gill y

cols., 1981).

4.1. Intercambio Na*/Ca?*.

Es particularmente activo en membrana plasmatica de células excitables (Blaustein, 1988;
DiPolo y Beaugé, 1990) aunque también estd presente en células no excitables como células epitelinles
y en tejido endocrino (Lee y cols., 1980).

Este sistema tiene una afinidad mds baja para Ca?* (K¢, ==0,5-1.0 M} que la homba de Ca®*
pero una capacidad mayor de transporte (Blaustein, 1977b; Sanchez-Armass y Blaustein, 1987).

El intercambiador Na"/Ca®* es electrogénico con una estequiometria en la mayor parte de las
células de 3Na* por cada Ca®* (Reeves, 1991), y bajo condiciones fisiologicas, la direceion del flujo
de Ca?* es modulada por el potencial de membrana y por el gradiente de concentracion de Na* y de
Ca?* a través de la membrana (Carafoli, 1987). Este sistema de transporte es dependiente del
gradiente electroquimico de Na* generado por la bomba de Na®*. Puede transportar Ca' a traves de
la membrana sindptica en las dos direcciones dependiendo de la direceion hacia la que esté orientado
el gradiente de Na* (Gill y cols.,1984}.

Es también regulado por la concentracién de Ca** intracelutar. [Ca®* ], estimula ¢l influjo de
calcio dependiente del Na*,. El significado fisiolégico de esta miodulacidn por el Ca?'| estd en estos
momentos en estudio. La entrada de calcio a través de los canales dependientes de voliaje (incremento
en la [Ca*"]) podria contribuir a favorecer la entrada de Ca?** a través del intercambio Na*/Cal"
(DiPolo y Beaugé, 1990).

El intercambio Na*/Ca*" es distinto de los canales de Na* porque tetrodotoxing no lo inhibe
(Gill y cols.,1981) pero es especificamente inhibido por agentes que disipan ¢l gradiente de Na’
(monensina y veratridina). Consistentemente, la adicién al medio externo de cationes monovalentes
(Na™ y Li*) disminuye la captacién de Ca**. El Li* puede inhibir el proceso por competicién con ¢l
Na™ por los mismos centros de unién, Los lantdnidos inhiben aproximadamente cn un 50% el
intercambio Na*/Ca** a una concentracién de 7 uM. Esta inhibicién es competitiva y se produce tanto
para la salida como la entrada de Ca** con valores de K similares en ambos cases (Rahamimolf y
Spanier, 1984).

4.2, Bomba de Ca** dependiente de ATP.
La afinidad para Ca®'ligeramente més alta de la bomba de Cy?* puede sugerir su mayor
importancia en el mantenimiento de bajos niveles de Ca’* libre en condiciones de reposoe dentro del

citosol sindptico, mientras que fa mayor capacidad de transporte y ligeramente mis baja afinidad del
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intercambio Na*/Ca** puede indicar que este mecanismo tendria méis relevancia para reducir los altos
niveles de Ca** durante la activacién eléctrica (Gill y cols., 1984; Sanchez-Armass, 1987; Blaustein,
1988).

Una actividad que requiere Mg?* a concentraciones relativamente altas y Ca* a
concentraciones submicromolares, actividad (Ca**+Mg*")ATPasa, originalmente descrita en
eritrocitos, estd presente en numerosas membranas plasmaticas incluyendo sinaptosomas (Gill y
cols.,1981), adipocitos (Pershadsingh y McDonal, 1980), sarcolema (Caroni y Carafoli, 1980) vy
células musculares (Wuytack y cols,, 1981). La identificacién de este sistema de transporte de Ca**
dependiente de ATP en diferentes tipos de células sugiere que puede ser el principal mecanismo del
que dispone la célula en reposo para eliminar Ca** a través de la membrana plasmitica. Un sistema
similar con diferentes propiedades estd presente en el reticulo sarcopldsmico como describiremos
posteriormente.

La ATPasa dependiente de Mg*" y estimulada por Ca’* en fracciones de membrana
sinaptosomal ¢s una enzima de alta afinidad hacia Ca** con valores de K, en el rango submicromolar
(Javors y cols, 1981; Sorensen y Mahler, 1981; Michaclis y cols., 1983; Gill y cols.,1981).

Existen en la bibliografia numerosos datos de distintos autores acerca de la estimulacién por
calmodulina (CM) de la actividad (Ca**--Mg?")ATPasa de membrana plasmatica sinaptosomal
(Sorensen y Mahler, 1981; Hakim y cols.,1982) y de eritrocitos (Rega y Garrahan, 1986). Si bien
el efecto estimulador de CM es un hecho probade, existen en la literatura grandes variaciones acerca
de la magnitud del efecto. La ATPasa de cerebro es menos fuertemente activada por CM que lo es
la de eritrocitos (Hakim y cols., 1982; Sorensen y Mahler, 1981). Estas variaciones pueden ser
debidas a que en el cerebro existen altas concentraciones de proteinas capaces de unir CM (Sorensen
y Mahler, 1981). Otra posible explicacién puede ser que fosfatidilserina puede sustituira CM an la
activacion de la (Ca*" +-Mg**)ATPasa (Niggli y cols.,1981).

La (Ca**-+Mg*")ATPasa purificada de membrana plasmitica sinaptosomal (Hakim y cols.,
1982) tiene un peso molecular entre 138 y 150 KDa caleulado por electroforesis en geles e
poliacrilamida/SDS, siendo este similar al de [a Ca**-ATPasa de membrana plasmdtica de eritrocitos
y sarcolema (Caraloli, 1991b).

La (Ca**+Mg*")ATPasa pertenece a la clase P-ATPasas sensibles a vanadato, segln la
clasificacién de Pedersen y Carafoli (1987), dentro de las cuales también se incluye la
(Ca® +Mg?")ATPasa de reticulo sarcopldsmico y la (Na*,K*}ATPasa. Es estimulada, como ya hemos
mencionado, por calmodulina y por diferentes tratamientos, como la presencia de fosfolipidos dcidos,
proteasas, fosforilacién por protefnas quinasas A o C y autoasociacidon para formar dimeros u

oligbmeros (Wuytack y Racymackers, 1992).
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4.2.1. Estructura.

La estructura primaria de la bomba de Ca** de l]a membrana plasmatica era deducida en 1988
por Shull y Greeb a partir del ADN, aislado de cerebro de rata y por Verma y cols., de leratoma
humano. La bomba de Ca** es una s6la cadena polipeptidica de un peso molecular de aprox. 134
KDa, producto de una familia multigénica; 4 genes han sido encontrados en humanoes, y han sido
asignados a los cromosomas 1,3 y 12. Isoformas adicionales se originan a través de un procesamiento
alternativo del ARN,,. Se ha sugerido que hay al menos 4 isoformas (Carafoli, 1991b). La secuencia

en todas ellas estd conservada excepto en la regién C-terminal.

Dominlo

litleo
Catalil .

FITC -~ K

Esquema 1. Modelo de
la estructura secundaria
de la bomba de Ca®* de
la membrana plasmatica
{Wang y cols., 1992},

Bicapa

El perfil de hidrofobicidad de la secuencia primaria de esta protefna, asf{ como la homologia
con la bomba de Ca** de RS permite predecir la existencia de 10 a-hélices transmembranales
{Carafoli, 1991b; Wang y cols.,1992), la localizacién de los extremos N- y C- terminales en la parte
citoplasmatica y tres grandes dominios que se orientan hacia la cara citosélica, el primero conecta las
hélices transmembranales 2 y 3 y contiene c-hélice y hoja plegada § (aprox. 170 residuos), el
segundo dominio (aprox. 400 residuos) rico en hoja plegada § estd localizado entre las posibles
hélices transmembranales 4 y 5. Este dominio contiene el sitio catalitico, con un residuo aspértico
muy conservado en todas las ATPasas que forma el intermediario fosforilado (EP), una lisina

implicada en la unién del ATP y una prolina en la posicién bisagra.
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A pesar de ciertas simulitudes con la bomba de Ca* del RS (Brandl y cols., 1986) , la Ca®*-
ATPasa de membrana plasmética presenta dos dominios (A y B) que limitan un dominio basico (C)
cerca del extremo C-terminal donde estarfa localizado el sitio de unién de CM (aprox. 25 residuos
bésicos), y un dominio altamente cargado D (el cual puede ser dividido en un corto dominio dcido
D, seguido por un dominio basico D,) en el primer lazo citosélico donde estaria localizado el sitio
de unidn de los fosfolipidos 4cidos.

Han sido identificadas 3 isoformas de la Ca?*-ATPasa en cerebro de rata y 2 en eritrocitos
humanos, que representan al menos 4 diferentes productos génicos (PMCA1-4). El ARN,, que
codifica PMCAL estd presente en todos los tejidos, mientras que el de PMCA2 y PMCA3 es
restringido a cerebro y misculo esquelético, respectivamente. Los eritrocitos humanos contienen
isoformas PMCA y PMCA4 (Wang y cols., 1992; Wuytack y Raeymaeker, 1992).

Las isoformas de la bomba no muestran variaciones en los dominios conservados de las
ATPasas tipo-P, que son los que se encuentran alrededor del sitio activo. L.a diversidad concierne a
los dominios reguladores, por ejemple, el procesamiento alternativo del ARN,, puede eliminar el
dominio fosforilado por la proteina quinasa A o insertar dominios entre los subdominios A y B del

sitio de unidén de CM.,
4.2.2. Actividad.
La (Ca*+Mg?}ATPasa pertenece a las ATPasas tipo E,/E,, con dos estados

conformacionales E, y E,, que se interconvierten durante el ciclo catalitico y muestran diferentes

afinidades a Ca** (Rega y Garrahan, 1986)(véase esquerna)

ATP  Mg® ca* Md" ADP

E VL—LE "AtTP l E P

1
Ca2*14:"—“\"‘92+

Yy \EQmP

11

[\

Esquema 3. Ciclo catalitico de la bomba de Ca®* de la membrana plasmatica.
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En el transporte de Ca**, una conformacién de la enzima (E,) con alta afinidad por Ca®* es
fosforilada por ATP en un residuo aspirtico para formar el intermediario fosforilado Ca?*E P . Este
sufre un cambio conformacional a Ca*"E,P, con una baja afinidad por Ca** ,y el Ca** es liberado al
extertor de la célula, por un mecanismo no del todo conocido (de Meis y Vianna, 1979).

En su forma basal, la enzima existe en un estado de baja afinidad por Ca** (¥ s(Ca)=4-20
uM) y en presencia de reguladores fisiolégicos incrementa su afinidad a 0,2-0,7 uM, Es regulada por
ATP a concentraciones submilimolares. La bomba transporta Ca’* con una estequiometria de 1
(Ca’":ATP) (al menos en liposomas reconstituidos). Funciona predominantemente de modo
electroneutro en eritrocitos, pero puede ser electrogénica en otras células incluyendo las células de
muscutlatura lisa vascular (Furukawa y cols., 1988),

Posee una alta afinidad por Ca**. El calcio juega un doble papel regulador. Por un lado,
estimula esta actividad a concentraciones submicromelar y, por otro, produce una completa inhibicién
en el rango submilimolar a milimolar (Sorensen y Mahler, 1981; Michaelis y cols., 1983). La
respuesta bifdsica de la enzima frente a la concentracién de calcio parece ser un propiedad general
de las bombas de Ca®" de la membrana plasmética (Rega y Garrahan, 1986).

Vanadato es un inhibidor relativamente especifico con una K; aparente de 0,5 uM-2uM (Gill
y cols., 1984, Michaelis y cols., 1983). Por el contrario, la K| para la bomba de Ca** del reticulo
sarcopldsmico es de 10 a 100 veces més alta, lo cual permite diferenciar ambas actividades (O’ Neal
y cols., 1979). La inhibicién producida por La** ha sido observada en eritrocitos, adipocitos y
membrana sindptica (Schatzmann y Roelofsen, 1977; Pershadsingh y McDonald, 1980; Sorensen y
Mahler, 1981). La** no inhibe la actividad ATPasa basal dependiente de Mg?* (Michaelis y cols,
1983), siendo una inhibicién especifica de la (Ca*" +Mg?*)ATPasa a la que en una concentracién de
50 uM inhibe aprox. en un 80% (Michaelis y cols., 1983).

La actividad (Ca*" +Mg?*")ATPasa de sinaptosomas es insensible a ouabaina y oligomicina

(Michaelis y cols.,1983).
5, ACTIVIDAD ADENOSINTRIFOSFATASA EN SINAPTOSOMAS.

La aplicacién de métodos de fraccionamiento celular al sistema nervioso central ha permitido
el aislamiento de los sinaptosomas como unidad estructural y funcional. Estos han sido ampliamente
utilizados como modelo experimental para el estudio de la actividad (Ca?"+Mg**)ATPasa de
membrana plasmitica, acoplada al transporte de Ca**, y de los diferentes sistemas de transporte
implicados en la regulacién de la homeostasis celular de Ca?* en las células nerviosas.

Sorensen y Mahler (1981) han descrito en membrana sindptica de corteza cerebral de rata tres
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actividades ATPasa funcionalmente distinguibles por su dependencia de iones metélicos divalentes y
su respuesta a cationes monovalentes e inhibidores: Mg?*-ATPasa, Ca*'-ATPasa y
(Ca** +Mg**)ATPasa, esta dltima se manifiesta en presencia de ambos iones como una estimulacién
por Ca** por encima de la actividad méxima medida en presencia solamente de Mg?*.

La actividad ATPasa dependiente de Mg?* (Mg?*-ATPasa) parece exhibir algunas
caracterfsticas descritas para la actividad electrogénica que transporta protones asociada con vesiculas
que almacenan neurotransmisores (Toll y Howard, 1978). Otro posible origen de esta actividad
enzimitica podria ser una ATPasa del tipo de la miosina o actomiosina o protefnas asociadas a
microtiibulos, unidas a la cara interna de la membrana siniptica (White y cols., 1980). No obstante,
en estas membranas existe una concentracién muy baja de miosina, lo cual junto con la respuesta de
la enzima a algunos inhibidores especificos (Sorensen y Mahler, 1981), como NEM, permite
considerar poco probable una contribucién significativa de la actividad ATPasa de miosina o
actomiosina. La actividad relativamente baja asociada a tubulina en preparaciones purificadas de la
proteina (White y cols.,1980) hace que no sea probable una contribucién sustancial de esta actividad
a la membrana sinaptosomal, Recientemente ha sido descrito un proceso de eflujo activo de Mg?* a
través de ia membrana plasmitica de sinaptosomas dependiente de ATP v que es inhibido por altas
concentraciones de Na* citosolico (Zoccarato y Alexandre, 1986). Es muy probable que este proceso
sea mediado por una ATPasa que bombee Mg™.

La actividad ATPasa dependiente de Ca®*, con una baja afinidad por Ca** , puede en parte
reflejar Ia susceptibilidad de la enzima, asoctada con algunos granulos almacenadores, de ser activada
por cualquier catién, v.g. funcionar como una (Mg**/Ca?*)ATPasa (Jones,1979). Sin embargo, la
ausencia de respuesta de la actividad Ca**-ATPasa en membrana sindptica a algunos inhibidores de
la actividad enzimética dependiente de Mg?t, como DCCD o NBD-CI (Sorensen y Mahler, 1981)
sugiere que las membranas sindpticas contienen una actividad adicional dependiente s6lo de Ca**. Esta
situacién es similar a Ia descrita por Pershadsingh y McDonald (1980) en membrana plasmética de
adipocitos y por Verma y Penninston (1981) en cuerpo liteo , Una explicacion alternativa sugerida
por Sorensen y Mahler (1981) es que en presencia de diferentes iones metélices divalentes la enzima
asume diferentes conformaciones, lo cval var{a la accesibilidad de estos inhibidores altamente
especificos. Finalmente, la presencia de esta actividad asociada a membranas sindpticas podria hallarse
relacionada con su funcién de liberaci6n de neurotransmisores, mis que de captacién,

Estas actividades ATPasa tienen sus sitios activos orientados externamente y por tanto pueden
ser clasificadas como ectoenzimas (Nagy y cols., 1986). La localizacién externa de las ecto-ATPasas

sugiere que son diferentes de las ATPasas localizadas en la superficie interna de la membrana
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plasmdltica implicadas en funciones de transporte celular,

La posible funcién fisiolégica de las ecto-ATPasas sinaptosomal no es conocida. Se ha
propuesto (Nagy y cols., 1986) que el ATP liberado desde ciertos tipos celulares, como terminaciones
pre o postsindpticas sea hidrolizado produciendo adenosina (Sorensen y Mahler, 1982). Por participar
en el control del nivel de ATP extracelular las ecto-ATPasas pueden afectar a toda una serie de
sucesos en la membrana, como cambios en la permeabilidad o procesos de transporte activos y
pasivos. Los metabolitos de la hidrélisis de ATP extrasinaptosomal y la energia liberada podr{an estar

implicados en la regulacién de la transmisién nerviosa (Nagy y cols., 1986).

La actividad que requiere Mg** a concentraciones relativamente altas y Ca** a
concentraciones submicromolares representa la contrapartida enzimitica de la bomba de Ca?* presente
en numerosas membranas plasméiticas incluyendo sinapsis (Gill y cols.,1981), adipocitos

(Pershadsingh y McDonal, 1980) y sarcolema (Caroni y Carafoli, 1980).

6. RETICULO SARCOPLASMICO: ESTRUCTURA, FUNCION Y COMPOSICION.

El retfculo sarcoplismico (RS) es el orgdnuio subeelular encargado de controlar la
concentracion del calcio en el citosol de la célula muscular. Estd formado por numerosoes tibulos
membranosos longitudinales que se disponen de forma paralela envolviendo a cada miofibrilla en la
célula muscular. Se conecta con la membrana plasmitica de la célula muscular, denominada

sarcolema, a (ravés de los llamados tibulos T.

El reticulo sarcopldsmico estd directamente implicado en el control de la contraccién y
relajacién muscular. En una fibra muscular en reposo el Ca*" estd almacenado en el interior del RS.
El gradiente de Ca** entre el interior y el exterior de las vesiculas se mantiene por accién de la
ATPasa dependiente de Ca**, que bombea iones Ca** al interior del RS con consumo de ATP
(2Ca**/1ATP). La llegada de un potencial de acci6n al misculo, provoca una onda de despolarizacién
que se transmite desde el sarcolema, a través de los tibulos T, hasta las cisternas terminales del
reticulo sarcopldsmico donde se produce la liberacién del Ca** al sarcoplasma a través de canales de
Ca2* . Bste flujo de salida de Ca’" produce un incremento en la concentracion del i6n en el
citoplasma y desencadena la contraccién muscular (Hasselbach, 1964; Ebashi y cols., 1969). Cuando
el impulso nervioso cesa, los iones calcio son recaptados por el RS por la accidn de la ATPasa
dependiente de Ca®*(MacLennan y cols., 1976; Tada y cols., 1978) y la célula muscular vuelve al

estado de reposo.
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Se han descrito diferentes proteinas localizadas en la membrana de RS, que estin relacionadas
con la actividad de! transporte de Ca*'. Entre estas proteinas se encuentran la ATPasa dependiente
de Ca2". Es uno de los sistemas de transporte primario mejor caracterizados y constituye el 60%-80%
(Inesi, 1972; Hasselbach, 1974) del total de proteina de esta membrana. Su funcién estd relacionada
con el mecanismo de relajacién muscular y consiste en el transporte de iones Ca** al interior de las
vesiculas acoplado a la hidrolisis de ATP.

En el interior de las vesfculas de RS estdn presentes dos protefnas solubles que unen Ca®*:
(a) la calsecuestrina, es un proteina extrinseca que se localiza en el lumen vesicular (Meissner, 1975),
tiene una gran capacidad para unir Ca®* y su peso molecular se encuentra entre 44 y 65 KDa
(Meissner y cols., 1973), y (b) una glicoproteina que une Ca** con alta afinidad (K,=2,5-4 uM), con
un peso molecular de 55 KDa y se localiza en la cara interna de! RS (Steward y cols., 1976).

En las cisternas terminales del RS se localiza el canal de Ca** sensible a rianodina, su peso

.
molecular es de 450 KDa (Inui y cols., 1987) y estd implicado en la liberacién del calcio almacenado

en el interior de las vesiculas (Meissner, 1986).

6.1. (Ca?" +-Mg*")ATPasa de reticulo sarcopldsmico.

La (Ca®"-+Mg2")ATPasa estd formada por una séla cadena polipeptidica de 1001
aminodcidos, con un peso molecular de 110 KDa (Brandl y cols., 1986, MacLennan y cols., 1985).

El perfil de hidrofobicidad de la secuencia primaria de esta protefna permite predecir la
existencia de 10 a-hélices transmembranales con los extremos N- y C- terminal localizados en la parte
citoplasmética y una gran cabeza globular rica en hoja plegada B, constituida por dos grandes
secuencias hidrofilicas que se orientan hacia la cara citosélica (Brandl y cols,, 1986). Elsitio de unién
para el ATP, fosforilacién y el mecanismo de transduccion estarian localizados en estos dos dominios
globulares citoplasméticos, mientras que la unién de Ca?* estarfa localizada en la regién
transimembranal. Los estudios de mutagénesis dirigida han permitido determinar la existencia de 6
residuos muy conservados en la estructura de la ATPasa localizados en las posibles secuencias
transmembranales M,,Ms,M; y M, que podrfa formar parte de un canal transmembranal para el paso
del calcio (Clarke y cols., 1989; Maclennan, 1990, Andersen v cols., 1992),

La estructura cuaternaria de la ATPasa, debido a la dificultad para obtener cristales en tres
dimensiones, es objeto de numerosos estudios de baja resolucién: digestién proteolitica limitada (Le
Maire y cols., 1990), utilizacién de anticuerpos monoclonales( Clarke y cols., 1990) , difraccion de
rayos X o de neutrones en vesiculas nativas o reconstituidas (Dupont y cols., 1973} , microscopia
elcetrénica de cristales bidimensionales {Stokes y Green, 1990), RMN, etc. Pero una gran parte de

ia informacién sobre la localizacién de centros funcionales en la ATPasa se ha obtenido por la
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utilizacién de marcadores fluorescentes y técnicas de transferencia de energfa (Gutiérrez-Merino y

cols., 1987; Munkonge y cols., [989; Martonosi y cols., 1990; Inesi y cols., 1992).
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Esquema 4. Modelo de la estructura secundaria de la ATPasa dependiente de Ca®*, Basado en el perfil de
hidrofobicidad de la secuencia primaria (Brandl y cols., 1986},

Aunque parece bastante clara la tendencia a agregar de la (Ca*"+Mg**)ATPasa , el
significado funcional de estos aligdmeros no es tan evidente. Un importante mimero de estudios con
(Ca** +Mg**)ATPasa solubilizada con detergentes presenta evidencias en favor del estado
monomérico de la proteina (Meller y cols,, 1980; Vilsen y Andersen, 1986; Andersen, 1983). La
(Ca**+Mg?*)ATPasa monomérica mantiene toda la maquinaria requerida para acoplar la hidrélisis
de ATP con los cambios estructurales en los sitios de unidn del Ca** implicados en el transporte,
mientras que las interacciones proteina-proteina juegan un papel modulador y estabilizante para la
funcién de fa enzima (Maller y cols., 1982; Andersen, 1989). El equilibrio monémero-oligémero
presente en una solucién detergente implica contactos relativamente suaves péptido-péptido que
podrian disociarse durante el transporte,

La hidrélisis de una molécula de ATP permite el transporte activo de dos iones Ca**

(Hasselbach, 1964), El calcio se acumula en el interior de las vesiculas hasta alcanzar una
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concentracion interna de calcio libre lo suficientemente elevada como para inhibir a la enzima (Scarpa
y cols., 1972), entonces la ATPasa actlia a una velocidad estacionaria igual a la velocidad de salida
pasiva de los iones Ca*' a través de la membrana,

La (Ca** +Mg*')ATPasa de RS pertenece junto a la Ca?*-ATPasa de membrana plasmética
y la Na",K"-ATPasa a las denominadas P-A'TPasas segin la clasificacién sugerida por Pedersen y
Carafoli (1987). Todas las catién ATPasas tienen una secuencia de alta homologia entre el residuo
308 y 358 en la ATPasa de RS, este segmento incluye el residuo de Asp (351) que es fosforilado y
una secuencia que conecta este segmento a la cuarta hélice transtnembranal(Green v MacLennan,
1989, Inesi y Kirtley, 1992).

Se han propuesto varios mecanismos de accién para la (Ca*" +Mg**)ATPasa; el modelo

cinético que vamos a comentar aqui es el de de Meis y Vianna, 1979:
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Esquema 5, Esquema propuesto por de Meis y Vianna (1979) para el ciclo catalitico de 1a ATPasa dependiente
de Ca",

El enzima puede encontrarse en dos estados conformacionales Ca,E, y E,, La forma E, de la
enzima posee los ceniros de alta afinidad para Ca** orientados hacia el citoplasma. El proceso implica
la unién de 2Ca** a un sitio de unién de alta afinidad en la conformacién E, seguido por la
fosforilacién de un grupo S-carboxile de un residuo de aspartato en el centro activo y la eclusidn de
Ca?* en un intermediario Ca,-E, P. Un cambio en la conformacién del enzima del estado E, a E,
(Ca,-E, P) conduce a la traslocacion y liberacién del Ca®t en el interior del RS. El proceso es
completado por la hidrélisis dependiente de Mg*" del intermediario E;-P, con la liberacién de P, y
Ia isomerizacién del enzima del estado E, a E, (Inesi y de Meis, 1985). El transporte de calcio es
reversible, conduciendo a fa sintesis de | mol de ATP por cada 2 iones calcio liberados del RS
{Martonosi, 1984).

La conformacién E, es estabilizada por saturacién de los sitios de alta afinidad por Ca?* o por
lanténidos. La eliminacién de Ca** con EGTA y la unién de vanadato estabiliza la conformacién E,.

La (Ca**+Mg**)ATPasa no es inhibida por oligomicina, pero si lo es por rojo rutenio,
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reactivos sulfidrilos como la NEM, y ciertas aminas aromdticas como la fenilamina, reserpina, etc.

Vanadato inhibe el enzima pero a un valor de Ko s mds allo que para la bomba de Ca?* de membrana

plasmdtica y esta inhibicién es abolida por la unién del Ca** a los sitios de baja afinidad.
Recientemente, se ha descrito la existencia de inhibidores especificos para esta enzima, como

son la tapsigargina y el dcido ciclopiazénico (Seidler y cols., 1989; Delesus y cols., 1993).

7. (Na™" , K")ATPasa,

El intercambio del Na' citoplasmdtico por el K* extracelular a través de la membrana
plasmatica de todas las células animales estd mediado por una enzima de la membrana plasmdtica, la
(Na® K"YATPasa.

La (Na* ,K")ATPasa descrita por Skou en 1957, es una bomba electrogénica que intercambia
3Na* por 2K* a través de la membrana celular mediante la hidrélisis de ATP. La enzima mantiene
un gradiente de concentracién de Na* y K* y contribuye a mantener el potencial de membrana de la
célula en reposo. Estos gradientes son utilizados para la re- y despolarizacion del potencial de
membrana, para la regulacién del volumen celular, y el transporte activo de glucosa y aminedcidos,

procesos de cotransporte a través de la membrana.

7.1, Estructura,

Esti formada por dos subunidades, o y B, y se encuentra asociada en la membrana a
fosfolipidos de gran importancia para su actividad fisioldgica (Ottolenghi, 1979). Es una proteina
transmembranal que puede unir ligandos tanto en la parte citoplasmética de la membrana (ATP,
vanadato, Na®) como en la extracelular (ouabaina, K*,Rb). La subunidad mayoritaria es la o, que
supone el 70% de la protefna total del complejo, contiene cerca de 1012 aminodcidos (Shull y cols.,
1985) y un peso molecular de unos 112 KDa. En esta subunidad radican los centros cataliticos, sitio
de unién para el ATP el sitio fosforilado durante el ciclo catalitico y el sitio de uni6n de los
glicésidos cardfacos.

Se han identificado diferentes isoformas, tres de ellas han sido identificadas en vertebrados
(Lingrel y cols,, 1991). La isoforma o, s¢ encuentra pricticamente en todas las células, o, en misculo
esquelético, y e se encuentra en tejido nervioso. La identidad de la secuencia entre estas isoformas

es de un 84 %, con las diferencias mayores en el extremo N-terminal.
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Esquema 6. Modelo de 1a estructura secundaria de las subunidades ev y £ de la (Na*, K*)ATPasa. Basado en
el perfil de hidrofobicidad de la secuencia primaria {Lingrel, 1992).

El extremo N-terminal estd en el lado intracelular de la membrana y estudios recientes
sugieren que el extremo C-terminal también se encuentra en este lado (Antolovic y cols., 1991). El
ntimero de segmentos embebidos en la membrana deducidos del perfil de hidrofobicidad es 7 u 8 con
una estructura ce-hélice. Con ambos extremos de la proteina en el mismo lado de la membrana, el
ntimero méis probable de hélices es 8. El gran lazo intracelular, el cual contiene el sitio de unién del
nucledtido es predominantemente estructura en heja plegada 8 (Modyanov y cols, 1991). La
subunidad « tiene el sitio de fosforitacién {(Asp 369) en el lado citoplasmdtico. La unién de ouabaina
tiene lugar en el lado extracelular, La uni6n entre el primero y el segundo segmento transmembranal
es de gran importancia para la sensibilidad hacia los glicésidos cardiaces, El sitio de unién del catidn
no ha sido identificado, pero la oclusién de Rb* y Na™ parece estar relacionado con un fragmento

de 19 KDa en el lado amino terminal en el residue 831 (Karlish y cols, 1990). Recientes experimentos

sugieren que esta subunidad estd glicosilada en el lado intracelular (Pedenonte y Kaplar, 1991).

La subunidad 8 es una glicoproteina de 35 KDa, que contiene cerca de 300 aminodcidos

deducida a partir del ADN, de riiién de oveja en 1986 por Shull y cols., con una alta homologia entre
las isoformas.

Hay un segmento hidrofébico embebido en la membrana piasmética cerca del extremoN- l
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terminal de fa proteina, y el C-terminal estd localizado en el lado extracelular de la membrana. La
subunidad @ estd glicosilada en 3 residuos de Asp en el lado extracelular, con un peso molecular de
los restos hidrocarbonados de 10 KDa (Esmann y cols., 1980), La subunidad @ parece tener
importancia para la insercién del complejo «f en la membrana. No ha sido posible separar la
subunidad £ de la « sin pérdida de actividad enzimética. Se ha mostrado que la reduccion de puentes
disulfuro en la subunidad 8 conduce a la inactivacién de la actividad enzimdtica, lo cual sugiere un
papel estructural para esta subunidad (Skou y Esmann, 1992).

No existe consenso sobre si la enzima puede llevar a cabo todas sus actividades bioldgicas en
forma de dimero of8 o de tetrimero c,B,. Recientemente se ha comprobado que cada unidad soiuble
of ¢s capaz de unir una molécuia de ATP y de llevar a cabo la interaccién entre las dos
conformaciones en las que podemos encontrar la enzima, E-E,, pero no se puede descartar que sea
necesaria la formacién de complejos tetraméricos para llevar a cabo el transporte de Na* y K"

(Craigh y Kyte, 1980; Viisen y cols., 1987).

7.2, Actividad,
La enzima existe en 2 conformaciones diferentes llamadas E, y E,. Las interconversiones entre
ambas conformaciones quedan recogidas en el ciclo adjunto en donde se reproduce el esquema

propuesto por Cantley, 1981:

Eq 7 » (3Na}E 4 7 = (3Na)Eq * Mg+ ATP
3Nag; Mg+ ATP
= 2K,
ADP 1
(2K)Ep
- Pi' Mg
SR |
(2K)Ep ~P+ Mg<j— E;~P*Mg ‘—'—f—— (3Na)E{ ~P+ Mg
2Ke 3Nag

Esquema 7. Ciclo catalitico de la (Na* , K*)ATPasa (Cantley, 1981).

En ausencia de cationes en el medio, la enzima se encuentra en la conformacién L, . La
adicién de Na* conlleva una transicién conformacional a E/Na,. Si en lugar de Na* afiadimos K" al

medio, favorecemos la transicién a una conformacién Ey(K,,), con una velocidad de liberacién de K*
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muy lenta. Es lo que se denomina conformacién con oclusion de K*. La principal diferencia entre
ambas conformaciones es la alta afinidad para el ATP de la conformacion ENa, frente a la baja
afinidad de la E,(K,). La unién de ATP favorece la transicion de E, a E,, mientras que la
fosforilacién del enzima favorece la transicién opuesta, es decir de E, a E,. La oclusion de los
cationes puede representar una inmovilizacién de los mismos en entornos mas intracelulares o més

cerca del citoplasma, segiin que calidn se trate.

7.3. Inhibidores de la bomba de Na™,

Los glicdsidos cardiacos son inhibidores especificos de la (Na” K")ATPasa. Existe un sitio
especifico en la estructura enzimdtica de la (Na* ,K*)ATPasa para esta familia de sustancias aisladas
de plantas (Schatzmann, 1953; Schwartz y cols., 1975). También se ha demostrado Ia sintesis de
glicosidos cardiacos en insectos y en anfibios (Meyer y Linde, 1971; Pasteels y cols., 1979},
interpretdndose evolutivamente su presencia comoe un mecanisimo adaptativo de defensa de estas
especies frente a sus predadores.

Este receptor especifico para glicésidos cardiacos se ha conservado filogenéticamente en las
(Na" K")ATPasa de diversas especies animales estudiadas, aunque su grado de afinidad varia
ampliamente para diferentes especies y dentro de cada especie para los diferentes tejidos, lo cual esta
relacionado con las diferentes isoformas de la enzima.

Al igual que ocurriera con los opiﬁceos se ha especulado con la posibilidad de que este sitio
fuera, en realidad, un receptor especffico de un ligando end6geno con propiedades inhibidoras de la
bomba de Na*. Bsta hipotesis ha ganado credibilidad con la purificacion de sustancias con accién
semejante a glicésidos cardfacos (Endogenous Digitalis-Like Factor, EDLF) (Schoner, 1991; Hamlyn
y cols., 1991b; Shaikh y cols., 1991).

El glicésido mds ampliamente estudiado es la ouabafna, debido a su solubilidad en agua. Tiene
una Ky s del orden de 107 - 10° M para la enzima en la mayor parte de los tejidos y se une a la
enzima preferentemente en la conformacién E,-P, es decir en la superficie externa de la membrana
(Schwartz y cols., 1975; Wallick y Schwartz, 1988); la presencia de K™ protege a la enzima de su

inhibicidén.
8. ALTERACIONES EN EL METABOLISMO DEL CALCIO.

Bl calcio desempefia un papel central en el control de la contraccién de la musculatura

vascular lisa y ha sido implicado en la patogénesis de la hipertension esencial (Aoki, 1984, Young
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y cols., 1990). Hay numerosas evidencias de que alteraciones en el metabolismo celular del Ca**
descritas en hipertension son debidas a un defecto humoral. Se ha postulado la existencia de una
sustancia enddgena que directamente inhibiria la bomba de Na™’ e indirectamente incrementaria los
niveles de Ca*" intracelular (Haddy, 1990).

Diferentes modificaciones del metabolismo del Ca?", tales como alteraciones en la unién del
Ca?* a la membrana celuiar, en los canales de Ca?* y en la captura de Ca®* a través de la membrana
plasmdtica y del reticulo sarcopldsmico de la musculatura lisa arteriolar producen un aumento de la
concentracién de Ca** libre y elevacidn de la resistencia periférica vascular (Aoki, 1984; Young y
cols., 1990). Por este motivo los antagonistas de Ca** son muy efectivos en hipertension at reducir
la entrada de Ca®" (Scriabine y Kazda, 1989).

La eliminacién del Ca?* intracelular es principalmente debido a un intercambio Na*/Ca** y
a la (Ca** ++-Mg*")ATPasa, y a concentraciones extremadamente altas y probablemente patolégicas,
el Ca?* es acumulado por las mitocondrias (Marin, [988). En hipertensién, la {Ca** +Mg**JATPasa |
y el intercambio Na*/Ca** pueden operar con baja afinidad, facilitando la acumulacién intracelular
del calcio. Ademis la bomba de Na* juega un importante papel en la regulacién de la concentracién
i6nica intracelular (Marin, 1988). Se ha descrito también en hipertensién una actividad aumentada del
tono simpético periférico (De Champlain, 1990; Michel y cols., 1990). El sistema simpdtico estd
implicado a corto y largo plazo en el ajuste de la presion sanguinea. Los niveles de noradrenalina
(NA) en plasma estin incrementados en pacientes cot llipertenéién esencial {De Quattro y Chan,
1972; De Champlain y cols., 1976), observindose un defecto neuronal en la captura de NA (Esler
y cols., 1981). Otra posible explicacién para el incremento de la neurotransmisidén noradrenérgica es
Ia existencia de un defecto en la modulacién de la neurotransmision por sustancias enddgenas.

Se ha observado en plaquetas de pacientes hipertensos una elevada concentracién de Ca®*
intracelular (Biihler y cols,, 1986). Ademads, la vasculatura de estos pacientes es mds sensibie a
agentes vasoactivos, la mayorfa de los cuales producen sus acciones por liberacion del Ca**
intracelular y la entrada de Ca®* parece aumentada en céhulas musculares vasculares lisas (Friedman,
1983). Andlogamente, los niveles basales de Ca** intracelular en células de musculatura lisa vascular
(VSMC) son mds altos en ratas SHR (ratas hipertensas genéticamente Aoki-Okamoto) frente a células
de ratas control WKY (ratas normotensas Wistar-Kyoto)(Sugiyama y cols., 1990); sugiriendo una
regulacién anormal de calcio en estas células. Hay estudios que demuestran que tanto el nivel basal
como el influjo de “Ca** inducido por agonistas estd incrementado en vasos de resistencia en SHR
{Cauvin y cols., 1987). La captura de “*Ca™" estd aumentada en cultivo de células musculares adrticas

lisas y en grandes arterias de ratas hipertensas comparado con ratas nortnotensas (Sugiyama y cols.,

1986).

27



Introduccion

Se ha descrito también que en la membrana de eritrocitos de sujetos hipertensos disminuye
la unién de “Ca’* comparada con sujetos normotensos (Postnov y cols., 1977; Zemel y Sowers,
1990; Bukoski, 1990). Andlogamente ratas SHR y tratadas con DOCA muestran reducida su unién
de Ca’* en aorta y pequefias arterias comparadas con el control (Jones y Hart, 1975). Como la unién
de calcio en la membrana puede bloquear la entrada de Ca?" por inactivar los canales dependientes
de voltaje, este descenso podria facilitar el incremento del Ca** intracelular(Zemel y Sowers, 1990).
En los eritrocitos de pacientes hipertensos, la unién de Ca®* a la superficie interna de la membrana
disminuye en comparacion con sujetos normotensos (Postnov ¥ cols., 1977, Postnov y Orfov, 1984,
Orlov y Postnov, 1982), resultados similares han sido observados en preparaciones de eritrocitos,
higado, corazén y tejido neural en SHR (Postnov y Orlov, 1984; Bithler y cols., 1986: Zemel ¥
Sowers, 1990). Adicionalmente, el descenso en la unién de Ca®" en la cara interna de la membrana
podria facilitar la entrada de Ca** al reducir la conductancia de K* ,lo cual produciria la despolariza-

cidn de la membrana y la activacién de los canales dependientes de voltaje (Robinson, 1984).

La actividad de Ia bomba de Ca** de la membrana plasmdtica es mas baja en hipertension,
bien por un defecto de la bomba o por una inadecuada activacién por calmodulina, facilitando la
acumulacién intracelular de Ca** (Postnov y cols., 1984; Poston y Orlov, 1984; Vezzoli y cols.,
1985; Takaya y cols., 1990). Eritrocitos humanos de pacientes hipertensos muestran un
funcionamiento poco efiéiente de la actividad (Ca®*+Mg®*)ATPasa de la membrana plasmdtica
(Postnov y cols., 1984; Vezzoli y cols., 1985; Bihler y cols., 1986). Efectos similares se han descrito
en eritrocitos de pacientes diabéticos y urémicos (Zidek y cols., 1992; Krzesinsky y cols., 1993) y
en eritrocitos de ratas hipertensas, SHR y MSH (ratas hipertensas genéticamente Milan) (Vezzoli y
cols., 1985). En ambos casos, la actividad ATPasa estimulada por calmodulina esta reducida con
respecto al control, Los cambios en 1a actividad ATPasa pueden ser debidos a un defecto en la bomba
o alteraciones del medio lipidico, Orlov y cols. (1983} apoyan esta segunda posiblilidad, basdndose
en las diferencias en los lipides de membrana de fantasmas de eritrocitos observados entre SHR y
WKY (Boriskina y cols., 1977; Tsuda y cols., 1992). Por medio de técnicas fluorescentes, se ha
observado un incremento de microviscosidad en las regiones hidrofébicas de membranas de eritrocitos
de SRH (Montenay-Garestier y cols., 1981) al igual que en pacientes con hipertension esencial (Orlov
y Postnov, 1982). Estos cambios han sido observados en ofras células como en la membrana
plasmitica de hepatocitos, sinaptosomas y cardiomiocitos de SHR (Devynck y cols., 1982).

Otro mecanismo molecular alterado en animales hipertensos es el intercambio Na'/Ca?*. Se
ha observado que la actividad de este sistema estd aumentada en VSMC de ratas SHR comparado con

el control (WKY)(Ashida y cols., 1989).
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Alteraciones en el metabolismo del Ca?* se han observado también en la membrana plasmética
de sinaptosomas, adipocitos y hepatocitos de ratas hipertensas (Devynck y cols., 1982). Como ya
hemos sefialado el calcio estd implicado en una gran variedad de funciones en el SNC, entre ellas la
fiberacién de neurotransmisores en las terminales sindpticas. Honda y cols., 1990 observaron que la
captura de “Ca?* en sinaptosomas era mayor en ratas SHR frente a ratas control (WKY); lo cual
puede sugerir que un cambio en el metabolismo del Ca** también ocurre en el SNC de ratas SHR,
y éste podria ser parcialmente responsable de la alteracién en 1a liberacién de neurotransmisores, que
se reflejaria en un aumento en la hipertensién de SHR.

Resuitados similares han sido observados por Postnov y Orlov (1984) en sinaptosomas de
cerebro de rata y en la fraccion microsomal,

Hay numerosas evidencias de que esta alteracién en el metabolismo de Ca®' caracteristico de
l]a hipertensién podria ser debido a un defecto humoral (Le Quang Sang y cols., 1990; Sugiyama y
cols., 1990). Varios factores pueden modular la entrada de calcio, en particular la compaosicién
lip{cica de la membrana (Locher y cols., 1986). Factores circulantes han sido propuestos en el control
de Ia concentracién de Ca?* en plaquetas. La incubacién de plaquetas de sujetos normotensos en
plasma de pacientes hipertensos incrementaba la concentracion de Ca* libre citosélica mientras que
la incubacién de plaquetas de pacientes hipertensos en plasma de sujetos normotensos conducia a un
significante descenso en la concentracién de Ca?" libre (Lindner y cols., 1987). Diferentes hormonas
circulantes como angiotensina, vasopresiné y noradrenalina son capaces de modificar la concentracion
de Ca** intracelular en plaquetas. El nivel de inhibidores circulantes de la bomba de Na* descrito en
hipertensién esencial podria también modular la concentracion de Ca** intracelular. La concentracion
de Ca®" libre en plaquetas de sujetos hipertensos correlacionaba positivamente con la capacidad de
extractos del plasma de estos sujetos para inhibir la actividad (Na*,K")ATPasa renal y la unidén de
ouabaina en eritrocitos humanos (Le Quan Sang y cols., 1990). Hstos resultados indican que
componentes end6genos, similares a digoxina, podrfan participar en el control de la concentracién de
Ca?* libre citosélico, de acuerdo con su posible papel en hipertension.

Meyer-Lehnert y cols. (1993) han aislado a partir de orina humana de sujetos con una dieta
rica en sodio por diferentes pasos cromatogrificos un factor similar a ouabaina (OLY). Este
compuesto tenia un efecto bifésico sobre la concentracién de Ca?* intracelular en cultivos de células
musculares vasculares lisas, Primero inducfa un incremento rdpido en la concentracidén de calcio
retornando a niveles més bajos pero por encima de la linea base en unos cuantos minutos, este efecto
era eliminado en presencia de verapamil, lo cual sugiere que este aumento estaba relacionado con el
influjo de Ca*" a través de los canales dependientes de voltaje. La ouabafna tenfa similares efectos

después de 45 min de preincubacion, pero a diferencia de OLF no inducia este ripido incremento
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transitorio de la concentracidn de calcio.

Estos descubrimientos son consistentes con las observaciones de Goto y cols. (1988c, 1989b)
de que un factor similar a digoxina aislado de orina humana incrementaba ta captura de **Ca** en
VSCM vy reducia el eflujo de #*Ca?*. Resultados similares han sido obtenidos por Schoner y cols.
(1993).

El factor hipotaldmico aislado por Haupert (Haber y Haupert, 1987) ademds de inhibir la
(Na* K*)ATPasa como ya hemos descrito también inhibia la Ca®*-ATPasa de RS pero no de
membrana plasmdtica. Este factor incrementaba la concentracién de Ca?* libre en miocitos cardiacos
(Hallaq y Haupert, 1989) con el consiguiente efecto inotrépico. Efectos similares han sido observados
con ouabafna, A partir de células hipotaldmicas en cultivo se ha aislado un péptido de bajo peso
molecular (ASTI) (Mir y cols., 1988) que aumenta la concentracién de Ca** intracelular en anillos
adrticos y potencia ¢l efecto vasoconstricior de la noradrenalina,

Cloix y cols.(1986) han aislado un factor derivado de orina que inhibia la Mg**-ATPasa y
Ca**-ATPasa de microsomas de cerebro de rata,

Algunos estudios experimentales (Yamaji y cols., 1990; Haddy y cols., 1979, Janssens y
cols., 1993) indican que el inhibidor endégeno de la bomba de sodio acelera la liberacién e inhibe

la recaptura de noradrenalina en los términales nerviosos simpdticos.
9. REACTIVIDAD VASCULAR.

Un elemento crucial de la hipétesis previamente sefialada es que la presencia de un inhibidor
de (Na*,K*)ATPasa producirfa un aumento de la reactividad vascular, Desde las observaciones de
Michelakis y cols. (1975) se ha acumulado amplja evidencia de que en la hipertensién esencial
humana y en distintos modelos de hipertensién animal existiria una sustancia circulante vasoactiva
que aumentarfa la reactividad vascular ante distintos agentes presores (de Wardener y MacGregor,
1985). La hipétesis que estamos discutiendo postula que este factor vasoactivo serfa el inhibidor
endégeno de ta bomba de sodio. Este aumento de reactividad estaria determinado por un aumento del
Ca?* libre citosélico. Bl mecanismo por el que la inhibicion de la bomba de sodio produciria este
efecto no est4 suficientemente aclarado. Ya hemos mencionado la hip6tesis de Blaustein segiin la cual
la inhibicién parcial de la bomba de sodio podrfa ser responsable del aumento del Ca** intracelular
en las células vasculares musculares lisas (Blaustein, 1977a; Blaustein y Hamlyn, 1983, 1984,
Rasgado-Flores y cols., 1989). Esta hipétesis ha sido discutida ya que s6lo en condiciones extremas
de sobrecarga de Ca?* existirfa, en el misculo liso, una regulacion del Ca®" intracelular mediado por

el intercambio Na*/Ca?* (Mulvany, 1984), que no se producirfa en condiciones fisiolégicas (Knorr

30



Introduccion

y cols., 1991). La realidad es que existen muiltiples observaciones que relacionan la inhibicién de la
bomba de sodio con un aumento de reactividad vascular secundaria a una elevacién del Ca** libre
citosélico (Golo y cols., 1990; Le Quan Sang y cols., 1990). Una explicacién, distinta a la postulada
por Blaustein serfa que la inhibicion de la (Na*,K*) ATPasa producirfa una despolarizacién de la
membrana celular, aumentando la concentracién de Ca*" intracelular a través de los canales de Ca**
dependientes de voltaje (Montali y cols., 1991), habiéndose demostrado cambios de polarizacién en
presencia de EDLF (Ishizuka y cols., 1991; Pamnani y cols., 1991). Otra posibilidad serfa la accién
del inhibidor a través de su efecto sobre la inervacidn simpdtica vascular ya que la captacién de
norepinefrina en terminales nerviosas es dependiente <e la concentracién de Na* e inhibida por
ouabafna (Ishizuka y cols., 1991), En este sentido se ha descrito una inhibicién de la captacién de
norepinefrina en vena safena aislada, bajo la accién de EDLF (Cress y cols., 1991; Goto y cols.,
1992).

La hipétesis general de Blaustein estd apoyada por estudios experimentales {Overbeck y cols.,
1976; Pamnani y cols., 1980) y clinicos (Poston y cols., 1981; Hamlyn y cols., 1982}, que incluso
relacionan los niveles de actividad digoxino-mimética de los hipertensos esenciales con los efectos
hipotensivos de antagonistas del calcio tipo nifedipina (Palombo y cols., 1986), o los niveles de Ca®",
en plaquetas de sujetos normales incubadas en plasma ultrafiltrado de hipertensos y viceversa (Lindner
y cols., 1987). En efecto, la administracién de ouabafna a normotensos, provocé una inhibicién en
la (Na*,K*)ATPasa de eritrocitos e incrementd la resistencia vascular periférica. Cuando se les tratd
previamente con nifedipina, bloqueante de la entrada de Ca**, el incremento de la resistencia vascular
periférica fue totalmente prevenido. Estos estudios complementan la hipétesis original de Dahl (Dahl
y cols., 1969) que hablaba de una sustancia saliurética circulante como causante del mantenimiento
de niveles elevados de presion arterial en ratas hipertensas sensibles a la ingesta de sales. Esta
hipétesis originaria fue seguida luego por Haddy y Overbeck (1976) cuando explicaron el aumento
de la tenstén arterial subsiguiente a la expansién de volumen que ocurre en los modelos de
hipertensién experimental. Estas hipotesis serfan ampliadas por Blaustein, como ya he comentado y
definitivamente relacionadas entre si y con la hipertensién esencial por De Wardener Y MacGregor
(1983, 1984). La teorfa parte de un defecto renal, genético o adquirido, indetectable en los ensayos
estdndar de funcién renal. Bl rifién enfermo tenderfa a excretar de forma defectuosa el sodio del
organismo, con la consiguiente retencién de agua y expansion del volumen extracelular. El organismo
secretarfa como mecanismo de emergencia un factor hormonal natriurétrica que promoveria la
excrecién de sodio a través de la inhibicion de las bombas de sodio en las células de los tibulos
renales,

Asfmismo la inhibicién de la bomba de sodio podria inducir un incremento de la secrecion
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neurohipofisiaria de vasopresina, dependiente de Ca**, con el consiguiente aumento en la retencién
de agua por el rifién y el mantenimiento subsiguiente de una presion arterial elevada (Sorimachi,
1983).

El efecto por tanto de un inhibidor circulante del transporte de Na* serfan alteraciones en el
metabolismo del Ca?" y/o de los neurotransmisores, con la consiguiente vasoconstriccidn, En los
estados de hipertension, por tanto, la inhibicién de la (Na*,K*)ATPasa se produciria no como
consecuencia de un transporte de membrana primario anormal, ni como un efecto secundario al
desarrollo de la propia hipertensién, sino como una respuesta fisiolégica a la acumulacion de fluido
extracelular en exceso (Haupert, 1988a). En cualquier caso para que inhibiciones de la
{Na*,K")ATPasa de las células del tibulo renal, sean crénicas, se postula que debe existir algin
defecto en estas células, claramente puesto de manifiesto por Rayson (1988) en el caso de ratas Dahl
sensibles o resistentes a desarrollar hipertensién como consecuencia de una ingesta de Na* alta, a la

hora de responder homeostiticamente, con un incremento en el mimero de bombas de Na®.
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OBJETIVOS

Existe en la actualidad evidencia clara de una serie de fendmenos fisiologicos que han
mantenido Ia bisqueda de sustancias candidatas a ser un inhibidor fisioi6gico de la bomba de sodio.
Pese al esfuerzo de numerosos investigadores para identificar diche inhibidor o inhibidores en
mamiferos, no existe unanimidad acerca de su naturaleza quimica, origen y mecanismo de accion.

La sintesis 0 almacenamiento de la llamada “lormona natriurética™ estd asociada a diferentes
tejidos. En relacién con este hecho, el cerebro y mds especificamente, el hipotdlamo y Ia hipdfisis,
como tejidos secretores de neuropéptidos con actividad hormenal, han sido considerados como posible
lugar de sintesis y/o almacenamiento de un inhibidor endégeno de la (Na*,K*)ATPasa.

Debido a la elevada concentracién de sustancias con alta reaccién cruzada con anticuerpos
antiglicésidos cardiacos en extractos de glandula suprarrenal, as{ como a la posible naturaleza

esteroidea de este factor, se considera que este tejido puede ser también fuente de esta hormona.

Se ha postulado que la inhibicién de la (Na*,K*)ATPasa por dicho factor o factores
endégenos podria aumentar el tono vascular como consecuencia del incremento en la concentracion
de Ca** intracelular via intercambiador Na*/Ca**, o a través de los canales de Ca** dependientes del
voltaje o por su accién sobre la inervacién simpética del nuisculo liso vascular.

Los objetivos de nuestro estudio han sido:

1. Bl aislamiento y purificacién de un inhibidor endégeno de la (Na* K™)ATPasa a partir de

diferentes tejidos (Factor Inhibidor Hipotaldmico Hipofisario -HHIF-).
2. Estudiar el efecto de HHIF sobre la homeostasis celular del Ca*.

3. El estudio cinético de la accién de HHIF sobre la actividad (Ca®* -+ Mg?*")ATPasa de la membrana

plasmatica sinaptosomal y del retfculo sarcopldsmico.
4. Establecer si la modulacién de 1a actividad (Ca?*,Mg®")ATPasa y del tansporte de Ca** por HHIF

procede a través de un mecanismo indirecto, via alteracién de pardmetros estructurales de la bicapa

lipidica, o por interaccién con centros especificos de unién en la proteina.

33



MATERIALES Y METODOS



Materiales y Métodos

1. REACTIVOS.

L-Histidina, Tris, NaCl, KCt, MgCl,, molibdato aménico, CuSO, NaOH, H,S804, KOOI,
KH,0H, NaHSO,, CaCl,, MgSO,, éter de petréleo, cloroformo, HCI, HCIO,, dcido tricloroacético,
piruvato quinasa, lactato deshidrogenasa , tartrato sédico procedian de MercK (Darmstadt, Alemania).
Hepes, ouabafna, digoxina, sacarosa, S-mercaptoetanol, fluoruro de fenil metil sulfonilo, saponina,
difenil-hexatrieno, EDTA, ATP, ADP, BSA, Mes, Tes, TEA, cloruro de colina, fosfonenoclpiruvato
, ditiotreitol, EGTA, SDS, arsenazo III, fura-2/AM, fosfolipasa C (Clostriditm perfringes), glucosa,
citrato sdédico, clortetraciclina, isotiocianato cle fluoresceina, L-tirosina, acetato de clormadinona,
dopamina, acido glicocélico, ramnosa, linoleico, oleandrina, estrofantidina, digitonina, digoxigenina
de Sigma Chemical Co. (St.Louis, Missouri, USA). Imidazol, deoxicolato de Calbiochem - Behring
Corp. (La Jolla, California, USA). Butil-PBD, tolueno, sulfato amdnico, sacarosa, reactivo de Folin-
Cicolteau, metanol, acetronitrilo grado HPLC de Carlo Erba (Milén, Italia). NADIH , cianamicina,
piruvato quinasa , lactato deshidrogenasa de Boehringer-Mannheim (Alemania). 4-vinil piridina de
Aldrich (Milwaukee, Wisconsin, EE.UU.). Pronasa E (Strepromices griseus) de Serva (Heidelberg,
Alemania). Reactivos de anélisis de aminodcidos de Beckman Instrumens (Palo Alto, California,
EE.UU.).

La solucién salina de Hanks, RPMI 1640, la solucién tripsina-EDTA v el suero fetal bovino
fueron sumnistrados por laboratorios Whittaker (Barcelona, Espaiia).

‘H-ouabaina de Amersham (England), “Ca?* fue suministrado por New England Nuclear
(Boston, Massachusetts, EE,UU.). Kits comerciales de 125].digoxina de Immuchem Corp., Carson,
USA.

Sephadex LH-20 de Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala, Suecia). Filtros de nitrocelulosa
GSWP(0,22 um) y HAWP (0,45 pm) de Millipore (USA), filtros de papel n° 54 de Whatman
(Inglaterra) y filtros YM50-100 de Amicon (USA},

Los lignanos fueron cedidos por el Dr.J.A. Pérez del Instituto de Productos Naturales y
Agrobiologfa de Canarias (CSIC, Tenerife). El cultivo de células mesangiales fue preparado por el

Laboratorio de Fisiologfa y Farmacologfa de la Universidad de Salamanca del Dr. .M. Lépez-Novoa.

2. EXTRACCION DEL TEJIDO.

El método es una modificacién del descrito por Carilli y cols. (1985). 300 g de los diferentes

tejidos procesados (cerebro, cortex, hipotdlamo, hipdfisis y glindula suprearrenal) son
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homogeneizados en 1,200 ml de metanol y agitados durante toda la noche a 4°C. El homogeneizado
es filtrado a través de filtros Whatman N'54 y el residuo es resuspendido en 600 ml de metanol:agua
(4:1,v:v) agitado toda la noche y filtrado de nuevo. Ambos filtrados eran unidos y evaporados a vacio
a una temperatura de 40°C en un rotavapor Buchii. El componente acuoso es resuspendido en 300
ml de agua destilada (MilliQ) y extraido tres veces con 0,3 volimenes de éter de petr6leo y tres veces
con 0,3 voltimenes de cloroformo para eliminar lipidos. La fase acuosa resultante es liofilizada y el
residuo obtenido es resuspendido en 20 ml de metanol y centrifugado a 500 x g durante 10 minutos

para separar las proteinas precipitadas.
3. PURIFICACION.,

3.1. Cromatografia de filtracién en gel.

El sobrenadante de la centrifugacién de la fase anterior, es cargado en una columna de
Sephadex LH-20 (2 x 150 cm), equilibrada y eluida con metanol, a un flujo de 0,8 ml/min y a
temperatura ambiente. La actividad inhibidora de la (Na* KA TPasa se detecté mediante el sistema
de enzimas acopladas descrito en el apartado 18.1. Las fracciones se midieron, en cuanto a su
contenido en sales, mediante un conductivimetro Radiometer, modelo CDM3 (Copenague, Dinamarca)

y un fotémetro de llama Beckman, modelo Klina-flame.

3.2. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

El cromatégrafo liquido de alta resolucién empleado estuvo formado por los siguientes
componentes: un controlador automdtico de gradiente Waters 600E, un detector de fotodiodos Waters
990 con un rango de 190-800 nm, equipado con un ordenador personal AT (IBM) y un inyector

universal Waters UGK,

3.2.1._HPLC semipreparativa en fase reversa.
Se utiliz6 una columna pBondapak C-18 (Waters) (7,8 x 300 mm) conectada en serie a una

precolumna pgBondapak C-18/Corasil (Waters). La columna fue equilibrada con dcido trifluoracético
al 0,1 % (v/v) en agua y eluida a temperatura ambiente, a un flujo de 2 ml/min con un gradiente de
acetonitrilo:agua con 4cido trifluoracético al 0,1 % (v/v) (30 min 0-40%, 75 min 40-80%, 30 min

80-100% de acetonitrilo).

3.2.2._HPLC analitica en fase reversa.
Se empled una columna pBondapak Fatty Acid (Waters}(3,9 x 300 nun) conectada en serie
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a una precolumna pBondapak C-18/Corasil (Waters). La columna fue equilibrada con dcido
trifluoracético al 0,1% (v/v) en un 20% de acetonitrilo y un 80% de agua y eluida a temperatura
ambiente, a un flujo de | ml/min con un gradiente de acetonitrilo:agua con 4cido trifluoracético al

0,1% (v/v) (50 min 20-80%, 10 min 80-100% de acetonitrilo)
4. DETECCION MEDIANTE MULTIFOTODIODOS EN HPLC DE HHIF.

Durante las cromatografias se determinaron los espectros de absorcion (190-800 nm) de las
moléculas eluidas mediante un detector de fotodiodos, y se almacenaron en un ordenador. Estos datos
fueron analizados después de finalizadas las cromatograffas, mediante diferentes programas Waters

990.
5. ESPECTROFOTOMETRIA UV/Vis.

Estudio del espectro de diferentes compuestos conocidos por ser inhibidores de la
(Na",K")ATPasa o que formen parte de la estructura de alguna de dichas moléculas {digitdlicos,
esteroides, lipidos, lignanos, azicares, etc.). Para ello se utiliza un espectrofetometro Spectronic 3000
Array (Milton Roy) asociado a un detector de diodos que permite la obtencién del espectro de cada

uno de estos compuestos.
6. REACCION CRUZADA CON ANTICUERPOS ANTI-DIGOXINA.

Se utiliza un ensayo comerciai de Immunochem con alguna medificacién (Illescas y
cols.,1990). Los estdndares de digoxina (0,1-10° ng/ml) son diluidos 1:2 con Tris-HCL 2 M, pH 7,5.
Los anticuerpos anti-digoxina estdn covalentemente unidos a la superficie interna de los tubos de
polipropileno. Tras una incubacién de 30 min a 37°C con 123].digoxina, los tubos se aspiran para
eliminar la radioactividad no fijada, contdndose la unida al anticuerpo en un contador gamma
(Kontron). Los valores de equivalentes de digoxina (DLA - Digoxin Like Activity -) se calculan por
interpolaci6n en una curva estandar para digoxina, representando %B/B, frente a la concentracién de

digoxina (ng/ml).
7. ULTRAFILTRACION

Se emplearon membranas YCO05/YM2 (Amicon) con una exclusién de masa molecular
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respectivamente de 500/1000 D. Las membranas se preparan 1 h antes de ser empleadas dejéndolas
en agua destilada.Se empled una célula de filtracién Amicon, modele 8010 (Massachusetts, EE.UU.},

para voldmenes de hasta 10 ml, con agitacidn magnética y presion de nitrdgeno.
8. ANALISIS DE AMINOACIDOS,

HHIF (10 U) fue hidrolizado durante 20 I a 110°C con 80 ul de HCI 5,7 M tridestilado,
conteniendo 2-mercaptoetanol al 0,02% (v/v), en tubos cerrados a vacio. Las muestras hidrolizadas
se secaron en una estufa a vacio, se disolvieron en tampén citrato sédico 0,2 M, pH 2,2, conteniendo
norleucina 25 mM y se aplicaron en un analizador de aminodcidos Beckman system 6000 (Beckman
[nstruments; Palo Alto, California, EE.UU.), equipado con un procesador de datos Shimadzu modelo
C-R6A (Shimadzu Corporation; Analytical Instruments Division, Kyoto, Jap6n). La sensibilidad

empleada en el espectrofotémetro fue de 0,1 unidades de densidad dptica a 440 y 570 nm.
9. OXIDACION CON ACIDO PERFORMICO.

La oxidacién del HHIF se llevé a cabo segin el método descrito por Moore (1963). Para ello
fue disuelto en 20 pl de 4cido férmico al 97% (v/v) y 30 ul de dcido perférmico (el dcido perférmico
se obtuvo aiadiendo a 9,7 ml de dcido férmico al 97% (v/\.l) 0,5 ml de H,0, al 30% (v/iv) ¢
incubando la mezcla durante 120 min a temperatura ambiente). La oxidacién se realizd durante 3 h,

en un baiio de hielo. Finalmente la mezcla de reaccién se liofiliz6 y resuspendié en agua.
10. S-PIRIDILETILACION.

HHIF (20U) disuelto en 0,2 ml de Tris 1M (pH 8,5), conteniendo cloruro de guanidinio 6
M , EDTA 2 mM y 8-ME 0,1 M fue incubado durante 2 horas a 37°C. A continuacidn, se afiadieron
5 ul de 4-vinilpiridina y se incub6 durante 15 min a 37°C (Friedman y cols., 1970). Finalmente, la
mezcla de reaccién se cromatografié en una columna pBondapak Fatty Acid segtin las condiciones

descritas anteriormente.
11. DIGESTION ENZIMATICA.

HHIF (2U) se incubé con pronasa E Img/ml o fosfolipasa C 0,6 mg/ml en Tris 0,1 M

durante 2 h a 37°C . Posteriormente se calenté a 80°C durante 10O min para desnaturalizar las enzimas
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y se centrifugé a 12.000 rpm durante 15 min, en una centrifuga Eppendorf 5415 (Eppendorf
Geriditebau, Hamburgo, Alemania). Después de la digestion el material se ensayé utilizando el sistema

de enzimas acopladas descrito previamente.
12, PURIFICACION DE LA (Na*,K")ATPasa.

La enzima se purificé segin el procedimiento descrito por Jorgensen (1974), La ATPasa
obtenida fue sensible a la inhibicién por ouabaina (0,1 mM) en un 98 %, con una actividad especifica
de 8 & 2 pmol P/ min/ mg proteina. El método consiste en diseccionar del rifion de cerdo .la parte
de médula externa mds roja, se afiaden 10 mi/g de tampdn sacarosa-histidina (histidina 30 mM,
sacarosa 250 mM, EDTA | mM e imidazol 5 mM, pH 7,4) y se homogeniza en un homogeneizador
de vidrio con émbolo de teflén. La suspension se centrifugé a 7.000 rpm durante [5 min en una
centrifuga Sorwall J2-21 (Beckman), con un rotor JA-17, resuspendiéndose el residuo del fondo de
los tubos en la mitad del volumen inicial (5 ml/g) de medio sacarosa-histidina, y volviéndose a
centrifugar 15 min a 10,000 rpm en la misma centr{fuga Sorwall (Beckman}.

L.os sobrenadantes de las centrifugaciones anteriores se mezcian y centrifugan a 20.000 rpm
durante 30 min en una ultracentrifuga L5-75 (Beckman) a 4°C, con un rotor 70Ti, para obtener la
fraccion microsomal, Esta se incuba 30 minutos a 20°C , a una concentracién de protefnas de 1,35 -
1,4 mg/ml con SDS 0,55 mg/mi, ATP 3 mM, EDTA 2 mM e imidazol 50 mM, pH 7.,4. 'i"ras
incubar, el medio de incubacion se centrifuga en un gradiente discontinuo de sacarosa a 60.000
rpm/min en una ultracentr{fuga Beckman L5-75 con un rotor 70Ti, durante 90 minutos a 4°C. El
residuo obtenido se resuspende mediante homogenizacién en 0,66 ml/g de tampén imidazol 25 mM,

EDTA 1 mM y sacarosa al 10%, pH 7,4, y se almacena a - 80°C hasta su utilizacion.

13. PREPARACION DE SINAPTOSOMAS.

Los sinaptosomas han sido preparados siguiendo el método de Michaelis y cols, (1983), con
algunas modificaciones como se describe en Garcfa-Martfn v Gutiérrez-Merino (1986). Los
sinaptosomas fueron obtenidos de cerebro de rata hembra tipo Wistar de un peso aproximado entre
200 y 250 gramos, las cuales fueron sacrificadas por dislocacidn cervical, En cada preparacién el peso
del tejido cerebral obtenido fue de 1-1,5 gramos por rata.

El cerebro extraido fue desmenuzado y resuspendido en 15 ml de una solucién que contenia

sacarosa 0,32 M, SO,Mg 0,5 mM, PMSF 0,1 M, B-mercaptoetanol 2 mM y Tes 10 mM, pH 7,4 a
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una temperatura de 4°C.

Esta suspension fue homogeneizada mecdnicamente en un homogenizador Potter, mediante
8-10 golpes de 15 segundos de duracion a 1.000 rpm. A continuacién se centrifugd a 1.500 x g en
una centrifuga Kontron Centrikon H-401, empleando un rotor A 8.24, durante 10 minutos a una
temperatura maxima de 8°C. El sobrenadante se volvié a centrifugar durante otros 10 minutos a
20.000 x g. El precipitado obtenido de esta segunda centrifugacién se resuspendid en un volumen de
1,5 ml de la misma solucidn utilizada anteriormente y esta suspensién se centrifugd contra un
gradiente de sacarosa en dos capas, empleando una ultracentrifuga Beckman L7-55, con un rotor SW-
28. Para preparar el gradiente se deposita una primera capa de una solucién que contiene S-
mercaptoetanol 2 mM, sacarosa 40% y Tes 10 mM (pH 7,4). Sobre esta capa, se deposita otra del
mismo volumen de §-mercaptoetanol 2 mM, sacarosa 20% y Tes 10 mM (pH 7,4). A continuacién
se deposita I ml de la suspensién preparada con el precipitado de la segunda centrifugacion y se
centrifuga a 63.000 x g durante 45 minutos a una temperatura méxima de 8°C. A continuacién se
extrae la interfase entre las capas de sacarosa al 40% y al 20% (que es donde se equilibran los
sinaptosomas). Bste material se dividié en pequeiias fracciones y se almacend a una temperatura de
-60°C hasta su uso, El material congelado se utilizé s6lo durante 2-3 semanas después de su

preparacion.

14. PREPARACION DE VESICULAS DE LA MEMBRANA PLASMATIéA DERIVADAS DE
SINAPTOSOMAS.

Las vesiculas fueron preparadas por lisis hipotSnica de sinaptosomas como se describe en
Garcia-Martin y Gutiérrez-Merino (1986).

Los sinaptosomas fueron lisados durante 40 minutos a temperatura ambiente en una solucion
tamponada a pH 7,4 que contenia Tes 5 mM, EDTA 1 mM y $-mercaptoetanol 2 mM.

Las vesiculas de membrana fueron aisladas mediante la centrifugacién del lisado a 20,000 x
g durante 25 minutos a una temperatura méxima de 8°C. Bl precipitado se resuspendié en una
solucién Tes 5 mM (pH 7,4), f-mercaptoetanol 2 mM y sacarosa 0,3 M. La suspensidn se dividié
en pequefias fracciones y fue rdpidamente congelada a -60°C hasta su utilizacion.

La orientacién de la membrana plasmitica de sinaptosomas y vesiculas se ha estimado por el
andlisis de las actividades enzimdticas: (Na*,K*)ATPasa y Ca**-ATPasa antes y después de la
permeabilizacién con saponina, glicésido que permeabiliza selectivamente membranas plasméticas
ricas en colesterol (Gill y cols., 1984). Se determind las actividades ATPasas manteniendo

isoosmolaridad en los medios intra y extravesicular utilizando concentraciones adecuadas de sacarosa,
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de esta forma se determina la actividad ATPasa que tiene orientado el centro de unién de ATP hacia
el medio externo. A continuacién, se determind la actividad ATPasa total para cada enzima en
presencia de saponina 0,05%, la relacién entre ambas actividades para cada enzima nos da la

proporcion de sinaptosomas o de vesiculas invertidas.

15. PREPARACION DE VESICULAS DEL RETICULO SARCOPLASMICO.

La obtenci6n de vesiculas de reticulo sarcopldsmico de musculo esquelético de conejo, se [levé
a cabo siguiendo el método descrito por MacLennan (1970), salvo que se afiadi6 PMSF y g-
mercaptoetanol para prevenir protedlisis y oxidacién, respectivamente (Mata y Gutiérrez-Merino,
1985).

[l misculo esquelético se extrajo de los misculos dorsales y de las patas traseras de conejos
albinos New Zealand de un peso aproxiamdo entre 2,5 y 3 Kg muertos por dislocacién cervical y
se recolectd en hielo. Todo el proceso posterior se realizé a una temperatura entre 0 y 4°C,

A continuacién, el misculo es triturado en una picadora de carne (Danamix TR/BM-330} y
homogeneizado con tres voliimenes de una solucién que contenfa KC1 0,12 M, imidazol 5 mM, PMSF
0,1 mM y B-mercaptoetanol 2 mM, pH 7,4 a 4°C,

La suspensién se centrifugd a 1.600 x g durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se filtrd
a través de cuatro capas de gasas previamente humedecidas con agua destilada, ajustdndose
posteriormente el pH a 7,4,

Se realizé una segunda centrifugacién a 10,000 x g durante 20 minutos a 4°C, filtrando el
sobrenadante como antes se ha indicado, y ajustando el pH a 7,4.

Bl sobrenadante se centrifugd a 35.000 x g durante 60 minutos a 4°C. Tras esta
centrifugacién se eliminé el sobrenadante y el precipitado, sin el anillo marrén que aparece en ¢l
fondo del tubo de centrifuga formado fundamentalmente por contaminantes mitocondriales, se
resuspendié en una solucién que contenia Tes 10 mM (pH 7,4), KC1 1 M, PMSF 0,1 M y 8-
mercaptoetanol 2 mM, Se homogenizé y se enrasé con el mismo tampén hasta un volumen final de
950-300 ml. A continuacién, se ajusté a pH 7.4 y se dejo incubar durante 2 horas. El KCI
proporciona alta fuerza i6nica que permite la eliminacién de la actomiosina ademds de otras proteinas
contaminantes del retfculo sarcopldsmico,

Tras la incubaci6n se realizé una nueva centrifugacion en las mismas condiciones que la
centrifugacién anterior. A continuacion se resuspendié y homogenizé el precipitado en unos 20 ml
de una solucién Tes 50 mM, KC10,1 M y sacarosa 0,25 M (tampén de resuspension), pH 7,4, a una

concentracién de proteina entre 20-40 mg/ml.
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La preparacidn se dividié en pequenias fracciones que fueron congeladas a -60°C hasta su uso.
La concentracién de proteinas se determiné espectrofotométricamente teniendo en cuenta que una
concentracién de 1 mg de proteinas de RS por ml en SDS al | % tiene una absorcién de 1,0 a 280 nm
(Harwicke y Green, 1974).

Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga Kontron Centrikon H-40! dotada con
rotores Kontron A6.14 y A8.24. Para las ultracentrifugaciones se utilizé una ultracentrifuga Beckman
L7-55, con rotores SW 28 y SW 55 Ti.

16. PURIFICACION DE LA (Ca*"+Mg**)ATPasa A PARTIR DE MEMBRANAS DEL
RETICULO SARCOPLASMICO.

La purificacién de la ATPasa de RS se realizé siguiendo el métoclo descrito por Macl.ennan
(1970).

Las vesfculas de RS se resuspenden en sacarosa 250 mM, Tris/CIH 10 mM, pH 8, y se afiade
KCI s6lido hasta alcanzar una concentracién final de 1 M y a continuacién, con agitacién lenta, DOC
al 10% (p/v), disuelto en el tampdn anterior, hasta una concentracién final de 0,1 mg DOC/mg de
protefna. Se incuba 10 minutos a 0°C. Se centrifuga a 165.000 x g durante 30 minutos a 4°C., Se
aspira el sobrenadante opalescente con cuidado de no remover el precipitado. Este se resuspende y
homog'e'nei.i'a.en un volumen igual al de partida de tampdn sacarosa-Tris, centrifugancio de nuevo a
165.000 x g durante 25 minutos a 4°C. Se elimina el sobrenadante y se repite la operacién de lavado
con sacarosa-Tris y centrifugacién. Bl precipitado se resuspende a una concentracién de proteina de
25 mg/ml en el tampén sacarosa-Tris, pH 8.

La suspension se diluye hasta 10 mg/mi con 1,5 voliimenes de una solucién Tris/CIH 50 mM
(pH 8), sacarosa 0,66 M, histidina 1 mM. Se puede afiadir CaCl, hasta 0,1 mM para aumentar la
estabilidad de la ATPasa. A continuacién se afiade a la suspensién por cada mg de proteina, 0,17 mg
de acetato amdnico saturado al 50% a 4°C. Se afiade de nuevo DOC al 10% con agitacion suave hasta
una concentracién final de 0,5 mg DOC/mg de proteina, y tras incubar durante 25 minutos a 0°C,
se centrifuga a 165.000 x g durante 1Q minutos a 4°C, eliminando el precipitado insoluble. Se afiade
al sobrenadante acetato amoénico saturado al 50% en fracciones de 10 pl/ml de suspensién hasta
abservar una turbidez significativa (de 30 a 60 pl/ml de solucién, segln las preparaciones). Se incuba
la suspensién a 0°C durante 25 minutos y se centrifuga a 165.000 x g durante 10 minutos a 4°C. Se
elimina el precipitado y al sobrenadante se le afiade un volumen de 70 ul de la solucion de acetato
aménico por ml de suspensién protefca, formdndose de inmediato un precipitado. Tras 10 minutos

a 0°C se recoge este por centrifugacion a 165.000 x g durante 10 minutos a 4°C. El precipitado
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contiene la ATPasa purificada que se resuspende hasta una concentracién de proteina de 10-25 mg/ml
en una solucién sacarosa 0,5 M, KCl 100 mM, Tes/KOH 50 mM (pH 7,4). La enzima se almacena

a -60°C hasta su uso, siendo estable durante varios meses.
17. RECONSTITUCION DE LA ATPasa EN VESICULAS DE FOSFATIDILCOLINA.

La reconstitucion de la ATPasa en vesiculas de fosfatidilcolina se realizé utilizando el método
de dilucién rapida en tampén descrito por East y Lee (1982). Se toman 300 moles de lipidos por mol
de ATPasa, se secan totalmente con N, y se afiaden 0,5 mg DOC/mg de lipido, por agitacion
mecénica suave se resuspende el lipido, y a continuacién se afiade la ATPasa purificada en la relacion
molar, con respecto al lipido, deseada. La concentracién de detergente, en este volumen final debe
mantenerse por encima (1,2 veces) de la ¢.m.c. del DOC (5 mM). Se deja incubar la mezcla lipido-
detergente-protefna a temperatura ambiente, con agitacién suave, durante media hora. A continuacién
se adiciona un volumen de tampén tal que la concentracién de detergente quede 10-20 veces por
debajo de la c.m,c., Las vesiculas se conservan a -60°C. El tampén que se usa es Tes/KOH 50 mM

(pH 7,4), sacarosa 0,5 M y KCI 100mM.
18. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA.

Las protefnas han sido valoradas siguiendo el método colorimétrico descrito por Lowry y cols.
(1951) (ademds de la determinacién por medidas de absorcion a 280 nm).

Se toman por duplicado muestras problema de proteina y se afiade agua destilada (Milli-Q)
hasta completar 200 pl. Después se afiaden 2,5 ml de una solucion de CO,Na, al 4% en NaOH 0,1
N y 25 ul de CuSO,.5 H,0 al 2%, se agita y se deja reposar 10 minutos a temperatura ambiente. A
continuacién se afaden 25 pl de tartrato- sédico-potésico al 4,9% en agua y 0,25 ml de reactivo Folin
diluido en agua (1:2), se agita y se deja reposar otros 20 minutos a temperatura ambiente, Después
se lee la absorbancia a 750 nin.

La cantidad de proteina se determina utilizando albdmina de suero bovino {(BSA) como

estdndar e interpolando la absorbancia de la muestra problema en la recta patrén de albdimina.

19. DIALISIS.

Para dializar las muestras se utilizaron sacos de dialisis de celulosa de 6 mm de didmetro

hervidos dos veces durante 10-15 minutos en una solucion al 2,5% de CO4Na,, y a continuacion tres
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veces durante otros 10-15 minutos en agua Milli Q. Posteriormente, y hasta su utilizacién se
almacenan en una solucién de EDTA 10 mM a 4°C.

Los sinaptosomas y vesiculas de RS fueron dializados a 4°C, con agitacidén continua, contra
distintas soluciones segin se requeria para cada experimento y diferentes tiempos que oscilé en cada
caso entre 4 y 17 horas. En todos los casos el volumen de estos tampones fue 250-500 veces superior

al volumen de muesira.

20. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ATPasa.

20.1. Sistema enzimético acoplado piruvato quinasa-lactato deshidrogenasa.
El ATP hidrolizado por la enzima es regenerado a partir de ADP y fosfoenol piruvato (PEP)
afiadido al medio, por la accién de la enzima piruvato quinasa (PK), tal y como se indica en el

siguiente esquema:

ATPasa PK
ATP » ADP » ATP

LDH
PEP  PIRUVATO LACTATO

+

NADH NAD

El piruvato que resulta de esta reaccién es reducido por la lactato deshidrogenasa (LDH) a
lactato, y el donador de electrones acoplado a esta reaccion, NADH, pasa a su estado oxidado N AD*.

Como indica la secuencia de reacciones anteriores, la relacidn estequiométrica entre ATP
consumido y NADH oxidado hasta NAD™" es 1:1, pudiendo establecerse una relacién directa entre
disminucién de absorbancia a 340 nm, y la actividad ATPasa en pmoles consumidos por minuto y
por mg de proteina (U,L). Para transformar la disminucién de la concentracién de NADH en U.L
referimos la velocidad de cambio de absorcién (mD.O./min) a la cantidad de protefna presente en el
ensayo. Bl valor obtenido se transforma en pmoles de ATP consumidos por minuto y por mg de
protefna empleando el coeficiente de extincién molar del NADH a 340 nm, que en nuestras

condiciones experimentales es 7,1 x 10* M cm?,

El ensayo de inhibicién de la (Na*,K*)ATPasa purificada de médula renal de cerdo es el
descrito por Josephson y cols., 1977, con una preincubacion previa con Mg** 6mM. La solucién de
ensayo contenia NaCl 100 mM, KCi 25 mM, PEP §,4 mM, MgCl, 6 mM, DTT 1 mM, HEPES-TEA
20 mM, ATP 3 mM, NADH 0,26 mM, PK 10 pg/ml, LDH 10 pg/ml. El inhibidor es previamente
preincubado con la enzima purificada en Tris-HCl 1 M (pH 7,4) y MgCl, 6mM a 37°C durante 2
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horas. Tras la preincubacién se afiade el medio de ensayo precalentado a 37°C y se mide la oxidacion
del NADH a 340 nm en un espectrofotémetro Beckman, modelo 25.Cuando se hicieron curvas control
de inhibicién con concentraciones crecientes de ouabafna (10° a 10* M), la concentracién de potasio
en el medio de reaccién se redujo a 5 mM. El porcentaje de inhibicidén se obtiene al compatar con
tubos control sin inhibidor.

La actividad especifica de la (Na*,K*)ATPasa purificada oscilé entre 6 y 10 U.IL. Se define
como unidad arbitraria de inhibicién {1 U) la cantidad de inhibidor necesaria para producir una
inhibicidn del 50%, en las condiciones de ensayo descritas, sobre la actividad (Na™,K*)ATPasa

purificada de médula renal de cerdo.

La actividad total (Ca** ,Mg?>*)ATPasa de sinaptosomas y vesiculas era cuantificada segin han
descrito Garcia-Martin y Gutiérrez-Merino, 1986. La composicidn del medio de ensayo fue: Tes 50
mM (pH 7,4), KCI 0,1 M, MgCl, 2 mM, ATP 2 mM, CaCl, S0 uM, §-ME 2 mM, azida sodica 5
mM, NADH 0,22 mM, PEP 0,42 mM, PK 10 U/m! y LDH 28 U/ml. Se registré la linea base en
ausencia de sinaptosomas, y tras alcanzar una situacidn de estado estacionario se comienza la reaccion
con la adicién de sinaptosomas. Las medidas se realizaron a 25°C en un espectrofotdmetro Kontron
Uvikon 810 con registrador Kontron Uvikon 21. La concentracién de protefnas dependié de las
condiciones experimentales de cada ensayo , pero en peneral fue de 20 ug/ml, Las modificaciones
del medio de ensayo para determinar la actividad Mg2+~ATPaéa y (Ca?* +Mg?*)ATPasa son indicadas
en las leyendas de las Figuras de los correspondientes apartados de Resultados. La contribucién de
la actividad (Na" ,K*)ATPasa a la actividad ATPasa total en estas condiciones experinientales era
menor de un 10% en todas las preparaciones.

La actividad (Na*,K*)ATPasa de vesiculas derivadas de membrana plasmdtica sinaptosomal
se midié segtin las condiciones descritas por Floreani y cols., 1981, El medio de ensayo era igual al
descrito para medir la actividad (Ca**,Mg**)ATPasa de sinaptosomas pero con una concentracién de

KCl 20 mM, NaCl 100 mM y ouabafna 1 mM.

La medida de la actividad (Ca?* +Mg**)ATPasa de vesiculas de RS se ha realizado de manera
similar a la descrita para las otras enzimas pero con pequefias modificaciones (Gutiérrez-Merino y
cols.,1989). La composicion de la mezcla de reaccién utilizada fue: Tes/KOH 0,1 M (pH 7,4), KCI
0,1 M, CaCl, 0,1 mM, MgCl, 5 mM, ATP 2,5 mM, NADH 0,25 mM, PEP 0,42 mM, PK 7,5 U.L.
y LDH 18 U.1., a una temperatura de 25°C. Se registré la linea base en ausencia de vesiculas de RS
y a continuacién, se adiciond a la cubeta el RS registrndose fa variacion de la absorbancia en funcién

del tiempo. La concentracién de proteina empleada dependia de las condiciones experimentales de
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cada ensayo, pero en general fue de 4 pg/ml. Para analizar el grado de pureza de las vesiculas, se
han realizado medidas de la actividad ATPasa independiente de Ca®* en presencia de EGTA (3-4
mM). Sc ha encontrado que en las preparaciones utilizadas en el estudio, esta actividad era inferior
al 10% del total de la actividad ATPasa medida. El grado de sellamiento de las vesiculas se ha
estudiado a partir del efecto de A23187 sobre la actividad ATPasa. La actividad ATPasa se estimulé
entre 2,5 y 4 veces a 25°C por A23187 4% (p/p} en las preparaciones de RS utilizadas,

La actividad especifica de {a ATPasa para vesiculas de RS acopladas fue de 1,07 + 0,12 U.L.
y 4,12 1+ 0,69 U.I. para vesiculas desacopladas. Otras condiciones experimentales estdn indicadas

en las leyendas de las Figuras correspondientes a Resultados.

20.2. Determinacién de fosfato inorgénico.

Se ha utilizado el método de Fiske-Subbarow (Leloir y Cardini, 1957). Los reactivos
utilizados fueron los siguientes: dcido sulfiirico 5 N (A), molibdato aménice 2,5 % (p/v) (B) v
reactivo reductor (C), que se prepara mezelando 0,2 g de 4cido [-amino-2-naftol-4-sulfénico con [,2
g de bisulfito sédico. En el momento de utilizarlo se disuelven 0,25 g de esta mezcla en 10 ml de
agua, Esta solucién se oxida lentamente y no se puede usar después de una semana de su preparacion,

La solucién estédndar para el patrén de fosfato se prepara de una disolucién de PO,H,K 10 mM
que se almacena a 4°C. Para utilizarla se diluye 1: 10 de forma que 1 ml de solucién contiene 1 pmol
de fosfato. | '

Para llevar a cabo la determinacién de fosfato liberado se procedié como sigue: la reaccion
enzimdtica se detuvo con la adicién de un volumen de 4cido tricloroacético 10% igual al volumen de
la mezcla de reaccién descrita en el ensayo acoplado pero sin las enzimas auxiliares, NADH y PEP.
A continuacién las muestras se centrifugan a 1.500 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente
y se recoge | ml del sobrenadante, que contiene entre 0,1 y 1 zmol de fosfato. Al sobrenadante se
le afiade 1 ml del reactivo A, seguido de 1 ml del reactivo B, Después de agitar se afiade 0,1 ml del
reactivo C y agua hasta completar 10 ml. Una vez agitada la mezcla se esperan 10 minutos y se lee
la absorbancia a 660 nm. En paralelo se ralizavon patrones de concentracién de fosfato conocida entre

0,1y | wmol.

21. UNION DE *H-QUABAINA A LA (Na*,K*)ATPasa.

Utilizamos el métoclo descrito por Brooker y Jelliffe (1972) con algunas modificaciones. Se

preincuban durante 60 minutos (Na*,K+*)ATPasa 3 ug/ml, diferentes concentraciones de ouabaina
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(10 M - 10° M) y/o el inhibidor (0, [ - 12 U/ml) en un volumen final de 1 ml en el siguiente medio:
Tris-HCl 50 mM , NaCl 100 mM , EDTA 0,25 mM , MgCl, 7 mM , ATP 5 mM y 50 nCi de *H-
ouabaina (20,6 Ci/mmol) a 37°C y a un pH de 7,4 . La reaccidn se detiene poniendo los tubos en
hielo. A continuacién se filtran a través de discos de nitrato de celulosa (GSWP02500, Millipore) de
0,22 um de tamafio de poro. Una vez secos se les afiade 10 ml de liguido de centelleo (OptiPhase
Hisafe 11, LKB) y se cuentan en un contador rackbeta 1209 (LKB). Los biancos para descontar la
unién no especifica de *H-ouabaina se obtienen aiiadiendo ouabafna fria 1 mM al medio de ensayo.

El porcentaje de inhibici6n se calcula por comparacién con los tubos controles sin inhibidor.
22. MEDIDAS DE CAPTACION DE Ca** DEPENDIENTE DE ATP EN VESICULAS.

La captacion de “*Ca’* fue determinada por filtracién répida a través de filtros Millipore
HAWP02500. El medio de reaccién contenia Tes 50 mM (pH 7,4), KC1 0,1 M, MgCl, 2 mM, ATP
I mM, CaCl, 50 uM (0,4 pCdml,[Ca®*] 4, 42 pM), B-mercaploetanol 2 mM y 0,12 mg de
proteina/ml.

Se tomaron fracciones a los 2 y 5 minutos y a los 10 minutos después de la adicién de
A23187 (19 uM), que eran inmediatamente filtrados a través de filtros Millipore de didmetro de poro
de 0,45 um. Los fiitros fueron lavados 3 veces con 3 ml de una solucién fria que contenfa Tes 50
mM (pH 7,4), KCl 0,1 M, MgCl, I mM y LaCl, I mM y contados en un contador de centelleo
Beckman LS 3801, usando como liquido de centelleo 2-(4’-butilfenil)-5-(4’-difenil)-1,3,4-
oxadiazol/tolueno (5 g/l).

Paralelamente se realizaron controles sin ATP en las misimas condiciones con objeto de
valorar la captacién de Ca®* independiente de ATP. La unién inespecifica de Ca®" a los filtros fue
valorada realizando el experimento en las condiciones descritas sin sinaptosomas.

Para transformar las cpm medidas en el contador de centelleo en nmol de Ca**/mg de
proteina, se obtuvo el valor de actividad especifica (cpm/nmol Ca**) midiendo las cpm totales que

habfa en cada tubo antes de filtrar,
23, MEDIDA DE LA PERMEABILIDAD DE VESICULAS POR DISPERSION DE LUZ.
La permeabilidad pasiva de Ca** a través de la membrana plasmética se ha medido siguiendo

el método de dispersion de luz descrito por Kometani y Kasai, 1978 Escudero y Gutiérrez-Merino,

1987; Garcl{a-Martin y cols., 1990.
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La forma de las particulas microsomales en suspensién depende de las propiedades fisico-
quimicas de sus membranas. Estas tienden a adoptar una forma esférica o elipsoide en condiciones
de equilibrio (Artio y cols., 1974; Kometani y Kasay, 1978), come ocurre en las preparaciones
utilizadas en este estudio. Sin embargo, estas vesiculas pueden sufrir deformaciones notables cuando
se les aplica convenientemente una firerza como puede ser un choque osmético (Sha’afi y cols., 1970;
Knauf y cols., 1977).

La dispersion de luz por una particula depende de su forma (Timasheff y Townend, 1969) .
La cuantfa de la luz dispersa con respecto a la luz incidente muestra una fuerte dependencia no sélo
con el tamano y la forma de la partfcula, sino también con la longitud de onda de la radiacién
incidente. Se ha utilizado para realizar estas medidas un espectrofluorimetro, que recoge la intensidad
de Iuz dispersa (I;) en una direccién perpendicular a la del haz de luz incidente, trabajando con
ambos monocromadores (de excitacién y de emisién) a la misma longitud de onda. Se ha comprobado
previamente que la nwuestra objeto de estudio no emite fluorescencia a la longitud de onda elegida.

En respuesta al chogue osmético las vesiculas pierden agua de su espacio intravesicular, para
compensar la diferencia de osmolaridad entre los espacios intra y extravesicular. Debido al alto
coeficiente de permeabifidad al agua que presentan las membranas de mamiferos (Sha'afi y cols.,
1970), este proceso tiene lugar muy répidamente, en un tiempo de 60-100 ms, Al finalizar este rapido
eflujo de agua las vesfculas han adoptado una forma mds aplanada concentrando las sales en ellas
contenidas, hasta igualar su osmolaridad con la del medio exterior. La intensidad de dispersién de luz
sufre un apreciable incremento, dado que a mayor asimetrfa tridimensional corresponde una mayor
dispersion de Juz (Timasheff y Townend, 1969).

A cste rapido aumento inicial de dispersién de luz sigue una fase de caracterfsticas cinéticas
mds lentas de disminucién de la misma, La velocidad de esta segunda fase depende de Ia composicion
iénica del medio, pues se halla relacionada con el coeficiente de difusién de las especies idnicas del
medio a través de la membrana de las vesfculas que tienden a recuperar su forma esférica. No
obstante, para que se mantenga la isoosmolaridad entre los dos compﬁrtimentos la entrada de agua
a de ir acompafiada de los iones del medio exterior. Disefiando los experimentos de forma que existan
en el medio sélo una o dos especies iénicas mayoritarias en un medio débilmente tamponado, seglin
lo indicado por Kometani y Kasai (1978) la constante aparente de tiempo de permeabilidad, 7, para

el caso de una sal se podria escribir como:

tsai == (Tcaridn+tanidn)
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donde 7 es proporcional a la inversa del coeficiente de difusién de dicha especie. Si una de las dos
especies difunde a través de la membrana a mucha mayor velocidad que la otra, la constante de
tiempo de permeabilidad de la sal serd aproximadamente igual a la de la especie que difunde mis
lentamente. En nuestros experimentos, dado que el ién clorure difunde mucho mds répidamente que
el calcio a través de la membran plasméatica de sinaptosomas (Hille, 1981) y de la membrana de
reticulo sarcoplasmico (Kometani y Kasai, 1978), esta constante de permeabilidad de 1a sal reflejard
la constante de difusién del catién.

En el caso mas simple, la difusién de una especie idnica a través de una membrana puede
describirse como un proceso cinético de primer erden, con una tinica constante de difusién (D); en
otros casos, sin embargo, puede ajustarse a la suma de dos procesos cinéticos, obteniendo entonces
dos constantes de difusién (D, y D).

Por otra parte, ha sido mostrado para liposomas (Yoshikawa y cols., 1983) que la relacién
entre el volumen interior, V,, y la intensidad de dispersién de luz (I) viene dada por la siguiente

expresién (1)

&V, = (alyy P

El agua acompafia al catién cuando este difunde hacia el interior de las vesfculas con el fin
de mantener la isoosmolaridad durante el proceso de recuperacion de la forma esférica (Kometani y
Kasai, [978). Para el caso de un proceso de difusion pasiva de una especie inica o molecular

definido por una constante de difusi6n, Dy, podemos escribir (2):

(V.-V) = (V.-Vp)e “otins

donde V.., V, y V, son el volumen limitante (volumen del estado esférico relajado), el volumen de
las vesiculas al comenzar la fase de recuperacién de la forma esférica y el volumen a tiempo t después

del choque osmético, respectivamente.

Combinando las ecuaciones (1) y (2} se puede obtener:

(Im"I,)m = (Iw"_ O)Sfl . e_Dcarldn;t

donde 1., , I, y [, representan la intensidad de luz dispersa de las vesiculas en los estados definidos

por Vo, , V, v V,, respectivamente. La electroneutralidad en la difusién pasiva del catién estd
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garantizada en nuestras condiciones experimentales por la difusién paralela de iones cloruro. Ello
conlleva que la recuperacion de la forma esférica puede ser descrita por un proceso de difusién simple
a través de un Gnico tipo de canales con propiedades constantes de permeabilidad. La representacion
de 3/2 In (1.-1) frente a t, debe ser una linea recta a partir de la cual se puede estimar D 5,- COMO
se verd mis adelante, en muchos casos se producen desviaciones claras y significativas de la linealidad
en este tipo de representaciones semilogaritnuicas de los datos experimentales. En estos casos los

datos han sido satisfactoriamente ajustados a la suma de dos exponenciales:

LD = (-1 . [ Ae ™"+ (1-A).e ™" ]

donde D, y D, son las constantes de difusién del catién a través de a) dos canales o vias distintas en
la membrana o b) dos estados conformacionales diferentes del mismo canal con propiedades también
distintas de permeabilidad, y A es la fraccién de canales de tipo 1 o en estado conformacional I.

En todos los casos, los datos transformados han sido ajustados por regresién lineal para
obtener los valores de D, Cuando los datos se han ajustado a la suma de dos exponenciales, el
procedimiento seguido ha sido el siguiente: Primero, se ha oblenido B, del ajuste de los datos a
tiempos largos a una linea recta por regresion lineal, La diferencia entre los datos transformados y
el correspondiente valor de Y de la linea recta ajustada a tiempos largos ha sido ajustada a otra l{nea
recta a partir de la cual se ha obtenido D,.

1 procedimiento seguido para medir la permeabilidad a Ca** de las vesiculas de membrana
plasmdtica ha sido el siguiente. A una cubeta de cristal de cuarzoe de paso de luz 1 cm, que contenia
el medio de choque Tes SmM (pH 7,4) y CaCl, 100 mM, se afladen vesiculas, previamente dializadas
frente a Tes SmM durante 4 h a 4°C, y se agita inmediatamente. La concentracién de proteina en la
cubeta es de 0,1 mg/ml. La disminucidn en la dispersién de luz, que proporciona una medida de la
permeabilidad de la membrana a Ca®*, fue medida a una longitud de onda de excitacién de 400 nm,
registrando la emisién a 410 nm a 25°C usando un espectroﬂuorhiletro Hitachi/Perkin Elmer, modelo
650-640. Ademds, se aiiaden al medio distintas concentraciones de HHIF.

Los monocromadores de excitacién y emisién fueron desfasados 10 nm para disminurir la
intensidad de luz dispersa que de otra manera serfa muy elevada. La intensidad de luz dispersa se
registré directamente en funcion del tiempo. Como se ha indicado previamente, el anélisis de los datos
requiere calcular el valor de I, Bste valor ha sido obtenido midiendo la intensidad de dispersién de
luz entre 2-3 h después de producido el choque osmético en un medio con agitacidn continua.
Medidas llevadas a cabo previamente a diferentes tiempos entre 2 y 6 h han mostrado que 3 h es un

tiempo suficiente para que la intensidad de dispersién de luz tras el chogue osmotico se estabilice y
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alcance los mismos valores, dentro del error experimental, que los obtenidos con la misma

concentracion de vesiculas en ausencia de choque osmético,

24. MEDIDA DEL FLUJO DE Ca** CON CLORTETRACICLINA.

La actividad del intercambiador Na*/Ca®* ha sido medida utilizando la fluorescencia de
clortetraciclina (CTC) (Caswell, 1972; Schaffer y Olson, 1976; Garcia-Martin y cols.,1990),

Ha sido mostrado por diferentes gupos de investigadores que la clortetraciclina (CTC) forma
complejos con Ca’* y que el rendimiento cudntico de la fluorescencia de estos complejos se eleva

notablemente cuando estos se adsorben a membranas biclégicas (Millman y cols., 1980) (Figura 1).

Excitacion Emision

Fiuorescencia {u.a.)

oo 100 500 400 500 600 100
Longitud de onda (nm)

Figura 1. Espectro de fluorescencia de la clorietraciclina en presencia y ausencia de Ca** . La linea continua
corresponde al espectro de una solucién de sinaptosomas cn presencia de CTC y Ca?*. La linea discontinua es
el registro de CTC mds Ca?*. La linea punteada es el registro de CTC.

El método operacional ha sido el siguiente: las vesfculas (45 ug/ml) se incubaron durante 30
min a 37°C en una solucién que contenia Tes 5 mM (pH 7,4), NaCl 0,1 M y CTC 50 M. Tras la
centrifugacién durante 30 minutos se resuspenden en Tes 5 mM (pH 7,4), NaCl 0,1 M, CTC 50 uM.
Para realizar las medidas de fluorescencia, a una cubeta de cuarzo de pasc de luz de 1 cm se
afiadieron 2 ml de una solucién que contenia Tes 5 mM (pH7,4), CTC 50 uM, CaCl, 50 uM y KCl
0,1 M o NaCl 0,1 M o cloruro de colina 0,1 M, segiin las diferentes condiciones experimentales, A

tiempo cero se afiaden las vesiculas precargadas con Na* a una concentracidn final de proteinas de
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45 pg/ml y se registra la variacién de fluorescencia de CTC con el tiempo a 37°C en un espectrofluo-
rimeto Hitachi/Perkin-Elmer, modelo 650-640. Se emplearon una longitud de onda de excitacién de
380 nm y 520 nm de emision.

A partir del ajuste de los datos del aumento de la intensidad de fluorescencia de CTC con el
tiempo a un proceso exponencial simple es posible obtener el valor de la constante de velocidad del
influjo de Ca®™ (K) a través de la membrana de sinaptosomas. Los valores de K representados en los
Resultados han sido obtenidos a partir del ajuste por regresién lineal de Ln (F,, - F)) frente al tiempo,
donde F, y F, representan la intensidad de fluorescencia en el infinito y a un tiempo t,

respectivamente.

25. NIVELES DE Ca** EN ESTADO ESTACIONARIO EN VESICULAS DEL RETICULO
SARCOPLASMICO.

Los estudios sobre niveles de Ca?* acumulado en estado estacionario se llevaron a cabo
utilizando el indicador metalocrémico arsenazo III. Este compuesto presenta una alta afinidad por
Ca®" y puede formar complejos con I, Como se muestra en el espectro de absorcién (Figura 2), la
absorbancia de arsenazo Il en ausencia de Ca®* es mayor a 540 nm, y relativamente mds pequefia
a 650 nm. La unién de Ca** reduce la absorbancia a 540 nm y la incrementa a longitud de onda
mayores. El incremento muestra dos picos, centrados a 600 y 650 nin,"'y un punto is.osbéstico a una

longitud de onda de 570 nm (en la cual no hay cambio de absorcién).

Figura 2. Espectro de absorcidn de
arsenazo III (linea continua) y arsenazo
[1I-Ca** (linea discontinua),

Absorbancia (u.a.)

400 500 GO0 700
Longitud de onda (nmj)

Para la determinacién de los niveles de Ca*" acumulado por RS en estado estacionario con

arsenazo I, utilizamos la diferencia de absorcién entre 650 y 700 nm, que es funcidn lineal de la
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coneentracién de Ca**. Se preparan cubetas de 1-2 ml de volumen total con Tes/KOH S0 mM {pH
7,4), KCI 0,1 M, MgCl, 5 mM, sacarosa 0,25 M, arsenazo I1I 30 uM, y se dejan incubar durante
10 minutos a 25°C, registrando la linea base en estas condiciones (Figura 3). A continuacién se
calibra la sefial con adiciones de 2 x Ca** 40uM. Tras la calibracién se afiaden las vesfculas de RS
(2 pg/ul) previamente preincubadas con o sin inhibidor durante 15 minutos a 25°C. A continuacién
se dispara la reaccién afadiendo ATP a una concentracién final de 2,5 mM. El descenso de
absorbancia registrado es debido a la acumulacién de Ca* por fosfato inorginico y ADP, especies
resultantes de la hidrdlisis de ATP, y contaminantes habituales en las preparaciones comerciales de
ATP. Por esta razén se afiadid a las cubetas de reaccién, una vez estabilizado el proceso de captura
de Ca** por el RS, el ionéforo de Ca** A23187 (2 pg/ml), observindose una reversién parcial del
fendmeno de captura de Ca®*, siendo esta variacién de absorcién la que se toma para determinar la

concentracién de Ca?" capturado por las vesiculas de RS.

| .
Ca2* T o
It
A23187 a
o
L’; 2 min
Ca=?

TFigura 3. Cambios en la absorcién de arsenazo III durante la acunmulacién de Ca**. Bl medio contiene
Tes/KOH 50 mM (pH 7,4), sacarosa 0,25 M, arsenazo I 30 uM, KC10,1 M, MgCl, 5 mM y 0,2 mg/ml de
RS. Adiciones secuenciales de Ca*" 40 uM para la calibracién de la sefial, ATP 2,5 mM para estimular la
caplura de Ca®* y A23187 (2 pg/mlb) para determinar el Ca?* acumulado.
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26. MEDID DE VELOCIDAD DE TRANSPORTE EN PRESENCIA DE OXALATO.

Las medidas de velocidad inicial del transporte de calcio se realizaron utilizando arsenazo III
5 pM , como se indica en el apartado anterior y en presencia de oxalato S mM.

El oxalato es un agente precipitante de calcio, que se equilibra rdpidamente entre el medio
externo y el medio interno de las vesiculas (Stefanova y cols., 1991). Esto produce una disminucién
del Ca** libre en el interior de las vesiculas de RS, gracias a la formacion de oxalato célcico, ¥ como
consecuencia desaparece la inhibicién que el propio Ca®* interno produce sobre la actividad ATPasa,
De esta forma la hidrdlisis de ATP se estinula y la acumulacién de calcio se prolongsa.

La cantidad de RS utilizada en estos ensayos fue de 25 ug/ml. La seiial se calibra con
adiciones de Ca** 40 uM y la reacci6n se inicia con ATP 2,5 mM. La velociadad inicial de transporte
de Ca®" se calcula a partir de la pendiente que se cbtiene con los valores de los 2 o 3 primeros

minutos de la reaccién.

27. DETERMINACION DEL Ca* INTRACELULAR EN CELULAS MESANGIALES DE
RATA.

La concentracién de Ca*" intracelular fue medida como se describe en Olivera y cols. (1992),
Las células en cultivo fueroﬁ tratadas con tripsina y centrifugadas durante 3 in a 1,800 rpm. El
precipitado se resuspendié en RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al 10%.A
continuacién, las células eran incubadas con Fura-2/AM 5 uM durante 45 min a 37°C y centrifugadas
para eliminar el Fura-2 del medio. Las células resuspendidas en solucién salina Hanks sin Ca** ni
Mg*" se dejan incubar 15 min, para que el Fura-2 no hidrolizado salga de la c¢élula, se centrifugan
y resuspenden en solucién salina de Hanks sin Ca*" ni Mg?*.

A una cubeta de cristal de cuarzo que contenfa 1 ml de solucién de Hanks, se afiade I ml de
suspensién celular, CaCl, I mM y MgCl, ImM, se deja incubar durante 15 min a 37°C con
agitacién. A continuacién, la fluorescencia (F) fue medida a una longitud de onda de excitacién de
340 nm, registrando la emisién a 510 nm a 37°C vsando un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS50.
Ademds, se afiaden al medio distintas concentraciones de HHIF. La concentracidon de Ca®* intracelular
se calcula utilizando un valor de Ky de 224 nm (Grynkiewicz y cols. (1985)), segin la siguiente

expresidn:

225 (F-F,,)
F_.-F

max

[Ca®'],=
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La calibracién de las medidas se llevan a cabo utilizando digitonina 50 uM (F,,,,) v 40 ul de
una solucion de EGTA 0,2 M (F,,).

28. MEDIDAS DE FLUIDEZ DE MEMBRANA.

La fluidez de la membrana ha sido estudiada utilizando medidas de polarizacién de
fluorescencia, para lo cual se utilizé como sonda una molécula hidrofdbica fluorescente (1,6-difenil-
1,3,5-hexatrieno (DPH).

La polarizacién de fluorescencia se puede medir utilizando dos polarizadores, uno en la
trayectoria del haz de excitacién (polarizador de excitacion) y otro se sitda entre la muestra y el
detector (polarizador de emisin). La intensidad de fluorescencia se ha medido con el polarizador
de excitacién vertical y el polarizador de emisién primero vertical y después horizontal.

En general, se puede definir la polarizacién, P, como:

- IW - Im

Ly + Ly
donde Lyy y Iy, representan la intensidad de fluorescencia con el polarizador de excitacién vertical

y el de emisién vertical y horizontal, respectivamente.

Alternativamente, se puede definir la anisotropia, r, , como:

La relacién entre estos dos parimetros es:

;o= Ly = Ly
5
T2y
Es necesario introducir un factor de correcién dado que cualquier superficie reflectante plana
refleja preferentemente la luz polarizada paralela a la superficie reflectante y porque Jas lentes tienen
mds transmitancia para un planc de polarizacién que en el otro. El factor de correcién, G, se
determina midiendo la intensidad de fluorescencia con el polarizador de excitacién horizontal y, el
polarizador de emisién vertical y horizontal:
L

G = ¥
IHII
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La ccuacidn de polarizacién quedaria entonces (Lee,1982):

IVV - GIVH

Ly + GI:”

A partir de la anisotropfa de fluorescencia puede calcularse ¢l pardmetro de orden (S) segiin

la ecuacion desarrollada por Pottel y cols.(1983):

. [1 - 2(r, - re) + SCrfr1” - 1+ rfrg
2(rfry

donde r, es Ia anisotropfa de fluorescencia y 1, es la anisotropfa de fluorescencia en ausencia de
cualquier movimiento rotacional de la sonda. Para DPH el valor tedrico de ;= 0,4, y los valores
experimentales varfan entre 0,362 y 0,395 (Heyn, 1979y J shing, 1979). El pardmetro de orden varia
desde 0, que corresponde a un estado de méximo desorden, hasta 1 que serfa el estado de rigidez
total.

Tras incidir sobre la sonda una radiacién de excitacidn polarizada en un plano, el nivel de
polarizacién de la radiacién emitida depende directamente de la microviscosidad del medio, siendo
mAxima en un medio altamente viscoso como glicerol (Lee,1982). Por el contrario, una
despolarizacién de la radiacién fluorescente emitida elevada indica que la sonda, en el tiempo
transcurrido entre Ia excitacién y la emisién, ha variado su orientacién. El grado de despolarizacién
de la sefial refleja la movilidad rotacional de la sonda fluorescente que depende directamente de la
microviscosidad de la membrana.

A partir de S se puede calcular la microviscosidad corregida “n,", con la siguiente ecuacion

(Pottel y cols., 1983}

V.S
n() (1+S)

donde V es C 7T, C es un factor geométrico, 7 es el tiempo de vida media en estado excitado de
la molécula fluorescente y T es la temperatura absoluta. Para difenil-hexatrieno V toma el valor de
2,4 poise.

Se utitizd como sonda fluorescente para realizar estas medidas el 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno
(DPH). Este presenta la ventaja de tener un alto coeficiente de extincién y un miximo de absorcién
a 355 nm, lejos del miximo de absorcién del triptéfano. Ademds forma microagregados en agua no

fluorescentes, mientras que es altamente fluorescente cuando se incorpora a la membrana, En la
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Figura 4 se muestran los espectros polarizados de emisién de fluorescencia de DPH obtenidos en

presencia de membranas en cubetas de cuarzo de | cm de paso de luz

J

Figura 4. Espectros polarizados de
emisién de fluorescencia de DPH en
presencia de sinaptosomas a 25°C. La
posicién de los  polarizadores de
cxcitacién y emision es la siguiente:
(a) IVCK_‘IVCIII‘ (b) I”Cx__lvclll’(c) [”EX_I"CN\‘
(d) Ivex._[”cm.

Fluoresgscencia (u.2

330 jgo 430 480 530
Longitud de onda (nm)

DPH, disuelto en tetrahidrofurano, se afiadié a una suspensién de sinaptosomas o vesiculas
de reticulo sarcopldsmico en una proporcién menor o igual a 1/500 moles DPH/moles lipidos. Se
deja incubar en la oscuridad durante 90 minutos para permitir que se alcance el equilibrio DPH en
solucién acuosa/DPH en membrana. El paso de Iuz hacia la cubeta ha de estar cerrado siempre que
1o se estén realizando medidas para evitar la fotodescomposicidn del DPH. La longitud de onda de
excitacién fue de 360 nm y la de emisién 440 nm. La composicién de la solucién de medida contenia
KCl 0,1 M, sacarosa 0,3 M, Tes 5 mM(pH 7,4}, B-mercaptoetanol 2 mM en el caso de los
sinaptosomas y Tes 50 mM (pH 7,4), sacarosa 0,25 M, KC1 0,1 M para las vesiculas de retfculo

sarcopldsmico. Todas las medidas se realizaron a una temperatura de 25°C.

29. DETERMINACION DEL COEFICIENTE APARENTE DE PARTICION (K,) DE HHIF EN
LA MEMBRANA DE SINAPTOSOMAS.

£l coeficiente de particién se define como la relacién entre la concentracién de HHIF unido
a la membrana y la concentracién del inhibidor libre. Para ceterminar estas concentraciones hemos
medido la intensidad de fluorescencia de HHIF fijando una longitud de onda de excitacion y de
emisién de 270 y 304, respectivamente. La intensidad de fluorescencia correspondiente a la
concentracién de HHIF unido a la membrana se ha estimado como 1a diferencia entre la fluorescencia

correspondiente a la concentracion de inhibidor total y Ia del libre,
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Las medidas fueron realizadas a una concentracién de proteina de 25 pg/ml y 50 pg/ml, y
varias concentraciones de inhibidor en un medic que contenia Tes/KOH 50 mM (pH 7.,4),
KCL 0,1 M,

El proceso experimental seguido consistié en medir la intensidad de fluorescencia del medio
antes de afiadir sinaptosomas en presencia de distintas concentraciones de HHIF. A continuacién, se
afiaden estos, y previa incubacién durante 15 minutos a temperatura ambiente, se centrifugan a 45.000
rpm durante 2h a 4°C. Se mide la fluorescencia del sobrenadante para valorar la concentracién de

HHIF libre que no se ha adsorbido a la bicapa lipidica.
30. TRATAMIENTO DE DATOS,

30.1. Determinacién del tiempo de relajacién,s.
E! curso en el tiempo de la cinética enzimética de la (Ca?" Mg*")ATPasa puede ser descrito

satisfactoriamente por la expresién:

V=V + Vi~V)e™

donde V, es la velocidad a tiempo t, V, es la velociad inicial, V; es la velociad final y K es la
constante de velociad aparente del proceso, Para obtener el valor de K se hizo la representacion
gréfica de la concentracién de producto frente al tiempo (véase la Figura 5). La interseccion de las
dos rectas ajustadas permite obtener el valor de 1/K o tiempo de relajacion (Prieden, 1981) . Las

pendientes de las lineas sefialadas como a y b son V;y V, respectivamente.

[
-
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L " .,
o Figura 5, Formacién del producto en
© funcién del tiempo en un proceso
" cinético de autoactivacion.
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30.2. Calculo de la concentracién de calcio libre.
Bl ajuste de concentraciones submicromolares de Ca®' libre en determinadas condiciones
experimentales se llevé a cabo afiadiendo tampones Ca'*-EGTA.

El equilibrio quimico entre Ca** y EGTA a un pH dado vendria expresado como:

Ca®*,+EGTA, = Ca®" - EGTA

donde 1a constante de disociacién vendria dada por (1):

[Ca®], . [EGTA],
[Ca® - EGTA]

d

considerando un valor de K, de 1072 a pH 7,4 (Harafuji y Ogawa, 1980).

1. Si la concentracién de Ca** es mayor que la concentracién de EGTA, la concentracién de Ca"

libre es aproximadamente igual a:

[Ca*), = [Ca®l, - [EGTAl,
2. Cuando la concentracién de Ca** es inferior a la concentracién de BGTA, entonces (2) y (3):
[Ca*'l, ~ [EGTA -Ca*']
[EGTA], = [EGTA], - [Ca*'l;

Sustituyendo en la ecuacién (1) las expresiones (2) y (3),

[Ca*},_(LEGTAL, ~ [Ca™]p)

[Ca®'l,

K, =
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Despejando se obtiene la siguiente expresion:

K, . [Ca™1,

[Caz+]L = 2
[EGTA}, - [Ca®"];

donde la concentracién de ca®* libre es funcién de las concentraciones totales de EGTA y de Ca**.

30.3. Todos los experimentos se realizaron por duplicado o triplicado con al menos tres preparaciones
diferentes de membranas. Los valores representan la media + DS. En los casos en que la desviacién
estandar es < 10% no sc representa barra de error. E! ajuste de los valores experimentales a las

correspondientes curvas se realizd mediante el programa GraphPad Inplot.
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1. PURIFICACION.

De extractos de cerebro, hipdfisis, hipotdlamo y glindula suprarrenal bovinos hemos
purificado un factor que actia como inhibidor de la (Na* K*)ATPasa y de la unién de *H-ouabaina
a la enzima. La enzima utilizada procede de médula renal de cerdo y se ha purificado segin se
describe en Materiales y Métodos. El factor inhibidor recibe €l nombre de HHIF (Hypothalamic
Hypophysary Inhibitory Factor).

Para su purificacién se homogeniza el tejido recién descongelado en metanol. Tras una
extraccioén lipidica con éter de petréleo-cloroformo, la fase acuosa se concentra por liofilizacion y se
resuspende en metanol. A continuacién se centrifuga y el sobrenadante se cromatografia por filtracién
en gel (véase Materiales y Métodos). Como se muestra en la Figura 6, las fracciones con actividad
inhibidora de la (Na*,K*)ATPasa, eluyen inmediatamente antes del pico correspondiente a las sales.
Estas fracciones inhibidoras aparecen en todos los tejidos procesados. Dependiendo de cada
cromatografia, el pico abarca desde el final del volumen de exclusi6n teGrico de la columna (35% del
volumen total) hasta el doble de este valor, Previamente se comprobd que estas fracciones no
afectaban a las enzimas auxiliares del ensayo enzimtico acoplado (PK y LDH).

Las fracciones activas son recogidas, liofilizadas y concentradas. Este material parcialmente
purificado se somete de nuevo a cromatogratfa, en este caso HPLC semipreparativa en fase revetsa,

Los cromatogramas obtenidos (Figura 7), registrados a una longitud de onda de 214 nm,
muestran dos picos con actividad inhibidora de la (Na*/K*)ATPasa. Esto ocurre en todos los tejidos
estudiados excepto en cortex cerebral donde solo aparece uno. El primer pico, que es el que aparece
en todos los casos, coincide con el volumen de exclusion de la columna y corresponde a un tiempo
de retencién entre 6 y 10 min. Bl segundo pico presenta un tiempo de retencidn de [43 min y aparece
en todos los tejidos estudiados a excepeion del cortex cerebral.

Las fracciones del primer pico (a) conservan su accién inhibidora de la actividad
(Na",K*)ATPasa medida in vitro tras su reducci6n a cenizas (250°C durante 24 h) por lo que
probablemente corresponda a componentes de naturaleza inorgdnica. BEste hecho se confirma porque
1a incubacién de estas fracciones con EDTA | mM, agente quelante de iones metilicos divalentes,
elimina el efecto inhibidor de estas fracciones.

Las fracciones con actividad inhibidora correspondientes al segundo pico (b) son recogidas,
liofilizadas y recromatografiadas por HPLC analitica. La Figura 8 presenta el perfil de elucién en una
columna pBondapak Fatty Acid de todos los tejidos procesados. En el cromatograma registrado a 214

nm se detecta un pico mayoritario, con un tiempo similar de retencién en todos los tejidos procesados.
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En el perfil correspondiente a cortex no aparece pico ni hay actividad inhibidora de la

(Na* ,K")ATPasa.

B! andlisis espectral, llevado a cabo con un detector de multifotodiodos asociado al
cromatégrafo liquido de alta resolucidn (HPLC), permite identificar el pico con un mdximo de
absorcién a 274 nm (Figura 9, columua de la derecha). Al comparar los espectros de absorcién de
este pico, considerando las pendientes ascendente y descendente, asi como el maximo del pico (puntos
a-e, Figura 9, columna de la izquierda) y normalizando a 274 nm se observa el solapamiento de los
espectros o cual muestra la presencia de un inico componente con un méximo de absorcion a 274
nm (Figura 9).

En ia columna de la izquierda de la Figura 9 se muestra la localizacién de la actividad
inhibidora en los diferentes picos aislados correspondientes a los disintos tejidos procesados. El efecto
inhibidor medido utilizando el ensayo acoplado se superpone con la absorbancia a 214 nm de los picos

correspondientes a cada tejido.

Los resultados mostrados en las Figuras 6-9, 16 corresponden a una serie experimental
realizada con una preparacién de cada uno de los tejidos procesados, obteniéndose resultados similares
en ciferentes preparaciones.

Los niveles mas elevados de HHIF, a pesar de la variabilidad debido a la metodologia, han
sido detectados en glandula suprarrenal e hipéfisis. Los valores obtenidos son para los diferentes
tejidos procesados: (1) cerebro 0,36 & 0,02 U/g, (2) hipéfisis 0,76 £ 0,12 U/g, (3) hipotdlamo 0,43
+ 0,17 U/g, y (3) glindula suprarrenal 0,64 + 0,18 U/ g de tejido. Estos valores representan la
media + ES de los resultados obtenidos en al menos cuatro preparaciones diferentes de cada

tejido.
La comparacién, mediante el programa Spectrii analysis, del espectro del pico

correspondiente a cada uno de los tejidos permite comprobar que todos corresponden al mismo

(Figura 10).

61



Resultados

i
L1 ]
]

g

Inhibicién ATPasa (%)
b4

o

119

"

"

Absorbancia (280 nm)

) [1] »
NO de fraccién

110

4

4

L]

14

Conductividad {mS)

L)

L1

L 7]

LY ]

44
14

o

Nda" /K'(Eq/1)

IMigura 6, Cromatografia en Sephadex LH-20 de los extractos de cerebro {A), cortex (B), hipotdlamo (D},
hipdfisis (D), y glandula suprarrenal (E), La elucién se realizé con metanol, a un flyjo de 0,8 mi/miny a
temperatura ambiente, Las fracciones {8ml), se evaporan y resuspenden en | ml de agua MilliQ. En todas ¢llas
sc mide Ia acitvidad inhibidora de (Na* ,K*)ATPasa { (1), la conductividad ( + ) y el contenido en Na*

{©0)y K" {e) Las condicioncs experimentales estin descritas en Materiales y Métodos.
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Figurn 7. Fraccionamiento por HPLC semipreparativa en fase reversa de HHIF parcialmente purificado de
cerebro (A), cortex (B), hipotdlamo (C), hipdfisis (DY y gldndula suprarrenal (E). El material parcialmente
purificado se cromatografié en una columna pBondapak C-18 , eluida con el gradiente de acetonitrilo indicado
con linea discontinua, a un flujo de 2 ml/min y a temperatura ambiente, Se colectaron fracciones de 4 ml, que
fueron liofolizadas y resuspendidas en 0,5 ml de agua Milli Q. Mediante las letras a y b se indica los picos
donde se localizan las fracciones con actividad inhibidora medida utilizando el sistema de enzimas acopladas
que s¢ describe en Métodos. Estas fracciones se mezclaron como se indica por barras horizontales, y se
recromatografiaron en las condiciones descritas en la Figura 8.
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Figura 8. HPLC analitica en fase reversa del material purificado, A: Cerebro, B: Cortex, C: Hipotflamo, D:
Hipéfisis, E: Glandula suprarrenal. El material del pico b de la Figura 7 correspondiente a cada tejido fue
recromatografiado en una columna pBondapak Fauty Acid, eluida con ¢l gradiente de acetonitrilo indicado con
finea discontinua, a un flujo de 0,5 ml/min y a temperalura ambiente, Se colectaron fracciones de | ml, que
fueron evaporadas y resuspendidas en 0,250 ml de agua MilliQ, La actividad se midié utilizando el sistema de
enzimas acopladas. Olras condicioncs cxperimentales estdn indicadas en Materiales y Métados.
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Figura 9. Actividad inhibidora de la (Nat,K")ATPasa y andlisis de los espectros de absorcion de HHIEF
recromatografiado en una columna pBondapak Fatty Acid. A: Cerebro, B: Hipotdlamo, C: Hip6fisis, y D:
Glandula suprarrenal, Izquierda: Localizacién de la actividad inhibicdora (Jinea discontinua} en ¢l pico
correspondiente a cada tejido, Derecha: Superposicién de los espectros de absorcién en los puntos del pico
indicados por flechas (a-¢) para cacla tejidlo. Los espectros se realizaron con un detector de fotodiodos acoplado
al cromatégrafo. Mediante el programa Spectrum analysis se compararon los espectros de los picos.
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Figura 10, Espectro de absorcién del HHIF purificado de los diferentes tejidos, normalizados a 274 nm. Los
espectros se realizaron con un detector de fotodiodos acoplado al cromatégrafo y corresponden al méximo de

los picos de los cromatogramas de la Figura 8.

El espectro de fluorescencia de HHIF purificado se muestra en la Figura 11, Este espectro

presenta un méximo de excitacién a 280 nm y un méximo de emisién a 305 nm, lo cual sugiere la

presencia de algin anillo aromético en el material purificado,
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Este material procedente de cada tejido era ensayado como inhibidor de la actividad
(Na*,K*)ATPasa. El valor contro! de la actividad de la enzima purificada es de 8§ + 2 pmoles de
P/min /mg de proteina, emplieando el ensayo acoplado segiin las condiciones descritas en Materiales
y Métodos. Una unidad arbitraria de inhibicién (U) se define como la cantidad de HHIF necesaria

para inhibir un 50% la actividad (Na*,K")ATPasa purificada.
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Figura 12, Efecto de HHIF purificado de diferentes t¢jidos sobre Ia actividad (Na* ,K)ATPasa purificada de
médula renal, Cerebro ( M ), hipotélamo (), hipofisis ( O ) y glindula suprarrenal ( (I ). La preincubacidn
se realiza en ausencia o presencia de HHIF durante 2 h a 37°C cn un medio que contenia Tris/CIH | M (pH
7,4), MgCl, 6 mM y 36 pg de proteina/ml, La concentracién final de proteina en el medio de ensayo de
aclividad ATPasa es 4 pg/ml, La actividad se midié a 37°C utilizando es sistema de enzimas acopladas que se
indica en Materiales y Métodos. La referencia (100%) es la aclividad ATPasa en ausencia de HHIF y
corresponde a un valor de 9 + 3 U.L,

La Figura 12 muestra la inhibicién de la actividad (Na*,K")ATPasa en presencia de
cantidades crecientes del material purificado procedente de cada tejido. Como puede observarse la
dependencia de la inhibicién es exactamente la misma en los diferentes tejidos estudiados, o cual

apoya que el material purificado en cada uno de ellos sea el mismo,
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PR TITY Figura 13. Efecto de HHIF solre la
1 actividad (Na" , K" JATPasa en funcion del
E " tiempo de incubacién, La incubacién se
0 realizé a 37°C en un medio que contenia
« Tris/CIH | M {pH 7,4}, MgCl; 6 mi, 36
o 50 pg de proteina/ml y 12 U/ml de HHIF,
v La concentracién final de proteina y de
2 TTT—e——__ § HHIF en el medio de ensayo de actividad
v 2 ATPasa son 4 pg/ml y 1,3 Ufml,
= respectivamente.

0 : : ! : : .

0 50 160

Tiempo {min)

La Figura 13 muestra que la inhibicién de la actividad (Na*,K*)ATPasa por HHIF es
dependiente del tiempo de preincubacién. Para estudiar este efecto se preincuba el enzima en
presencia o ausencia de HHIF hasta un periodo de tiempo de [20 min a 37°C, y pH 7,4, En estas
condiciones se observa un aumento de la inhibicién con el tiempo alcanzandose un miximo de
inhibicién (70%) para la dosis ensayada (1,3 U/ml) después de 60 min de preincubacién. La presencia
de Mg?* aumenta la inhibicién de la bomba de sodie por HHIF (Figura 14). Bl enzima en estas

condiciones de ensayo sin inhibidor no se ve afectada.

100}
®
e SO 1
Figura 14, Inhibicién de la (Na* K*)ATPasa por 3
HHIF en ausencia o presencia de Mg?* 6 mM en el e
medio de preincubacién, Las  condiciones | .
experimentales son las indicadas en la Figura 13, 2
C: Actividad ATPasa sin HHIF en el medio de o o
ensayo. 2
Y 25t \\\Q
ol— %§_
C  HIME  HHIF
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2. EFECTO DE HHIF SOBRE LA (Na*,K")ATPasa PURIFICADA. Estudios de dependenciza

de la concentracién. Comparacién con ouabaina.

Debido a la diferente especificidad de los ensayos utilizados para detectar compuestos como
el descrito es importante la combinacién de distintos procedimientos para estudiar el efecto de HHIF
sobre la (Na*,K*)ATPasa. Asi hemos utilizado tres bioensayos diferentes: inhibicién in vitro de la
actividad (Na* ,K*)ATPasa purificada, inhibicidén de la unién de 3H-ouabaina a la enzima y reaccion
cruzada con anticuerpos antidigoxina,

La ouabafna es un potente inhibidor de la (Na* ,K")ATPasa (Wallick y Schwartz, 1988) por
lo que es importante establecer si HHIF inhibe por un mecanisimo similar, Para ello se ha comparado
el efecto que produce el factor purificado con la respuesta de ouabafna para cada uno de los ensayos
seftalados. Como puede observarse en la Figura 15, la actividad bioldgica del factor purificado es
equivalente en las curvas de dependencia de la concentracién con respecto al comportamiento de
ouabaina. Ademds las curvas de desplazamiento de *H-ouabaina obtenida con HHIF u ouabafna son
similares. La cantidad de HHIF necesaria para inhibir un 50% la actividad de la (Na*, K")ATPasa
purificada de médula renal de cerde equivale a 0,1 uM de cuabalna en las mismas condiciones
experimentales.

El compuesto HHIF no presenta reaccién cruzada con anticuerpos antidigoxina a las dosis que
normalmente inhibe y que desplazan *H-ouabaina de su sitio de unién al enzima, mientras que
ouabaina presenta un ligera reaccion cruzada, Hay que sefialar que el factor hipotaldmico parcialmente
purificado en Sephadex LH-20 sf mostraba reaccién cruzada con estos anticuerpos a concentraciones

elevadas,
1. REACCION CRUZADA CON ANTICUERPOS ANTIDIGOXINA.

El comportamiento andlogo a digoxina se ha empleado como uno de los criterios de actividad
natriurética que todo inhibidor de la bomba de sodio deberia cumplir (véase Introduccién), debido a
la semejanza estructural del posible inhibidor endbgeno con la familia de los digitAlicos aislados de
plantas. Sin embargo, como se pone de manifiesto en la gréfica de dependencia de la concentracién
de este ensayo (Figura 15E), conforme avanzamos en la estrategia de purificacién, las unidades de
inhibicién de HHIF pierden la capacidad de dar reaccién cruzada con los anticuerpos antidigoxina,
incluso a concentraciones de inhibidor hasta 2 veces superiores a las que producen un 100% de
inhibicién de la enzima. Tan sélo extractos crudos, material parcialmente purificado (previo a la

cromatografia en Sephadex LH-20) o la zona de conductividad presentan reaccin cruzada.
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Figura 16. Reacci6n cruzada con anticuerpos antidigoxina de los extractos de los diferentes tejidos purificados
en Sephadex LH-20 ( B ). A: Cerebro, B: Hipotdlamo, C: Hipdfisis y D: Gldndula suprarrenal, Inhibicién de
Ia actividad (Na*, K" )ATPasa ( ® ). Las condiciones experimentales estén indicadas en Materiales y Métodos.
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Como puede verse en la Figura 16 en donde se muestra el perfil de elucién en LH-20 para
muestras de los diferentes tejidos procesados, la zona de reaccidn cruzada con anticuerpos
antidigoxina coincide con la zona de conductividad y/o sales, aunque varfa ligeramente dependiendo
de cada cromatograma y tejido. Los resultados mostrados corresponden a una preparacion de cada
tejido procesado obteniéndose resultados similares en diferentes preparaciones.

En los primeros pasos de purificacion a nivel de LH-20 se ha podido observar que en alguna
de las preparaciones estudiadas las fracciones con reaccion cruzada con anticuerpos antidigoxina
coinciden con las dltimas fracciones con actividad inhibidora de la (Na*,K*)ATPasa. Sin embargo,
la reaccién cruzada de estas fracciones desaparece a lo largo del proceso de purificacién. Estas
variaciones pueden ser debidas a pardmetros dificiles de controlar a lo largo del proceso de
purificacién, tales como la temperatura, extraceién de la muestra, empaquetamiento del ge! de LH-20,

densidad de la muestra cargada, etc.
4. PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS.

4.1. Comparacién con otros compuestos.

Diferentes tipos de compuestos que actian como inhibidores de Ia actividad (Na* ,K*)ATPasa,
que desplazan *H-ouaba(na del sitio de unién al enzima o bien sustancias que dan reaccién cruzada
con anticuerpos antidigoxina, podrian estar implicados en la regulacién enddgena del transport-é de
sodio (Clarkson y cols., 1985; Kelly y cols., 1986; Braquet y cols., 1986}, Entre estos compuestos
se encuentran: lignanos, digitlicos, fosfolipidos, dcidos biliares, 4cidos grasos libres, dopamina,
esteroides,etc,

Cabe la posibilidad de que el compuesto que nosotros purificamos fuese similar a alguno de
estos compuestos, para ello estudiamos la similitud de los espectros de toda una serie de familias de
compuestos con el espectro de HHIF (véase Apéndice II).

La seleccién de estos compuestos se hizo teniendo en cuenta la posible presencia de algin
anillo aromético. Se incluyen compuestos tales como tirosina, hidroxi-fenildcidos, catecolaminas y sus
metabolitos, catecolestrogenos y lignanos (formados por dimerizacion oxidativa de fenoles). Iistos
compuestos se cromatografiaron por HPLC en una columna pBondapak Fatty Acid en idénticas
condiciones experimentales que las empleadas para la purificacién del inhibidor enddgeno.

Ninguna de las sustancias estudiadas presenta un espectro similar ni el mismo tiempo de
retencién que el inhibidor, tan sélo algunos fenilacidos del tipo de los encontrados en elevada
concentracién en el fallo hepétice agudo (Seda y cols., 1984) y Ia L-Tyr presentan un espectro muy

similar aunque estos eluyen en el volumen de exclusion de la columna,
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Otros dos compuestos cromatografiados en las mismas condiciones descritas para el inhibidor
son ouabaina y digoxina. Estos compuestos son inhibidores especificos de la bomba de sodio que se
aislan de plantas y sc¢ les ha atribuido por algunos autores un papel de reguladores endégenos de la
(Na*/K*"}ATPasa (Hamlyn y cols., 1991b; Tymiak y cols., 1993). Ninguno de ellos eluye con el
mismo tiempo de retencién que el inhibidor, la ouabafna tiene un tiempo de retencién de 5,2 min y
la digoxina de 19 min . Los tiempos de retencién para cada uno de los compuestos cromatografiados

se muestran en el Apéndice II.

4.2, Estudios de ultrafiltracién.

E! material purificado se someti6 a ultrafiltracién a presion utilizando células de Amicon con
agitacién continua y en atmdsfera de nitrégeno. Las membranas empleadas tenfan un tamafio de
exclusién de peso molecular comprendido entre 500 (YCO05) y 1000 D (YM2). El inhibidor atraviesa
ambos tipos de membranas. La identificacion antes y después de HHIF en el filtrado se demuestra
porque produce inhibicién de la (Na*,K*)ATPasa antes y después de cromatografiar el filtrado por
HPLC en una columna pBondapak Fatty Acid. La recuperacion del material filtrado no es del 100%,
probablemente debido a interacciones inespecfficas del inhibidor con las membranas. Estos resultados
sugieren un peso molecular aparenie para HHIF menor de 500 Da, que coincide con los descritos para
un factor de estas caracterfsticas por otros autores (Akagawa, 1984; Morgan y cols., 1987; Millet y .

cols., 1987; Haber y Haupert, 1987).

4.3, Reduccién a cenizas.

HHIF pierde totalmente su actividad inhibidora de la (Na* , K*)ATPasa in vitro cuando se
somete a 250°C durante 24 h (véase Tabla 1) lo cual descarta la posibilidad de que se trate de iones

inorgdnicos contaminantes.
Este resultado se ve apoyado por la ausencia de efecto de EDTA 1 mM sobre la inhibicién

del factor aislado sobre la enzima (véase Tabla 1).

4.4. Efecto de la temperatura.
Como se muestra en Ia Tabla 1, HHIF es estable al incubarlo a 37°C durante 24 h y a 80°C

durante 10 min pero pierde ligeramente su actividad cuando se calienta a 110°C durante 24 hoa

120°C durante 30 min.

4.5, Hidrolisis acida,
La accién combinada de HCI 5,7 N, temperatura de 110°C durante 24 h y 2-mercaptoetanol
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al 0,02% en condiciones de vacio conlleva la pérdida de Ia actividad inhibidora de HHIF, Este efecto
se observa tanto en condiciones reductoras por la presencia de 2-mercaptoetanol como en ausencia
de éste.

Debido al ligero efecto de la temperatura sobre HHIFE realizamos el mismo experimento pero
a 37°C durante 24 h, condiciones que no afectan a la estabilidad del inhibidor, observandose que la
presencia de HC1 5,7 N no altera la capacidad de inhibicitn, si bien cuando afiadimos al medio HCL
5,7 N més 2-mercaptoetanol al 0,02% el factor pierde su actividad inhibidora (Tabla 1)

Debido a este efecto del 2-mercaptoetanol sobre HHIF, se investigd la posible presencia de
grupos sulfhidrilo libres en HHIF mediante incubacién de éste con 4-vinilpiridina, segun las
condiciones descritas en Materiales y Métodos. Tras la incubacién, HHIF fue cromatografiado en
HPLC en fase reversa utilizando una columna pBondapak Fatty Acid. Mediante un detector de
fotodiodos se obtuvo su espectro de absorcion, que resulté idéntico al de HHIR (datos no mostrado),

indicando al ausencia de grupos sulfhidrilos libres en el material purificado.

4.6. Digestién enzimdtica: Incubacién con fosfolipasa C o pronasa E.
Al tratar HHIF (2U) con fosfolipasa C (0,6 mg/ml) o pronasa E (1 mg/ml), seglin las
condiciones descritas en Materiales y Métodos, no se ve disminuide su efecto inhibidor sobre la

actividad (Na*,K")ATPasa (Tabla 1).

4.7. Oxidacién con Acido perférmico.

El compuesto HHIF se incuba con dcido perférmico durante 3 h en hielo, y tras ese tiempo
se liofiliza y resuspende en agua. La comparacién de los espectros de absorcion obtenidos antes y
después del tratamiento con 4cido perférmico muestran que HHIF pierde su mdximo de absorcién a
274 nm. La muestra de HHIF oxidada por 4cido performico es cromatografiada en una columna
uBondapak Fatty Acid y se eluye en 1as condiciones sefialadas en el proceso de purificacion. Durante
la cromatografia se van realizando espectros de absorcién de las moléculas eluidas, observéndose que
el tiempo de refencion del material purificado aumenta a 43 min al tiempo que desaparece el mAximo
de absorcién a 274 nm. Bs interesante sefialar que el factor mantiene su efecto inhibidor de Ia

actividad (Na*,K")ATPasa.

4.8. Hidrélisis basica.
La capacidad inhibidora de este agente es estable al tratamiento alcalino con NaOH 0,2 N,
durante 30 min a 120°C o durante 2 h a 37°C (Tabla 1) comparado con los correspondientes

controles. Para ello se realizan los correspondientes ensayos y controles de ia enzima en las mismas
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condiciones pero sin inhibidor no observindose ningin cambio en la actividad ATPasa.

4.9. Preincubacién con BSA,
La incubacién de HHIF con BSA (0,1 mg/ml) tampoco varié la inhibicién de la

(Na* K*)ATPasa (véase Tabla 1).

4.10. Andlisis de aminodcidos.

En el andlisis de aminoacidos del material purificado sometido a hidrélisis con CIH 5,7 M

en presencia de 2-mercaptoetanol al 0,02% (v/v) no se detectd la presencia de aminodcidos,

4.10. Influencia del pIl sobre la fluorescencia de HHIF.

La intensidad de fluorescencia del factor HHIF varfa con el pH del medio como puede
observarse en la Figura 17, presentando dos puntos de inflexién a pH 4,3 y pH 7,5, Este efecto es
especialmente significativo a pH scido donde se observa un gran aumento de la intensidad de

fluorescencia de este compuesto.

Figura 17, Efecto del pH sobre la intensidad de "%

fluorescencia de HHIF (A, 280 nm, A, 315 nm), 1751 .
El medio de ensayo contenia Tes/KOH 25 mM para
la zona de pH bsicos y Mes/CIH 25 mM para para
la zona de pH 4cidos. En el cje de ordenadas se
representa el porcentaje con respecto al valor controi
que corresponde a la intensidad de fluorescencia de ®%ge e
HHIF (F,) a un pH entre 5,7-6,8. T

125 Sy

F/Fg (%)

pH
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Tabla 1. Efccto de diferentes tratamicntos sobre la actividad inhibidora de HHIEF.

Tratamiento Inhibicién (Na* ,K*)ATPasa (%)
Control (HHIF 2U/ml) 93 4 7
Temperatura (80°C, 10 min) 95 + 6
(37°C, 24 ) 100
(110°C, 24 Iy 58 4+ 14
(120°C, 30 min) 62 + 5
Hidrdlisis dcida
(CIH 5,7 N, 24h, 110°C) 15 + 10
(CIH 5,7 N, 8-ME 0,02%,
24h ,110°C) 7+ 4
(CIH 5,7 N, 24h, 37°C) 100
(CIH 5,7 N, 8-ME 0,02%,
24h, 37°C) 60.+ 14
Hidrélisis bésica |
(NaOH 0,2 N, 30 min, 120°C) 62 + 5 “
(NaOH 0,2 N, 2h, 37°C} 100
Fosfolipasa C 95 £ 1
Pronasa E 97 + 3
BSA 04 + 2
EDTA 1mM 83 + 3
Reduccion a cenizas
(24 h, 250°C) 0
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5. MODULACION DE LA ACTIVIDAD (Ca**,Mg*")ATPasa DE SINAPTOSOMAS Y DE
VESICULAS DE MEMBRANA PLASMATICA SINAPTOSOMAL POR HHIF.

5.1. Actividades adenosintrifosfatasa de sinaptosomas y de vesiculas derivadas de membrana
plasmatica sinaptosomal.

I.a membrana plasmética de sinaptosomas de cerebro de rata presenta diferentes actividades
ATPasas: (Nat,K*)ATPasa, Ca**-ATPasa, Mg?*-ATPasa y (Ca®*+Mg?*)ATPasa (Sorensen y
Mahler, 1981; Michaelis y cols., [983).

En nuestras preparaciones existe ademds una actividad contaminante Mg**-ATPasa de origen
mitocondrial, que corresponde al factor F1-ATPasa, que representa aproximadamente el 20%-25%
de la actividad total y que es inhibida especificamente por la adicién de azida sédica 5 mM en el
medio de ensayo.

La actividad (Na* ,K")ATPasa se determina como la actividad ATPasa que es inhibida por
ouabaina | mM en presencia de Na* 100 mM y K* 20 mM en un medio de ensayo hipoténico. Esta

actividad es de 0,41 4 0,07 umoles Pi /min/ mg proteina.

A
LY .
Figura 18, Actividad (Ca®* , Mg?")ATPasa
de vesiculas derivadas de membrana o 3 -o\
plasmitica sinaptosomal en [uncién del @ Py
tiempo. Los puntos corresponden a los @ o\.
valores obtenidos midiendo directamente 'z 2T O™y
el fosfato (P) liberade (O) y utilizandoel o Py
sistema acoI;Iado PK-LDH ( ® ). Otras 3§ oot —— °
condiciones experimentales como se > tF
indica en Materiales y Métodos. v
=L
U 1 1 1 ] [
a 5 10 15 20 25 30

Tiempo (min)

La actividad ATPasa dependiente de Ca** yfo Mg?*, (Ca*t,Mg®")ATPasa decae lentamente
en funcién del tiempo (Figura 18) hasta estabilizarse en una actividad que es aproximadamente el 40 -
50 % del valor de la actividad inicial (Garcia-Martin y Gutiérrez-Merino, 1986, 1990 ). Este proceso
sigue una cinética de primer orden con una constante de velocidad de 0,26 + 0,04 min’' en

sinaptosomas y 0,41 + 0,04 min" en vesfculas. Para evilar errores metodoldgicos debidos a esta
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inactivacion, todas las medidas cinéticas realizadas en este estudio se han llevado a cabo en
condiciones experimentales en las que se habfa alcanzado el valor de actividad ATPasa del estado

estacionario.

La actividad total dependiente de Ca®* y Mg?* se ha medido en presencia de Ca’* 50 uM
y Mg 2mM alcanzando un valor méximo de 0,16 + 0,03 pmoles de Pi/min/ mg de proteina en
vesiculas y de 0,1 + 0,015 pmoles de P/min/mg proteina en sinaptosomnas.

La actividad ATPasa dependiente de Mg?" y activada por Ca** se ha medido en presencia de
Mg** y ATP 2mM y la concentracion de EGTA necesaria para alcanzar la concentracién de Ca®*
libre deseada en cada caso (véase Materiales y Métodos). El valor obtenido es de 0,08 + 0,01 umoles
Pi/min/ mg proteina,

La actividad ATPasa dependiente de Ca** ¢ independiente de Mg?* se ha medido en presencia
de Ca?* 50 uM y ATP 2 mM sin Mg** en el medio obteniéndose un valor de 0,06 + 0,007 pmoles
P/min/mg proteina.

Todos estos valores son similares a los publicados por otros investigadores (Sorensen y
Mahler, 1981; Michaelis y cols., 1983, Garcia-Martin y Gutiérrez-Merino, 1990) y representan la
medin de los resultados obtenidos por duplicado en diferentes preparaciones de sinaptosomas y
vesiculas. Todos los valores de actividades resefiados con anterioridad representan la media de los

resultados obtenidos en 10 preparaciones diferentes de sinaptosomas.

Los valores mostrados de actividades (Ca**,Mg*")ATPasa representan valores totales de
actividad. La orientacién de la membrana plasmética es igual en sinaptosomas y en 1a célula nerviosa,
por lo que para medir actividades en que la enzima presente el centro de uni6n del ATP hacia el
citosol, en concrefo (Ca** +Mg**)ATPasa y (Nat K*")ATPasa, es necesario hacerlo en un medio
hipoténico o permeabilizando la membrana con sapenina, Las vesfculas presentan un grado de
inversién de la membrana que en nuestras preparaciones corresponde aproximadamente al 40%
(Garcia-Martin y Gutiérrez-Merino, 1990). Estos resultados son similares a ios obtenidos por Gill y
cols. (1986), utilizando un protocolo similar al nuestro. En estos estudios se miden las actividaces
ATPasa de estas membranas, asi como el efecto de tetradotoxina (bloqueante no permeable de canales
de Na* ) y veratridina ( agonista de canales de Na* que difunde facilmente a través de las

membranas) sobre la disipacién del gradiente de Na* a través de estas membranas.
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5.2. Efecto de HHIF sobre las actividades adenosintrifosfatasa en sinaptosomas y en vesiculas

derivadas de membrana plasmatica,

5.2.1. Inhibicién de la actividad (Ca**,Mg**}ATPasa total por HHIF,
Para estudiar el efecto del HHIF sobre la actividad (Ca?*,Mg?*)ATPasa se ha utilizado el
ensayo enzimético acoplado PK-LDH (véase Materiales y Métodos) para lo cual se comprobd

previamente que en el intervalo de concentraciones de HHIF empleado no inhibfa a dichas enzimas.
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Figura 19. Inhibicién de la actividad (Ca?* Mg?*)ATPasa total por HHIF. Los datos mostrados corresponden
condiciones de ensayo estandar, pH 7,4 y 25°C (® ), pH7y 25°C () y pH 7,4 y 37°C (O). E! medio de
reaccién contenfa Tes/KOH 50 mM, MgCl, 2 mM, CaCl, 50 @M, KC1 100 mM, B-mercaptoetanol 2 mM, azida
sédica 5 mM, ATP 2 mM, PEP 0,42 mM, NADH 0,22 mM, 10 U/m! de PK, 28 U/ml de LDH y 20 pg de
protefna/ml. La referencia (100%) es la actividad ATPasa determinada en ausencia de HHIF. Inserto:
Representacién de Hill de los datos de inhibicién en las condiciones de ensayo estdndar.

La Figura 19 muestra que HHIF inhibe la actividad (Ca** ,Mg?*)ATPasa de vesiculas de
membrana plasmética, La dependencia de esta actividad con respecto a la concentracién de HHIF no
se modifica con el cambio de pH de 7,4 a 7 ni con el de la temperatura de 25°C a 37°C. A partit
de la representacién de Hill de estos datos se obtiene un valor de K4 aparente de 2,45 Ufml y un

coeficiente de Hill de 0,8 # 0,06.
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Figura 20. Dependencia del efecto
inhibidor de HHIF sobre la actividad
(Ca?* ,Mg?*)ATPasa con Ia
concentracién  de  proteina. Las
cancenlraciones de proteina eran 10 (
M) 20(®)y40 ( a) pg/ml

[HHTF], U/ml

Como se nuestra en la Figura 20 Ia concentracién de HHIF necesaria para producir el 50%
de inhibicién se incrementa al aumentar la concentracién de proteina, obteniéndose valores de 1,24
U/ml, 2,45 U/ml y 4,21 U/ml para 10, 20 y 40 pg/ml, respectivamente. Esto indica que una
importante fraccién del inhibidor se une a la membrana. Por este motivo, hemos estimado la
incorporacién de HHIF a la membrana sinaptosomal midiendo la intensidad de fluorescencia del
sobrenadante antes y después de la centrifugacién a 45,000 rpm durante 2 h a 4°C utilizando distintas
concentraciones de membrana y HHIF en un medio que contiene Tes/KOH 50 mM (pH 7,4), KCl
0,1 M. En la Tabla 2 se muestran los valores de fluorescencia obtenidos para HIIE,,, y HHIF,, en
sinaptosomas de cerebro de rata a una concentracion de protefna de 25 pg/ml y 50 wgfml, El valor
del coeficiente de particién aparente (Kp) para la unién de HHIF a la membrana sinaptosomal a partir
de estos datos, caleulado segiin se indica en Materiales y Métodos, es de 0,08 (pg prot de
membrana/ml)!. El mismo valor se obtiene, dentro del error experimental, cuando se estima el
coeficiente de particién a partir de las curvas de dependencia de inhibicién de la actividad
(Ca?* Mg?")ATPasa respecto a HHIF (Figura 20), siguiendo el método descrito por de Foresta y
cols., 1990. Por tanto, las concentraciones de HHIF totales utilizadas en este estudio deberfan ser
corregidas teniendo en cuenta la union del inhibidor a la membrana plasmética. La concentracion de
inhibidor libre capaz de producir el 50% de inhibicién de Ia actividad (Ca?" ,Mg?**)ATPasa es de 0,88
+ 0,16 U/ml.
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Tabla 2. Intensidad de fluorescencia (u.a.) obtenidos para HHIE 4. ¥ HHIF, (4, €n sinaptosomas de cerebro
de rata. La concentracion de HHIF unida a sinaptosomas se cstimd a partic de Ia disminucidn de la
concentracidn de inhibidor en el sobrenadante después de centrifugar, como se indica en el texto.

HHIF AL HHIF gpa., HHIF, jhp;
(U/mb F(u.a.} F(u.a.)
SINAPTOSOMAS
25 pg/ml 50 pg/ml

0,5 12,5 £ 2 3,15 £ 1,17 3,05 +£ 0,03
| 26,3 407 5,4 + 0,26
1,5 32,0 £ 1,7 10,2 + 0,27 7,3 £ 0,25
2 41,8 4- 0,3 15,0 + 1,08 7,2 4+ 1,65

La actividad (Ca** ,Mg>" ATPasa total de 0,25 mpg/ml de vesfculas de membrana plasmdtica
derivadas de sinaptosomas incubadas en ausencia o presencia de 100 U/mi de HHIF no se recupera
con respecto al valor control tras 4 h de didlisis a 4°C frente a un medio que contiene Tes 5 mM (
pH 7,4), 8-ME 2 mM, sacarosa 0,3 M, fosfatidilcolina 0,5 mM. En estas condiciones experimentales
la enzima estaba inhibida aproximadamente un 75% con respecto al control. Este hecho sugiere que
la inactivacién de la actividad (Ca*'' ,Mg?*)ATPasa por altas concentraciones de HHIF produce la
desnaturalizacién de la enzima.

También se ha estudiado si la inhibicién de la actividad (Ca** ,Mg**)ATPasa por HHIF es
dependiente del tiempo de incubacién. Para ello se han incubado las vesiculas, en presencia o ausencia
de diferentes concentraciones de inhibidor, durante un perfodo de tiempo de hasta 30 min a 25°C.
En estas condiciones no se observa ninglin efecto sobre la extensién de la inhibicién de la actividad
ATPasa. La estabilidad entre 15 s y varios minutos en la velocidad de hidrélisis de ATP ( linealidad
en la variacién de absorbancia a 340 nm con el tiempo) después de afiadir el inhibidor al medio de
ensayo de la actividad ATPasa apoya esta conclusion,

La Figura 21 muestra ¢l efecto de HHIF sobre la actividad (Ca* Mg**")ATPasa de
sinaptosomas. Mediante representacién de dobles inversos se calcula una inhibicién maxima del 46%,
que coincide con el valor obtenido experimentalmente. A partir de la representacién de Hill de los
datos mostrados en la Figura 21 se obtiene una Kq 5 aparente de 0,47 U/ml y un valor de n, proximo
a la unidad. Es importante indicar que hemos encontrado una gran variabilidad en las distintas
preparaciones de sinaptosomas utilizadas, especialmente cuando se emplean concentraciones altas de
HHIF para obtener la inhibicién méxima. Por ejemplo, para una concentracién de HHIF de 10 U/ml

en algunas preparaciones se alcanza un valor de inhibicién del 80%, mientras que en otras no llega
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a superar el valor del 50 % indicado anteriormente.

Figura 21. Efecto de HHIF sobre la 1eo
actividad  (Ca**-+Mpg?H)ATPasa de
sinaptosomas. Las condiciones
experimentales son las indicadas en la
Figura. En ¢l cje de ordenadas se
representa la actividad ATPasa referida a
{a actividad medida en ausencia de HHIF
en ¢l medio de ensayo,

sar
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5.2.2. Inhibicién de 1a actividad (Na*,K*)ATPasa por HHIF.

HHIF inhibe la actividad (Na*,K*)ATPasa de vesfculas derivadas de membrana plasmética
sinaptosomal como puede observarse en la Figura 22, El andlisis cinético de estos datos mediante
representacién de Hill permite el cdlculo de un valor de K5 aparente de 0,76 U/ml, que corresponde
a un valor de 0,3 U/ml libre cuando se corrige utilizando el coeficiente de particién, L.a inhibicién

no presenta cooperatividad n; = 0,98 + 0,05.
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Figura 22, Efecto de HHIF sobre la actividad (Na* , K*)ATPasa de vesiculas derivadas de sinaptosomas. El
medio de ensayo contenfa: Tes/KOH 50 mM (pH 7,4), NaCl 100 mM, KC1 20 mM, S-mercaptoctanol 2 mM,
MgCl, 2 mM, ATP 2 mM, cuabaina 1 mM, PEP 0,42 mM, NADH 0,22 mM, 10 U/ml de PK, 28 U/ml de
LDH, azida sédica 5 mM y 20 pg de proteina/ml a 25°C.
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La actividad (Na*,K*)ATPasa de 0,25 mg/ml de vesiculas derivadas de sinaptosomas
incubadas en ausencia o presencia de 50 U/ml de HHIF no se recupera con respecto al valor control
tras 4 h de didlisis a 4°C frente a Tes 5 mM ( pH 7,4 ), 8-ME 2 mM, sacarosa 0,3 M,
fosfatidilcolina 0,5 mM. En estas condiciones experimentales Ia enzima estd inhibida un 70 % con
respecto al control. Estos resultados sugieren que la inhibicién de la (Na*,K*)ATPasa por altas
concentraciones de HHIF puede ser debido posiblemente a la desnaturalizacion de la enzima, de forma

andloga a los resultados obtenidos con la (Ca** ,Mg**")ATPasa.

6. ESTUDIO SOBRE EL MECANISMO DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD
(Ca*" ,Mg**)ATPasa POR HHIFE.

En este apartado se analiza el efecto de FHHIF sobre los factores reguladores mds importantes
de la actividad (Ca®* ,Mg?")ATPasa. Hemos estudiado si la inhibicién de la actividad
(Ca**,Mg*)ATPasa podrfa se debida a una perturbacién de la fluidez de la bicapa lipidica de estas
membranas en las condiciones experimentales en la que la activilad ATPasa se inhibe.
Alternativamente, este efecto podria ser debido a una interaceién directa con la proteina a través de

la competicién de HHIF con sustratos y/o ligandos de la actividad (Ca? Mg*")ATPasa.

6.1. Efecto (ie HHIF sobre la fluidez de la membrana plasmdtica en sinaptosomas.

La fluidez de la membrana no sélo proporciona la flexibilidad que ésta requiere para diversos
procesos sino que puede ser critica para la funcién de muchas proteinas, bien porque la actividad
dependa de su difusién lateral o rotacional o porque su funcionamiento implique cambios de
conformacién dentro de la bicapa (Hitzemann y cols., 1984). Por tanto, es necesario estudiar si el
efecto inhibidor de HHIE sobre la actividad (Ca**,Mg?")ATPasa podria ser debido a cambios en este
parimetro de la membrana plasmética de sinaptosomas. Para elio se han utilizado medidas de la

polarizacién de fluorescencia del DPH segln se indica en Materjales y Métodos.

A partir de los datos de polarizacion de fluorescencia se puede calcular el pardmetro de orden
(S) v Ia microviscosidad corregida (,) segiin la ecuacion desarrollada por Pottel y cols (1983)(véase
Materiales y Métodos). Estos mostraron que existe una estrecha correlacion entre los valores de
anisotropia relativa (r/r,) y el parfmetro de orden para membranas en las que el valor de r/r, sea
superior a 0,2, mientras que existe una gran dispersién de puntos cuando se representa 1, frente a r,/x,
. En la mayoria de las membranas biolégicas, como ocurre en nucstras preparaciones, /1, fiene un

valor superior a 0,4, en nuestro caso este valor varfa entre 0,574 y 0,526, segin se tome un valor
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de r, de 0,362 o de 0,395. Por esta razén, ¢l pardmetro de orden obtenido a partir de los datos de
anisotropia de fluorescencia es mds fiable que el de microviscosidad corregida para estimar la fluidez

de las membranas.

Los resultados obtenidos en presencia de distintas concentraciones de inhibidor a 25°C y una
concentracién de proteina de 25 upg/ml se muestran en la Tabla 3. Puede observarse que las
concentraciones de HHIF que inhiben la (Ca** ,Mg**)ATPasa no producen cambios significativos en
el pardmetro de orden. No obstante, hay una ligera alteracién de la fluidez que va siendo progresiva
seglin aumenta la concentracién de inhibidor hasta alcanzar un valor el pardmetro de orden (S) de
0,507 para una concentracién de HHIF de 10 U/ml que corresponde a un valor de inhibicién de la
actividad ATPasa del 80% (Figura 19). Cuando se emplean unas condiciones experimentales similares
a las utilizadas para estudiar la inhibicién de la acumulacién de Ca*" dependiente de ATP (véase el
apartado 7.1 de Resultados) con una concentracién de protefna de 120 gg/ml no se observa ninglin
efecto sobre la fluidez de [a membrana hasta una concentracién de HHIF de 10 U/ml. Estos resultados
permiten concluir que la inhibicién de la actividad ATPasa no puede explicarse exclusivamente por

alteraciones en la fluidez de la membrana.

Debido a este efecto de HHITF sobre la fluidez de la membrana nos cuestionamos si este efecto
podria ser debido a una éccién detergente de FIHIF sobre la membrana sinaptosomal. Para muchas
protefnas intrinsecas de membrana la solubilizacion por detergentes provoca cambios en la actividad
por deslipidacion del lipido anular (de Foresta y cols., 1989; Sandermann, 1978, 1983) . Por tanto,
nos planteamos si al afladir HHIF al medio de ensayo este agente induce algin tipo de solubilizacion
de la membrana. La técnica de dispersién de luz es espectalmente Wtil para determinar la

solubilizacién de membranas (Tandford, 1980),

Para llevar a cabo este estudio se han realizado medidas de la dispersién de luz (Iy) a 400 nm.
En este método se hace incidir un rayo de luz monocromética sobre una solucién o suspension de
macromoléculas y se mide a 90° la intensidad de luz dispersa a esa longitud de onda. Vesiculas
derivadas de sinaptosomas, 25 pg/ml, se incuban con concentraciones crecientes de inhibidor en el
mismo intervalo de las que inhiben la actividad (Ca®*,Mg?")A'TPasa con agitacién continua y en un
medio que contiene: Tes 5 mM (pH 7,4), KCI 100 mM, f-mercaptoetanol 2 mM y sacarosa 0,3 M,

a 25°C, En estas condiciones HHIF (hasta 10 Ufml) no tiene ningtn cfecto sobre ta dispersién de luz

(Ego).

84




Tabla 3. Efecto de HHIF sobre 1a fluidez de 1a membrana de sinaptosomas. La polarizacion de la fluorescencia del DPH(difenil-hexatrieno) se ha medido a 25°C en un

medio que contiene: sacarosa 0,3 M, KC1 0,1 M, B-mercapioetanol 2 mM y Tes 5 mM (pH 7,4). La concentracién de protefna fue de 25 pg/ml.

R, S Mo

CONTROL 0,283 + 0,01 0,208 + 0,008 0,673 % 0,02 0,966 & 0,018
HHIF (U/ml)

0,25 0,274 + 0,006 0,2 = 0,005 0,653 + 0,013 0,948 + 0,012

0,5 0,263 + 0,006 0,192 % 0,004 0,63 + 0,01 0,926 + 0,011

1 0,248 + 0,011 0,180 + 0,009 0,595 + 0,027 0,895 £ 0,026

2.5 0,251 % 0,008 0,183 + 0,007 0,602 + 0,02 0,902 + 0,018

5 0,215 + 0,007 0,155 + 0,005 0,514 % 0,018 0,815 + 0,02

10 0,213 % 0,005 0,153 + 0,004 0,507 % 0,015 0,808 + 0,015

P: Polarizacién de fluorescencia.
R,: Anisotropia de fluorescencia.

S: Pardmetro de orden.
7,: Microviscosidad corregida.
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6.2. Efecto de HHIF sobre la dependencia de la actividad (Ca**,Mg*")ATPasa respecto a ATP.
Para conocer el mecanismo cinético de inhibicién de la actividad (Ca** ,Mg*")ATPasa de
sinaptosomas por MHIF se ha estudiado el efecto de éste sobre los pardmetros cinéticos de la

activacion por ATP.

Figura 23.  Activacién de la Mg?'- ' .
ATPasa basal y de la
(Ca?* +-Mg?*)ATPasa por concentraciones
crecientes de Mg?"-ATP (0-250 M), La
actividad se midi¢ utilizando el sistetna de
enzimas acopladas PK/LDH, como se
describe en Materiales y Métodos, en un
medio de reaccidén tamponado con EGTA
y una concentracién de Mg?* libre de 250
pM ( © ) y el mismo medio de cnsayo
mds Ca? libre | pM (@ ).

|
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Fl efecto de Mg2'-ATP sobre la aclividad Mg?*-ATPasa basal y (Ca** +Mg**)ATPasa en el
intervalo de concentraciones empleadas en nuestras condiciones de ensayo, 0-250 xM, se ajusta a una
representacién hiperbélica de Michaelis-Menten (Figura 23). La actividad Mg?*-ATPasa basal tiene
un Km de 21 uM para ATP y de 29 uM para la aclividad dependiente de Ca** y Mg®*. Estos valores
se han obtenido a partir de l;;\ representacién de dobles inversos o Lineweaver-Burk, La presencia de
1 #pM de Ca®" no altera la afinidad de 1a enzima para ATP pero sf incrementa la velocidad mixima
desde 0,055 pmoles Pi/min /ing de protefna hasta 0,076 pmoles Pi/min/ mg de protelna. Estos valores
estén de acuerdo con los descritos previamente por otros autores (Michaelis y cols., 1983, Garcfa-
Martin y Gutiérrez-Merino, 1990).

En el medio de ensayo la concentraci6n de Ca®* libre es de aproximadamente 1 pM, caleulado
como se indica en Materiales y Métodos, por lo que considerando que la K, para Ca**-ATP de la
Ca**-ATPasa es de 53 uM (Nagy y cols., 1986) y de 17-19,5 uM para Ca** (Michaelis y cols., 1983;
Sorensen y cols.,1981), la contribucién de la actividad Ca¥*-ATPasa en estas condiciones puede ser
despreciada.

Los datos obtenidos para HHIF sobre ambas actividades ATPasa se muestra en las Figuras
24 y 25. Para estudiar el efecto de HHIF sobre la dependencia de la actividad ATPasa con la
concentracién de ATP se han utilizado concentraciones de HHIF que producen una inhibicién entre
el 20 y 50% de la actividad (Ca**,Mg?")ATPasa total (Figura 19), Representaciones de Lineweaver-
Burk de estos datos se ajustan satisfactoriamente a una Ifnea recta, indicando que no existe

cooperatividad positiva en el proceso de activacién del ATP en este intervalo de concentraciones.
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Figura 24. Efeclo de HHIF sobre la dependencia de la actividad Mg?*-ATPasa con la concentracion de Mg®¥-
A'TP. Panel A. La actividad se midié en condiciones experimentales estandar en un medio de ensayo tamponado
con EGTA, una concentracién de Mg** libre de 250 pM y diferentes concentraciones de ITHIF: 0 ( @ ), 0,5
( M)y2,5(a)U/ml Panel B. Representaciéon de Lineweaver-Burk.
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Figura 25. Dependencia de 1a actividad (Ca®* +Mg?)ATPasa con la concentracién de Mg**ATP en presencia
de distintas concentraciones de HHIF, Panel A. Condiciones experimentales indicadas en la Figura 24 excepto

que la concentracién de Ca?* librees I pM y O (), 05(M), 1,5(4)y2,5(+)U/mlde HHIF. Panel
B. Representacién de Linewcaver-Burk.

Los pardmetros cinéticos, Km y Vm, obtenidos a partir de estos datos se presentan en la Tabla
4. Tanto para la (Ca®" +Mg*")ATPasa como para la actividad Mg**-ATPasa basal la velocidad
méxima y la afinidad por el Mg**-ATP disminuye en presencia del inhibidor. Este efecto sobre Vm

1o se revierte por altas concentraciones de ATP, por lo que Ja inhibicion producida por HHIF no es

competitiva con el sustrato,
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Tabla 4, Efccto de HHIF sobre los parimetros cinéticos de la actividad Mg**-ATPasa y (Ca’* +Mg?*)ATPasa

de la membrana plasmética sinaptosomal.

Mg?*-ATPasa

(Ca** +Mg2"YATPasa

KI'II vl'l\ Kll'l VI'I'l

(eM) (U.1) (pM) (U.L}

CONTROL 21 0,055 28 0,075
HHIF
(U/ml)

0.5 36 0,042 31,5 0,064

.5 34,5 0,056

2.5 78 0,040 60,8 0,050

Se ha estudiado también el efecto de diferentes concentraciones de ATP sobre la Kqs de

inhibicién de la actividad (Ca?* ,Mg**)ATPasa por HHIF (Figura 26). De estos resultados s¢ puede

deducir que al incrementar la concentracién de ATP en el medio de ensayo disminuye la sensibilidad

de la actividad (Ca**,Mg*)ATPasa por el inhibidor. La Kgs hacia HHIF se incrementa

aproximadamente al doble, variando desde 1,3 U/ml a 0,ImM de ATP hasta 2,45 U/ml para una

concentracion de ATP de 2 mM. Estos resultados apoyan las conclusiones obtenidas a partir de los

datos mostrados en las Figuras 24 y 25.
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Figura 26. Dependencia de la
actividad  (Ca?t ,Mga*")ATPasa de
veslculas derivadas de sinaptosomas
con la concentraciéon de HHIF, en
presencia de distintas concentraciones
de ATP: {©) 0,1l mM y { )2 mM.
En el cje de ordenadas se ha
representado  la  actividad  ATPasa
calculada en ausencia de HHIF y en
presencia de ATP 2 mM,



Resuitados

6.3. Efecto de HHIF sobre la modulacién de la actividad (Ca**,Mg>*)ATPasa por Ca?*.

La modulacién por Ca** de la actividad (Ca** + Mg?*)ATPasa de membrana plasmatica de
sinaptosomas es compleja, mostrando una fase de estimulacién a concentraciones submicromolares
y una fuerte inhibicién en el rango de concentraciones 0,1 mM - [ mM (Sorensen y Mahler, 1981;
Michaelis y cols., 1983),

Hemos estudiado el efecto de distintas concentraciones de HHIR que inhiben entre un 25 y
un 50% la actividad (Ca** ,Mg*")ATPasa total sobre la activacién de la (Ca** +Mg?*)ATPasa por
Ca®* libre submicromolar, ajustando estas concentraciones utilizando EGTA como se indica en
Materiales y Métodos. La dependencia de la actividad (Ca?* + Mg?**)ATPasa con estas concentraciones
de Ca* libre se presenta en la Figura 27. De estos datos se deduce que la actividad
(Ca** +-Mp?*)ATPasa constituye aproximadamente el 50% de la actividad ATPasa total y corresponde
a un valor de 0,08 + 0,01 umoles Pi/min/mg de protefna. A partir de la representacion de Hill de
estos datos se obtiene un valor de Ky 5 igual 2 0,1 pM y un indice de Hill de 1,42 4+ 0,18, que indica
la existencia de cooperatividad positiva en el proceso de activacién. Estos resultados estan de acuerdo

con los publicados por otros investigacdores (Sorensen y Mahler, 1981; Michaelis y cols., 1983).
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Figura 27. Estimulacién por Ca?* de la actividad Mg?*-ATPasa basal de la membrana plasmitica sinaptosomal.
La actividad ATPasa era delerminada en el medio de cnsayo estdndar, a 25°C, ChMg 2mM, ATP 2mM y
concentraciones de EGTA vatiables como se describe en Materiales y Métodos. En el eje de ordenadas se
representa la aclividad ATPasa referida a la actividad obtenida en cada serie experimentat con una [Ca?*} de
50 pM.

El efecto de HHIF sobre la dependencia de la actividad (Ca*"+Mg*)ATPasa con la

concentracién de Ca?* se muestra en la Figura 28. El cfecto de HHIF es similar sobre la actividad
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(Ca?* +Mg?")ATPasa y Mg?*-ATPasa basal. Por otro lado, no se observa ningiin cambio significative

en el valor de K, ni en el indice de cooperatividad del proceso en presencia de HHIF.
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Figura 28, Estimulacién por Ca** dela actividad Mg?*-ATPasa basal en ausencia ( ® ) y en presencia de HHIF
0,1,(0)0,5( M), (a}25U/ml. En el eje de ordenadas se representa 1a actividad ATTasa referida a la
actividad obtenida con una [Ca**], de 50 pgM en ausencia de HHIF,

Compo se ha indicado previamente, concentraciones de Ca?* del orden de 0,1 mM - 1 mM
inhiben la actividad (Ca®* +Mg**)ATPasa. Puesto que los niveles de Ca®* libre presentes en el liquido
extracelular son aproximadamente 1 mM, hemos estudiado el efecto de concentraciones
submilimolares de Ca** sobre la dependencia de la actividad (Ca®* +Mg?*)ATPasa con distintas
concentraciones de HHIF (Figura 29). Representaciones de Hill de estos datos permiten obtener los
valores de 0,213 mM y de 1,4 £ 0,03 para Kos ¥y el indice de Hill, respectivamente, en ausencia
de HHIF, En presencia del inhibidor se observa un ligero aumento del valor de Ky5 y del indice de
Hill, obteniéndose valores de Kq5 = 0,247 mM n,; = 1,6 + 0,2y Kp5 = 0,336 mM ny = 2,3 &

0,2 para unas concentraciones de inhibidor de 0,75 U/ml y 2,5 U/ml, respectivamente.
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Figura 29. Electo de HHIF sobre la
> THH °\ dependencia  de la  actividad
. i (Ca?" ,Mg**)ATPasa total de vesiculas
o - . con la concentracion de Ca®*,
L a E\ Concentraciones de HHIF en ¢l medio
.‘( N “\.\i de ensayo: O { @), 0,75 ( ® Yy 2,5
o sk A\‘ .\\i__________ﬁ { & ) U/ml. En el eje de ordenadas se
5 \Alixi ha representado la actividad ATPasa
> % referida a la actividad obtenida en
o RGk presencia de Ca®" 50 pM en ausencia
o de HHIF.

0 . : ! : :
(1.0 0. 0.1 0.t 0.8 1.0 1.2
[Ca?*], mM

Puede observarse también que la extensién de la inhibicién de la actividad
(Ca?* ,Mg?")ATPasa total por Ca** es inferior en presencia de HHIF. El valor de méxima inhibicién
en presencia de 1 mM de Ca** en el medio de ensayo y en presencia de HHIF alcanza un valor del
70 % de la actividad medida en presencia de una concentracién de Ca®™ 50 M y en ausencia de
HHIF. Este valor es s6lo aproximadamente un 20 % mayor que el obtenido en ausencia de HHIF
sugiriendo un cierto efecto sinergistico entre Ca** y HHIF en la inhibicién de la actividad
(Ca¥* +Mg?*)ATPasa de sinaptosomas. Por esta razén se ha estudiado el efecto de Ca’* 1 mM sobre

la clependencia de la actividad (Ca?* ,Mg?*)ATPasa con la concentracién de HHIF.

Figura 30. I[nhibicién de la actividad
ATPasa total por HHIF en presencia de
Ca** 50 pM (®)o |l mM (0) Encl
eje de ordenadas se ha representado la
actividad ATPasa referida a la actividad
medida en  ausencia e HIIF y en
presencia  de Ca** 50 pM. Otras
condiciones experimentales  estan
indicadas en Materiales y Métodos.

actividad ATPase (%)

[HHIF], U/ml

Como puede observarse en la Figura 30 el valor de K,; de inhibicion se desplaza hacia
valores més clevados en presencia de Ca** 1 mM, variando desde un valor 2,45 U/ml para una
concentracién de Ca?* 50 uM a 4,2 U/ml a una concentracién de Ca?* ImM sin variacién en la

cooperatividad del proceso. Podemos concluir, pues, que la sensibilidad de la  actividad
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2“ 24 . LS - . 1
(Ca™" Mg*")ATPasa a la inhibicién por HHIF disminuye en presencia de altas concentraciones de

calcio en el medio,
7. LFECTO DE HHIT SOBRE EL TRANSPORTE DE Ca’* EN SINAPTOSOMAS.

El control de los niveles de Ca* en las terminales sindpticas se lleva a cabo, principalmente,
a través de tres sistemas diferentes: canales de Ca®*, intercambio Na*/Ca?* y transporte de calcio
dependiente de ATP y Mg**(Akerman y Nicholls, 1983, Gill y cols., 1984; Carafoli, 1987, Blaustein,

1991). Por tanto, hemos estudiado el efecto de HHIF sobre cada uno de estos sistemas.

7.1. Transporte activo de Ca®",

El transporte activo de Ca®* a través de la membrana plasmitica de vesiculas derivadas de
sinaptosomas es dependiente de ATP y estd acoplado 2 la hidrdlisis de éste por la bomba de Ca®* (Gill
y cols., 1981; Carafoli, 1991b). Como ya hemos sefialado anteriormente la actividad
(Ca’ -+ Mg>*)ATPasa es inhibida por HHIF lo cual debe acompafiarse de una inhibicidén en el
transporte de Ca** dependiente de ATP. Para comprobarlo se ha estudiado la captacién de Ca** en

vesiculas y el efecto de HHIF.
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Tigura 31. Inhibicién de la captacién de Ca** dependiente de ATP por HHIF en vesiculas de membrana
p[fsmzilica a 25°C. EI medio de ensayo contenia: Tes/KOH 50 mM (pH 7,4), KCI 0,1 M, MgCl, 2 r'ni.’vI, ATP
t mM, CaCi, 50 uM (0,4 pC/mi, Ca®* libre 42 pM), S-mercapioetanol 2 mM y §,12 mg de proteina/ml. Ei
calelo acunulado se determina a los 2 primeras minutos después de afiadir ATP 1 mM y es exqresado como
porcentafe del valor control medido en ausencia de HHIF en el medio de ensayo. Cada valor ha sido ’corregldo
por ¢l calcio acumulado en ausencia de ATP con y sin inhibidor. Véase Materiales y Métodos para mas detalles

cxperimentales,
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La acumulacién de calcio se determina por filtracién rdpida, segin se ha descrito en
Materiales y Métodos, siendo en ausencia de HHIF a los 2 y 5 min de 3,6 £+ 0,6 nmoles de Ca**/mg
de proteina y 5,0 4- 0,8 nmoles de Ca’'/ mg de proteina, respectivamente. Estos resultados son
simitares a los obtenidos por otros investigadores en similares condiciones experimentales. El Ca*
acumulado es liberado cuando se aiiade el iondforo A23187 al medio externo indicando que la
acumulacion es en contra de gradiente de concentracién,

La Figura 31 muestra el efecto de diferentes concentraciones de HHIF sobre la acumulacion
de Ca?* dependiente de ATP. Cada valor representa la acumulacién de Ca™ debida a la
(Ca** +-Mg**)ATPasa y estd corregido por el transporte pasivo y la unién no especifica de Ca**
determinada en ausencia de ATP, con y sin inhibidor. La representacion de Hill de estos datos
permite catcular un valor de K5 aparente de 6,25 U/ml y un valor de coeficiente de Hill (n;) de 1,42
+ 0,07, lo cual indica que el proceso presenta una ligera cooperatividad positiva. Debido a la alta
adsorcién de este compuesto a la bicapa lipfdica es necesario corregir esta concentracion por el
coeficiente de particién aparente, determinado segin se indica en Materiales y Métodos, El valor de
HAIF libre capaz de inhibir el 50% del transporte de Calt es de aproximadamente 0,6 U/ml, En
presencia de A23187 19 uM la unién de Ca®* por mg de proteina es de 2,9 + 0,4 nmoles/mg de
proteina, Las concentraciones de HHIF que inhiben la acumulacién de Ca** no alteran
significativamente la capacidad de unién de Ca?* de las membranas sindpticas hasta 10 U/ml donde
el valor disminuye li'geramente con respecto al control siendo éste de 1,98 + 0,18 nmoles/mg

proteina.

7.2. Flujo pasivo de Ca**.

Hemos estudiado la variacién de la permeabilidad de la membrana plasmdtica de vesiculas
(dializadas frente a Tes SmM) para el calcio en presencia de diferentes concentraciones de HHIF
utilizando para ello la dependencia con €l tiempo de la dispersion de luz tras choque osmético con
CaCl, 100mM ( véase Materiales y Métodos).

Se ha considerado Ia posibilidad de que la presencia de HHIF en el medio de ensayo induzca
cambios en el estado de agregacion de los sinaptosomas que podrian enmascarar ios resultados. Para
descartarlo, se incuban 25 pg/m! de vesfculas derivadas de sinaptosomas con concentraciones
crecientes de HHIF. Este tratamiento no produce ninguna variacién apreciable en la intensidad de Juz
dispersa (Io). La Figura 32 muestra ¢l efecto de diferentes concentraciones de HHIF sobre el influjo
pasivo de Ca?" tras choque osmético. Los resultados mostrados en la Figura 32 corresponden a una

serie experimental realizada con una preparacion de sinaptosomas, obteniéndose resultados similares

en diferentes series y preparaciones.
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3 2] 12, T o HY + «
Bn el Panel A (registro directo) puede observarse como concentraciones crecientes de HHIF
(L, 2, 3, 4 Umi) aceleran e procese de disminucién de l1a intensidad de luz dispersa, debido a un

aumento de la permeabilidad a Ca?*,
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Figura 32, Efecto de HHIF sobre la dependencia con el tiempo de Ia intensidad de dispersién de tuz (I,y) de
vesfeulas de membrana plasmdtica (0, 1 mp/ml) (dializadas frente a Tes 5 mM} tras chogue osmético con CaCl,
100 mM a 25°C, Panel A. Registro directo. Panel B Representacion semilogaritmica de los datos
experimentiales,

La representacién semifogaritnica de estos datos (Panel B) permite obtener los valores de [a
constante de velocidad del proceso y el t,, para Ca®* (véase Materiales y Metodos). Se observa que
la representacion no se ajusta a una linea recta, sino que representa la suma de dos procesos
exponenciales. Estos resultados sugieren que la difusién del ion Ca?* hacia el interior de las vesfculas
tiene lugar a través de dos tipos de canales con caracteristicas cinéticas diferentes. Este
comportamiento es similar af encontrado cuando se utilizan preparaciones de reticulo sarcoplismico
de misculo esquelético de conejo (Escudero y Gutiérrez-Merino, 1987). La constante de difusién

obtenida es de 0,284 - 0,055 min” (proceso rdpido) y 0,02 + 0,0035 mir' (proceso lento).

Tabla §. Efecto de HHIF sobre el ty, aparente del influjo de Ca** at interior de vesiculas derivadas de
sinaptosomas. Las coundiciones experimentales estdn indicadas en la Figura 32,

t,; (min)
CONTROL 21,2 + 2,7
HHIE {U/ml)
{ 140 1,5
2 9,0 £ 09
3 45+ 1,1
4 2,0+ 0,1
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En la Tabla 5 se muestran los valores de t,, aparente en presencia de diferentes
concentraciones de HHIE,

Como puede verse en la Tabla 6, FHIK altera significativamente la constante de difusién para
Ca?" tanto del proceso rdpido (aproximadamente 4 veces) como del proceso lento (aproximadamente

12 veces), si bien no hay variacién significativa del valor de A (fraccién de canales de tipo 1 o en

estado conformacional [},

Tabla 6. Efecto de HHIF sobre la constante de difusion del influjo de Ca** a través de la membrana plasmética
sinaptosomal. D, y D, han sido estimados por ajuste de la dependencia con el tiempo de la intensidad de luz
dispersa a la suma de dos procesos exponenciales (véase Materiales y Métodos). D, y D, son las constantes de
dilusién del Ca?* a través de a) dos canales distintos en la membrana o b) dos estados conformacionales
diferentes del mismo canal con propiedades distintas de permeabilidad, y A es la fraccion de canales tipe 1 ©
en estado conformacional 1.

D, D, A
{(min™ (min")
CONTROL 0,28 + 0,05 0,02 + 0,003 0,28 + 0,05
HHIF{UAnl)
l 0,34 + 0,07 0,030 + 0,004 0,25 £ 0,01
2 0,47 + 0,02 0,047 + 0,005 0,31 + 0,01
3 0,67 + 0,21 0,09 + 0,02 0,33 + 0,03
4 1,17 + 0,18 0,24 + 0,01 0,31 4+ 0,02

7.3. Efecto de HHIF sobre el intercambio Na*/Ca®".

Las vesiculas derivadas de la membrana plasmitica de sinaptosomas transportan Ca* en
contra de un gradiente de concentracién utilizando la energia del gradiente de Na*™ a través de la
membrana, via el intercambiador Na*/ Ca* (Reeves, 1991). Para determinar el efecto de HHIF sobre

este proceso de transporte se ha utilizado como marcador el compuesto fluorescente clorotetraciclina

(CTC), seglin se indica en Materiales v Métodos.
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A Figura 33. Electo de dilerentes iones
T sobre [a dependencia con el tiempo de la
- ~ b intensidad de fluorescencia de CTC trés
20l dilucidn de las vesiculas de membrana
plasmitica (45 pg/ml) preincubadas a
37°C durante 30 min con Tes 5 mM (pH
7,4), NaCl1 0,1 M y CTC 50 uM en un
medio isposmético (37°C) que contiene:
Tes SmM (pH 7,4), CaCl, 50 pM y KCl
0,1 M (a)ocloruro de colina 0,1 M (b
Yo NaCl O, LM (c).
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La Figura 33 muestra el efecto de diferentes iones sobre la dependencia con el tiempo de la
intensidad de fluorescencia de CTC. Puede observarse como cuando las vesiculas precargadas con
NaCl 0,1 M, por incubacién durante 30 min a 37°C, son diluidas en un medio isoosmatico con KCl
0,1 M, imponiendo de esta forma un gradiente de Na* hacia el exterior, el Ca ** es captado por las
vesiculas, Como control, en ausencia de gradiente de Na* , es decir cuando la concentracién de sodio
a ambos lados de la membrana es la misma, no se observa una acumulacién significativa de Ca**
(Figura 33). La presencia de un gradiente de K* no es esencial para el transporte de Ca?* porque

puede ser reemplazado en el medio externo por cloruro de colina (véase la Figura 33).
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Figura 34. Efccto de HHIF sobre la dependencia de ia intensidad de fluorescencia de CTC tras dilucién de las
vesiculas derivadas de sinaptosomas (45 pg/ml) preincubadas durante 30 min, a 37°C, con Tes 5§ mM {pl 7,4},
NaCl 0,1 M y CTC 50 M en un medio isoosmético (37°C) que contienc: Tes 3 mM (pH 7.4), CaCl, 50 M,
CTC 50 uM y KCI 0,1 M. Las concentraciones de HHIF en elmedioson 0 (a), 0,5(b), 1 {c)y2(d)
U/ml. Panel A. Registro directo. Panel B. Representacién semilogarftmica de los datos experimentales.
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En las Figuras 34 y 35 (Panel A) (registro directo) se muestra el efecto de diferentes
concentraciones de HHIF sobre la intensidad de fluorescencia de CTC con el tiempo después de la
dilucién de 1as vesiculas precargadas con sodio (NaCl 0,1 M) en un medio con KCl 0,1 M (Figura
34) o cloruro de colina 0,1 M (Figura 35). Como puede observarse en ambos casos concentraciones
crecientes de HHIF hasta un valor de 2 U/ml estimulan el influjo de Ca**. La representacion de Ln
(F,, - F) frente al tiempo (Panel B) permite calcular a partir de la pendiente de las rectas ajustadas

la constante de velocidad y el t,, del proceso.
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Figura 35. Efecto de HHIF sobre 1a dependencia con el tiempo de la intensidad de fluorescencia de CTC tras
dilucién de las vesiculas en un medio isoosmético con cloruro de colina 0,1 M, en presencia de distintas
concentraciones de HHIF:; 0 (a ), 0,5 ( b) 1(cry2(d) U/ml. Panel A. Registro directo, Panel B.
Representacién semilogaritmica de los datos experimentales, Las demds condiciones experimentales estan
indicadas en la leyenda de la Figura 34.

El efecto de HHIF sobre los pardmetros més relevantes del proceso de intercambio Na*/Ca?*
se muestra en la Tabla 7. La constante de velocidad del proceso aumenta, mientras que el incremento
( F., -F,) relacionado con el calcio captado a saturacién del proceso, 0O 5€ modifica. Los resultados
mostrados en la Figuras 34 y 35 corresponden a una serie experimental realizada con una preparacion

de sinaptosomas, obteniéndose resultados similares en diferentes series y preparaciones.
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'l‘nl)!n 7. Ffecto de HHIF sobre los parimetros cinéticos del intercambio Nat/Ca’*. (A): Medio externo
contiene cloruro de colina 0,1 M. (B): Medio externo contiene KC1 0,1 M.

(A) (B)
K (Fa “Fg) K (F. - Fy)
(min™") (u.a.) " (min™"} (u.a.)

CONTROL 0,34+0,03 1041 0,6140,02 9,341,5
HHIF(U/ml)

0.5 0,48+0,09 1141,4 0,71+0,02 10,3£0,6

1 0,6410,1 1241,3 0,89+0,14 9,240,9

2 1,03+0,17 11424 1,5540,25 10,0+1,0

8. MODULACION DE LA ACTIVIDAD (Ca**+Mg*)ATPasa DEL RETICULO
SARCOPLASMICO.,

Los estudios llevados a cabo sobre la (Ca®" +Mpg**)ATPasa de membrana plasmética de
sinaptosomas ponen de manifiesto que HHIF inhibe la actividad ATPasa de estas membranas (véase
el apartado 5.2.1 de Resultados). Esta enzima pertenece a las ATPasas tipo E-E, (Rega y Garrahan,
1986) y representa menos det 0,1 % de 1a proteina total de la membrana plasmética (Hakim y cols.,
1982). La (Ca?*-+Mg?*)ATPasa de retfculo sarcopldsmico de musculo esquelético es una proteina
mayoritaria de la membrana del RS (70-90 %) (Inesi, 1972; Hasselbach, 1974) y es una de las mejor
caracterizadas a nivel bioquimico y biofisico, por lo que nos planteamos el estudio con més detalle
de la interaccién de HHIE con la membrana del reticulo sarcopldsmico (RS) como sistema modelo,
con el fin de profundizar en la base molecular de la inhibicién de la ATPasa por este compuesto.
Ademds, diferentes grupos han mostrado que la bomba de Ca** de RS es modulada por una gran
variedad de compuestos de naturaleza hidrofébica (Solkolove y cols., 1986; Gutiérfcz—Merino y cols.,
1989; Michelangeli y cols., 1990; Mart(nez-Azorin y cols., 1992).

Para poder entender el mecanismo molecular de accién del HHIF es importante esclarecer si
la perturbacién de las propiedades funcionales de estas membranas es una consecuencia de la
perturbacién de propiedades fsico-quimicas de la matriz lipidica o, por el contrario, es consecuencia
de la interaccion directa del HHIF con la proteina. Por esta razon, hemos estudiado el efecto del

HHIE sobre la fluidez de la membrana de RS y se han realizado estudios cinéticos tendentes a
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cuestionar la posible influencia del ATP y del Ca** en la inhibicién por HHIE,

8.1. Efccto de HHIF sobre la actividad (Ca’" +Mg*")ATPasa en membranas del reticulo
sarcopldsmico.

En el RS nativo la hidrélisis del ATP estd acoplado al transporte de Ca?" y se establece un
fuerte gradiente de Ca** en las condiciones de ensayo, 0,1 mM de Ca** en el medio externo, [-5 mM
de Ca®* en el lumen vesicular ( de Meis y Vianna, 1979). En estas condiciones experimentales, la
actividad (Ca®" -+ Mg>*)ATPasa del ret{culo sarcopldsmico estd fuertemente inhibida, aproximadamente
un 80 % (Gould y cols., 1986) debido a los elevados niveles de C: 2* en el interior de las vesiculas,

** como la calecimicina

Cuando se afaden al medio detergentes o iondforos selectivos para Ca
(A23187) at 4 % (p/p), que disipan el gradiente de calcio, se produce una estimulacién de la
actividad ATPasa (Madden y cols., 1981; Quinn y cols,, 1981). Por consiguiente, se ha estudiado

la dependencia de la actividad ATPasa con HHIF en membranas con o sin gradiente de Ca**.
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Figura 36. Efecto de HHIF sobre la (Ca®* +Mg*"}ATPasa de vesiculas de RS desacopladas con A23187 (0,04
mg/mg proteina) en [uncién del tiempo de preincubacién. La preincubacién se realizé a 25°C en un medio que
contenfa Tes/Tris 100 mM (pH 7,4), RS 80 pp/ml y HHIF 25 U/ml, La actividad se midié a 25°C utilizando
el sistema de enzimas acopladas que se indica en Materiales y Métodos. El medio de reaccidn contenia:
Tes/KOH 0,1 M (pH 7,4), KCI 0,1 M, CaCl, 0,1 M, MgCl, 0,1 M, ATP 2,5 mM, PEP 0,42 mM, NADH
0,25 mM, PK 7,5 U.l., LDH 18 U.1,, A23187 4% (p/p) y 4 pg de RS/ml.
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Hemos estudiado la influencia del tiempo de preincubacion sobre Ia inhibicién de la actividad
ATPasa. Para ello se preincuba RS 80 pg/ml en ausencia o presencia de inhibidor 25 U/ml a 25°C
en un medio que contiene Tes/Tris 100 mM pH 7.4, A distintos tiempos se toman 30 gl y se afiaden
al medio de ensayo de la actividad ATPasa (Iml). Las concentraciones finales de ATPasa y HHIF en
el medio son de 4 pg/ml y 1,25 U/ml, respectivamente. Paralelamente se lleva a cabo un control en

ausencia de inhibidor comprobando que la actividad ATPasa permanece constante durante este tiempo.

La Figura 36 muestra que la actividad ATPasa decae en funcion del tiempo siguiendo una
cinética de primer orden, La constante del proceso de inactivacion obtenida a partir de estos datos es

0,26 < 0,01 min™.

La Figura 37 (Panel A) muestra la dependencia de la actividad (Ca** +-Mg**)ATPasa del RS
nativo con la concentracion de HHIF, previa preincubacion durante 5 min a 25°C en Tes/Tris 100
mM (pH1 7,4), la concentracion final del RS en el medio de ensayo es de 4 pg/ml. Puede observarse
que el efecto de HHIF presenta caracteristicas complejas, mostrando dos fases claramente
diferenciadas dependiendo de la concentracién de HHIF en el medio de ensayo: una primera fase de
activacién de la (Ca®" +Mg**)ATPasa con un valor de K, 5 aparente de 0,52 U/ml y un coeficiente
de Hill de 1,8 4- 0,2 y una segunda fase de inhibicién altamente cooperativa (n, = 13 & 2), con un
valor de K, 5 aparente de 1,2 U/ml. Se ha tomado como 100% el valor mdximo de actividad ATPasa
calculado en presencia de A23187, que coincide con el valor de actividad mdxima obtenida por el

efecto “ionoférico” del inhibidor y que corresponde a un valor de 4 & 0,5 U.L

En la Figura 37 (Panel A) se presenta ademés la dependencia de la actividad ATPasa en
presencia de A23187 con la concentracién de HHIF. No existe diferencia en la inhibicién de la
actividad ATPasa, obteniéndose ¢l mismo valor de K, s aparente dentro del error experimental.

El panel B de la Figura 37 se muestra la relacién entre la actividad ATPasa en ausencia o
presencia de A23187 al 4 % (p/p) en el medio de ensayo (RS acoplado/RS desacoplado), a diferentes
concentraciones de HHIF, Puede observarse como esta relacién aumenta hasta alcanzar el mismo
valor de actividad que el obtenido en presencia de A23187 (4 + 0,5 UI). Estos resultados sugieren

que HHIF a bajas concentraciones estimula la actividad ATPasa disipando el gradiente de Ca**.
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Figura 37, Panel A, Dependencia de la actividad (Ca?* +Mg?") con la concentracién de HHIF en el medio de
ensayo: vesiculas de RS acopladas ( a ) y vesiculas desacopladas con A23187 (0,04 mg/mg protefna) ( © ). La
preincubacién se realiza en presencia o ausencia de HHIF durante 5 min a 25°C en un medio que contiene
Tes/Tris 100 mM (pH 7,4), RS 80 pg/ml. La actividad se midié a 25°C utilizando el sistema de enzimas
acopladas que se indica en Materiales y Mélodos, La referencia (100%) es la actividad ATPasa en ausencia de
HHIF y corresponde al valor méximo calculado en presencia de A23187 (4 4 0,5 U.L.), Panel B. Relacién
entre la actividad ATPasa del RS acoplado y RS desacoplado a diferentes concentraciones de HHIF.
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Cuando se estudia el efecto de HHIF sobre la actividad ATPasa a diferentes concentraciones
del RS (Figura 38) se observa que a mayor concentracién de RS es necesaria una mayor concentracion
de HHIR para alcanzar Ia misma inhibicién, Un incremento de la concentracién de RS de 4 a 8 pgfml
incrementa la K de inhibicién aparente de 1,2 U/ml a 2 U/ml sin variacion significativa de la
cooperatividad (n; = 11 + 1). La Ky de activacién se incrementa de 0,52 U/ml a 0,9 U/ml.

Para comprobar si la inhibicién de la ATPasa por HHIF es reversible se ha incubado RS 80
ug/ml en presencia de 25 U/l de HHIF durante 15 min a 25°C, En estas condiciones experimentales
la actividad (Na*,K*)ATPasa estd inhibida un 80 % con respecto al control. La actividad no se
recupera con respecto al valor control tras 17 horas de didlisis a 4°C frente a un medio que contiene
Tes/KOH 50 mM (pH 7,4), KCl 100 mM, sacarosa 250 mM, fosfatidilcolina 50 mM. Este hecho

sugiere que la inactivacién por HHIF produce la desnaturalizacion de la ATPasa.
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8.2. Efecto de HHIF sobre la fluidez de la membrana del reticulo sarcoplasmico.

Puesto que uno de los posibles mecanismos de aceién de HHIF, tal y como se ha mencionado
anteriormente en los estudios realizados utilizando sinaptosomas, seria allerar la fluidez de !a bicapa
tipidica, se ha estudiado el efecto del inhibidor sobre este pardmetre en membranas de RS utilizando

medidas de polarizacién de fluorescencia del DPH (véase Materiales y Métodos).

Los resultados obtenidos para una concentracién de RS de 25 pg/ml a 25°C y distintas
concentraciones de HHIF se presentan en la Tabla 8. Estos datos muestran que tanto las
concentraciones de HHIF que inhiben la actividad (Ca*" +Mg**)ATPasa como las que disipan el
gradiente de Ca** (“ionof6ricas™), no producen cambios significativos del parametro de orden ni de

la microviscosidad de ia membrana del RS que justifiquen esos efectos.

Debido al efecto de la concentracion del RS y del tiempo de incubacion sobre 1a 1a inhibicién
de la actividad ATPasa debida a HHIF, se han realizado medidas de polarizacion de fluorescencia a
una concentracion de RS de 100 pg/ml y diferentes tiempos de incubacién, no observindose ningtin

efecto hasta una concentracion de 10 U/ml,

Por otro lado, se ha estudiado el posible efecto detergente de FIHIF sobre las membranas de
RS midiendo la intensidad de luz dispersa (Io) a 400 nm de vesiculas de RS (20-25 pg/ml} en
presencia de diferentes concentraciones de inhibidor hasta 10 U/ml a 25°C, con agitacién continua
y en un medio que contiene Tes/KOH 50 mM (pH 7,4), KCI 100 mM y sacarosa 250 mM. No se
ha encontrado efecto significativo de HHIF sobre la dispersion de Juz (menos del 10% de cambio
en este pardmetro), por lo que podemos excluir que ésta sea ta causa de la inhibicidn de la actividad
(Ca?* -+ Mg*")ATPasa y del efecto “ionoférico”.

Paralelamente se ha realizado un control en las mismas condiciones experimentales pero en
ausencia de RS de diferentes concentraciones de HHIF hasta 10 U/ml, no observindose ningtin efecto

sobre la dispersién de luz que pudiera enmascarar el resultado anterior,
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Tabla 8. Efecto del HHIF sobre la fluidez de membrana del retfculo sarcopldsmico. La polarizacién de fluorescencia del DPH (difenil-hexarrieno) ha sido medida 2 25°C
en un medio que contenia Tes/KOH 50 mM (pH 7,4}, sacarosa 250 mM y KCl 0,1 M. La concentracion de proteina fue 25 ug/ml.

P R, S s
CONTROL 0,191 = 0,005 0,136 = 0,004 0,451 &+ 0,012 0,746 £ 0.014
HHIF (U/ml)
2 0,187 £ 0,005 0,133 = 0,003 0,440 + 0,012 0,734 £ 0,014
4 0,184 + 0,006 0,130 = 0,005 0,431 = 0,017 0,723 + 0,02
8 0,182 + 0,006 0,129 + 0,004 0.426 + 0,015 0,717 £ 0,018
10 0,184 + 0,005 0,130 + 0,004 0,431 £ 0,013 0,723 + 0,015

P: Polarizacién de fluorescencia.
R,: Anisotropia de fluorescencia.

S: Pardmetro de orden.
74: Microviscosidad corregida.
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§.3. Efecto de HHIF sobre la acumulacién de Ca®* en estado estacionario y sobre la velocidad

inicial de acumulacidn de Ca** por el reticulo sarcoplismico.

8.3.1. Acumulacién activa de Ca*" en estado estacionario,

La actividad de la ATPasa dependiente de Ca’* del reticulo sarcopldsmico est4 acoplada al
transporte de calcio, con una estequiometrfa de dos iones transportados por molécula de ATP
hidrolizada (Bbashi y Lipman, 1962; Hasselbach, 1964).

Se ha utilizado para hacer estas medidas el indicador metalocrémico arsenazo I, Come se
indica en Materiales y Métodos, tras calibrar la sefial con adiciones de Ca*", se induce su
acumulacion activa por adicién de ATP. Una vez estabilizada se afiade A23187 para cuantificar el
caleio acumulado. 1l proceso de acumulacién alcanza el equilibrio aproximadamente en el primer
minuto y es preciso afadir el iondforo immediatamente después de la estabilizacién de la sefial para
evitar la liberacion espontdnea del Ca*t acumulado (Gould y cols.,1987). Se ha descrito que esta
liberacion tiene una fase inicial lenta en presencia de ATP, y una segunda fase rdpida cuando la
concentracién de ATP disminuye hasta niveles cercanos al valor de K para ATP (McWhirter y
cols., 1987), L nivel de acumulacién del Ca*" obtenido en nuestras condiciones experimentales en
ausencia de inhibidor es de 90,5 4 6,6 nmoles Ca**/mg de protefna, valor que estd dentro del
intervalo publicado por otros autores (Meissner, 1975; Gould y cols., 1987, McWhirter y cols.,
1987).

Figura 39, Electo de HHIF sobre los
niveles de Ca?* acumulade por RS en 100
eslado estacionario a 25°C. El medio —
contenin Tes/KOH 50 mM (pH 7.4), 8§ -
sacarosa (0,25 M, arsenazo III 30 pM,  © T
KCl 100 mM, MgCl, 5 mM, ATP 2,5 &
mM, CaCl, 40 pM y 02 mg de o SO -
proteina/ml, Los niveles de Ca?* :“
acumulado sc determinan tras la adicion o os
de A23187 al 4% (p/p) como se indicaen v
Materiales y Métodos.
0 T3 s 7 10

[HHIFY., Y/ ml

En la Figura 39 se muestra el efecto de HHIF sobre los niveles del Ca** acumulado en estado
estacionario tras incubacion de 2 mg/ml de vesiculas de RS y diferentes concentraciones de inhibidox

a pH 7,4 durante 15 min a 25°C . Puede observarse que los niveles de Ca®* acumulado por el RS

105



Resultados

disminuyen en presencia de concentraciones crecientes de HHIF hasta un valor de 10 U/mi al cual

[a acumulacién estd completamente inhibida con respecto al control (véase la Figura 39).

8.3.2. Velocidad inicial del transporte de Ca®".

Figuwra 40, Efecto de HHIE sobre la
velocidad inicial del tramsporte de

" Ca?* por vesiculas de RS. El medio
o contenia Tes/KOH 0,1 M {pI1 7.4},
w KCI 0,1 M, MgCl, 5 mM, CaCl, 0,1
3 mM, arsenaze Il 5 pM, oxalato 5
3 mM y 25 pg de RS/l La reaccion se
© inicia con ATP 2,5 mM (25°C). Las
o temds  condiciones  experimentales
o eslin indicadas en el apartado de
Materiales y Métodos.

Debido a la rapidez del proceso, las medidas de transporte de calcio se realizan en presencia
de un ani6n precipitante, oxalato, que se une al calcio interno formando una sal insoluble. En ausencia
de oxalato el transporte cesa cuando la concentracién de calcio en el interior de las vesiculas es de
1 mM (Berman, 1982) concentracion a la cual los sitios de unién de Ca** de baja afinidad en la
ATPasa estdn saturados. En presencia de oxalato, la concentracion de calcio interno no excede de 10-
20 uM (Hasselbach y Makinose, 1963), pudiendo prolongarse la acumulacién del Ca** durante 10-15
min. Sin embargo, debido probablemente a una limitacién del lumen vesicular para acumular
cantidades altas de oxalato cdlcico el transporte de Ca®* cesa a los 5-10 min. La concentracién de
arsenazo 111 utilizada es 5 pM , para evitar el posible efecto inhibidor del transporte del calcio a
concentraciones mds altas (Riollet y Champeil, 1987}, La velocidad inicial del transporte del Ca®* en
nuestras condiciones experimentales en ausencia de inhibidor es de 1038 4 100 nmoles Ca*" /min/
mg de protefna. Para estudiar el efecto de HHIE scbre la velocidad del transporte del calcio se
preincuban 0,25 mg/ml de RS y diferentes concentraciones de HHIF a pH 7,4 y 25°C durante 15
min. La Figura 40 muestra que la velocidad inicial del transporte de calcio disminuye con
concentraciones crecientes de HHIF en el medio de ensayo, obteniéndose un valor de Kg 5 aparente
de 1,75 U/ml. En las mismas condiciones experimentales, una concentracion de HHIF de 2 U/ml (que

reduce aproximadamente un 80 % la velocidad de transporte) no inhibe la actividad ATPasa y 5
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U/ml, que bloquea totalmente el transporte de Ca?", solamente producen el 50 % de inhibicién de
la actividad ATPasa. Estos resultados sugicren que el efecto observado a concentraciones bajas de
HHIF es probablemente debido a su accién como “iondforo™ y no a la inhibicién del transporie activo
de Ca**.

8.4. Lfccto del Mg?*- ADP sobre la inhibicién de la actividad ATPasa por HHIF

Para profundizar en el mecanismo de inhibicion de la actividad ATPasa por HHIF se ha
estudiado el efecto del Mg?*-ADP en el medio de preincubacién. Para ello el RS 80 ug/ml se
preincuba a 25°C en un medio que contiene Tes/Tris 100 mM (pH 7,4), Mg**-ADP 2,5 mM en
ausencia o presencia de HHIEF, Se toman volumenes de 50 pi a distintos tiempos y se afiaden al medio
de ensayo de actividad ATPasa (Iml). Las concentraciones finales en el medio de ensayo de RS y

HHIE son de 4 pg/mt y 1,25 U/ml, respectivamente.
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Figura 41, Efecto del Mg?"-ADP sobre la inhibicién de la actividad ATPasa por HHIF. La preincubacién se
realizé 2 25°C en un medio que contenfa Tes/Tris 100 mM (pH 7,4), 80 ug de RS/ml ( @ ), y Mg**-ADP 2,5
mM ( 4 ) o Mg?"-ADP 2,5 mM y BEGTA | mM (4}, Las concentraciones finales de RS y HHIF en el medio
de ensayo son 4 pg/miy 1,25 U/mi, respectivamente.

La figura 41 muestra que la presencia de Mg?*-ADP en el medio de preincubacién protege
contra la inhibicién por HHIE, si bien esta proteccién es solo parcial cuando la inhibicion es
pricticamente del 100 %. Para evitar el posible efecto del calcio contaminante (10 pM) presente en
el medio de ensayo, se afiade al medio de preincubacién EGTA | mM. Los valores de la actividad
ATPasa control no varfan en funcién del tiempo. Se obtienen resultados similares de proteccién por

Mg?*-ADP cuando en el medio de preincubacion se afiade EGTA LmM.
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8.5. Efecto del Ca*t sobre Ia inhibicién de la actividad (Ca** +Mg**)ATPasa por HHIK.

Bl ion Ca** protege contra la inactivacion icreversible por desnaturalizacion a la
(Ca?* ,Mg*")ATPasa purificada (Meller y cols., 1989; Andersen, 1980). Por tanto, hemos estudiado
el efecto del ién calcio sobre la inhibicién por HHIF de la actividad ATPasa en funcién del tiempo.
Se preincuban lag membranas de RS a 25°C en un medio que contiene Tes/Tris 100 mM (pH 7.4),
y Ca®* 0,2 mM o EGTA 1 mM con el fin de eliminar el calcio contaminante { aprox. 10 gM), La
concentracién de Ca* libre es < 6,4 nM, calculado segiin se indica en Materiales y Métodos. Se
toman volumenes de 50 ul a distintos tiempos y se afladen al medio de ensayo de actividad ATPasa
(1ml). Las concentraciones finales de RS y HHIF son de 4 pg/ml y 1,25 U/ml, respectivamente. La
figura 42 muestra el efecto del calcio sobre la inhibicién por HHIF de la actividad
(Ca’" +Mg?*)ATPasa . Puede observarse a partir de estos datos que la presencia de calcio en ¢l medio
protege fuertemente de la inhibicién por HHIE mientras que la eliminacién del calcio del medio por
EGTA aumenta la velocidad de inactivacién de Ja ATPasa, obteniéndose una constante de inactivacion

de 1,43 4+ 0,1 min’.

o DT e e D

= B = N Figura 42, Efecto del Ca** sobre la
i ;5\ o inhibicién de la actividad
o (Cat*+ Mgt )ATPasa por HHIF. La
b preincubacién se realizé a 25°C en un medio
§ 50 que contenia Tes/Tris 100 mM (pH 7,4), 80
=z R pg de RS/ml (® ), ¥ Cat02mM(d)o
T ekl EGTA 1 mM ( M ). Las concentraciones
z — finales de RS y HHIF en ¢l medio de ensayo

. " = ! 0 son 4 ug/mliy 1,25 U/ml, respectivamente.
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8.6. Efccto de HHIF sobre la inactivacién de la (Ca™* +Mg**)ATPasa por isotiocianato
de fluoresceina.

Los resultados obtenidos en los estudios cinéticos expuestos anteriormente sugieren la
posibilidad de que HHIF interaccione con el centro de unién det ATP o bien, con un dominio
estructural muy préximo a éste. Hemos cuestionado esta posible interaccién estudiando la cinética de
inactivacion de la (Ca?* +Mg?*)ATPasa, en ausencia y presencia de inhibidor, por isotiocianato de
fluoresceina (FITC), que se une de forma irreversible en el centro de unién del ATP a la Lys-313
(Pick y Bassilian, 1981; Anderseny col., 1982). Para ello se preincuban a 25°C FITC 48 uM y RS
0,16 mg/ml ( relacién mol:mol 35:1 ) en un medio que contiene Tes/KOH 50 mM ( pH 7,4 ), KCl
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0,1 M y sacarosa 250 mM. A distintos tiempos se toman volumenes de 50 ul de la mezcla de
incubacion y se afiade al medio de ensayo de actividad ATPasa (1 ml), Las concentraciones finales,
en el medio de ensayo, de RS y FITC son 8 pg/ml y 2,4 #M, respectivamente. En estas condiciones
experimentales se obtiene un ty, de inactivacién por FITC de 3 - 4 min. Paralelamente se preincuban
RS 0,16 mg/mt y HHIF 35 U/ml. Se toman voltimenes de 50 pl a distintos tiempos y se afiade a la
mezcla de reaccion de actividad ATPasa. Las concentraciones finaies son 8 pg/ml y 1,75 U/ml para
RS y HHIF, respectivamente. El t;, de inactivacion obtenido en presencia de HHIE es de 18 min.
Estos t,,, resultan éptimos para determinar si existe o no un efecto de proteccién de HIIIF sobre la
inactivacion por FITC. Finalmente se preincuban a 25°C RS 0,16 mg/ml y HHIF 35 U/ml durante
10 min para favorecer la unién de HHIF a la proteina y se afiade a continuacién FITC 48 pM. A
distintos tiempos se toman 50 pl y se mide la actividad ATPasa cn las condiciones descritas
previamente. El t,, de inactivacién obtenido es de 3 - 3,4 min. Por consiguiente, la velocidad de
inactivacién de la actividad (Cat* +Mg?")ATPasa por FITC no se ve afectada por la presencia de
HHIE en ¢ medio de preincubacién. Estos resultados indican que en estas condiciones experimentales

HHIF no compite con FITC por el centro catalitico de la ATPasa.

8.7. Extincién de la fluorescencia intrfnscea del reticulo sarcopldsmico por HHIF.

Cerca del 95 % de los Trp y Tyr totales de las membranas de RS pertenecen a la
(Ca** +Mg*")ATPasa (Meller y cols., 1982), Por tanto, se puede estudiar la posible interaccién de
HHIF con la ATPasa midiendo su efecto sobre la fluorescencia intrfnseca del reticule sarcopldsmico.
Para ello hemos incubado diferentes concentraciones de HHIF hasta 12 U/ml y RS 20 pg/ml en un
medio que contiene Tes 50 mM ( pH 7,4 ), KC! 100 mM y sacarosa 250 mM a 25°C, Debido al
solapamiento entre el espectro de emisién de HHIF y el de las membranas del RS desplazamos la A
de excitacién a 290 nm y fijamos la A de emisién a 360 nm, con el fin de que la contribucion de

HHIF sea minima.

La Figura 43 muestra que HHIF produce extincién de la fluorescencia intrinseca de estas
membranas. Los datos presentados en la Figura 43 han sido corregidos por el efecto de filtro interno,
debido a una absorbancia de la suspension de RS de 0,2. Las correciones por atenuacién o filtro

interno se han realizado utilizando la aproximacién empirica descrita por Birdsall y cols. (1983):

F = P xC

axp corr

donde F,,, y B, sonla fluorescencia experimental y corregida, respectivamente y C es el factor de
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correccidén que viene definido por la expresion:

31073 A = Absorbancia experimental,

2,303 A

1004p
Figura 43, Extincion de la fluorescencia
intrinseca del reticulo sarcoplasmico (. &
290 nm) por HHIF. El medio de ~ S
incubacién contenia Tes 50 mM (pH 7,4), = 9U[ 5 3
KCIl 100 mM, sacarosa 250 mM y 20 g © o) O ] o
de RS/ml. Otras condiciones Q o o
cxperimentales estan  indicadas cn el gol o]
fexto, Q
20 : . : - ' —
0 Z 4 b 8 10 12

FHHIEY, Usm)

La extincién de la fluorescencia podrfa ser debido a un proceso colisional, tipico de aminas
y Oxidos (Lakowicz, 1983) o a un proceso de transferencia de energia debido al solapamiento entre
el espectro de emisién de la fluorescencia intrinseca de las membranas de RS y el de absorcion de
HHIF.

9, MODULACION POR HHIF DE LA ACTIVIDAD (Ca®* +Mg**)ATPasa PURIFICADA DE
RETICULO SARCOPLASMICO.

9.1. Inhibicién por HHIF de la actividad (Ca** +Mg*")ATPasa purificada de RS.

El efecto inhibidor de HHIF sobre la (Ca** +-Mg**)ATPasa purificada es funcién del tiempo,
como se muestra en la Figura 44, Hemos medido la actividad (Ca?* +Mg?*)ATPasa en presencia o
ausencia de inhibidor tras diferentes tiempos de incubacidna 25°C en un medio que contiene Tes/Tris
100 Mm pH 7,4, La concentracién final de ATPasa y HHIF en el medio de ensayo es 4 pug/ml y 1,5
U/ml, respectivamente. Como se puede observar en la Figura 44 la actividad de la ATPasa purificada

decae en funcién del tiempo con una constante de inactivacién del proceso de 0,034 + 0,004 min.
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Figura 44. Efccto de HHI sobre la (Ca?* -+Mp?*)ATPasn purificada de retfculo sarcopldsmico en funcién del
tiempo de preincubacion, La preincubacion se reatiz6, a 25°C, en un medio que contenfa Tes/Tris 100 Mm (pH
7,4), RS 8O pg/ml y HHIIF 30 U/ml. La actividad se midio a 25°C utilizando el sistema de enzimas acopladas
que se indica en Materinles y Métodos. Las demds condiciones experimentales estdn indicadas en Ia Figura 36,
Inserto: Representacién semilogaritmica de los datos de inhibicidn.

Ademds de la dependencia con el tiempo, el efecto inhibidor de HHIF sobre la
(Ca?* 4-Mg?*)ATPasa es funcién de la concentracién de HHIE en el medio de preincubacion (Figura
45). A partir de la representacién de Hill de los datos mostrados en la Figura 45 se obtiene un valor
de ks aparente de 1,6 U/ml y un coeficiente de Hill aparente de 8 + 1, lo cual indica que el proceso
de inhibicién es altamente cooperativo, Los resultados obtenidos son similares a los observados con

la actividad (Ca*" +Mg*")ATPasa de RS nativo.

Adicionalmente, ta inhibicién de la actividad ATPasa es dependiente de la concentracion de
proteina, siendo necesario concentraciones més altas de HHIF para alcanzar la misma inhibicién
cuando la concentracién de protefna aurenta, sin variacién en la cooperatividad del proceso (Figura
46). Los valores de K, s obtenidos son | U/ml, 1,6 U/ml y 2,3 U/l para una concentracién de

proteina final en ¢l medio de ensayo de actividad ATPasa de 2, 4y 6 ug/ml, respectivamente.
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Figurn 45. Dcependencia de  la
actividad ATPasa purificada de RS
con la concentracién de HHIE. El
tiempo de incubacién fue 5 min. La
conceniracion de enzima en el medio
de reaccion fue de 4 pg/ml, La
referencia  (100%) es la actividad
ATPasa eon pusencin de HHIF y
corresponde a un valor de 7 + | UL
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estdn indicadas en la leyenda de la
Figura 44,

A NI ——

18] ) -

n

n Mo

L1

| .

-1

f\: Sl

o

.: aeg -

%)

S
M : =k L W—
i 1 a2 3j 4

[HHIF],

Figura 46, Dependencia del efecto inhibidor de HHIF sobre la actividad ATPasa purificada con la concentracion
de protefna. Las concentraciones de protefna en el medio de ensayo son Z2(a), 4 ®)yo6(M)pg/ml

9, 2. Lfecto del Ca** y del Mg** - ADT sobre Ia inhibicién de la actividad ATPasa purificada por
HIIE.

La enzima puede encontrarse en dos estados conformacionales mayoritarios Ca,.E, y E;. La

forma B, de la enzima tiene los centros de alia afinidad para Ca** orientados hacia el citoplasma. Tras

la unién del calcio, la forma Ca,[, se fosforila por ATP forméndose CaE, ~P (Makinose, 1973).

Para evaluar,el efecto del calcio y del Mg2*-ADP sobre la inhibicién por HIIF hemos estudiado la
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inhibicion de la actividad ATPasa en funcidn del tiempo en presencia o ausencia del Ca** y Mg?"-
ADP. Para ¢llo se preincuba la enzima a 25°C en un medio que contiene Tes/Tris 100 Mm (pH 7,4),
Ca*' 0,2 mM o EGTA 1 mM, en ausencia o presencia de HHIF. La Figura 47 (Panel A) muestra gue
una concentracion de caleio 0,2 mM protege fuertemente contra la inhibicion por HHIF, mientras que
la eliminacién del calcio contaminante del medio ai afadir EGTA ([Ca®*], < 6,4 nM) acelera
considerablemente la inactivacion de la (Ca** +Mg?*)ATPasa producida por HHIF, obteniéndose una

constante de inactivacion del proceso de 0,52 4 0,04 min''.
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Figura 47, Blecto det Ca sobre la inhibicién de la actividad (Ca?*-+Mg?*)ATPasa purificada por HHIF, Panel
A. La preincubacién se realizé en un medio que contenfa Tes/Tris 100 mM (pH 7,4), 80 pg de RS/mI T#7),
y Ca? 0,2 mM ( (0 ) o EGTA | mM ( W ). Panci B. Dependencia de la actividad ATPasa con la

TR

concentracién de Ca?* libre en el medio de preincubacién, ajustando estas concentraciones utilizando EGTA,
La referencin (100%) es 1a actividad ATPasa en ausencia de HHIF y corresponde a un valorde 8 &+ 1 UL Las
concentraciones finales de RS y HHIE en ¢l medio de ensayo son 4 pg/mly 1,5 U/mi, respectivamente,

En condiciones experimentales similares, hemos estudindo el efecto de diferentes
concentraciones de Ca*' libre en el medio de prciﬁcubacién, ajustando estas concentraciones
utilizando EGTA como s indica en Materiales y Métodos, sobre ta inhibicién de la actividad ATPasa
por HHIF a 25°C y 5 min de incubaci6n (Figura 47 (Panel B)). A partir de estos datos se obtiene un
valor de Ko aparente de proteccién por caleio de 4-5 uM.

Cuando se lleva a cabo el mismo experimento pero sustituyendo en el medio de preincubacion
el Ca** por Mg?*-ADP 2,5 mM se observan resultados similares. Como puede verse en la Figura 48,

Mg?* ADP protege a la (Ca?" +Mg*")ATPasa de la inhibicion por HHIF.
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VFipura 48, Electo del Mg! ' -ADP sobre ln <
inhibicion de la actividad ATPasa por o
HHIF en ausencia ( ® ) o presencia de 7
Mgt -ADP 2,5 mM ( B ) o Mg -ADP
2,5 mM/EGTA M 11 ) Las o
concentraciones finaies de RS y HHIF en o
el medio de ensayo son 4 pp/mly 1,5 -
U/ml, respeetivamente. Las condiciones JEL
experimentales son las indicadas en la
leyvenda de [a Fipura 47,

f l ' !
[ in 20 gl

Prompo {(min)

Nos planteamos la posibilidad de que el calcio contaminante presente en el medio (10 uM)
fuese el responsable de este efecto protector para lo cual afladimos al medio de preincubacién Mg?*-
ADP 2.5 mM y EGTA | mM. Como muestra la Figura 48 el efecto obtenido es el mismo que en
ausencia de LGTA. Los resultados son similares a los obtenidos con la actividad ATPasa de

membranas nativas de retfeulo sarcopldsmico,

10. EFECTO DE HHIF SOBRE LA ACTIVIDAD (Ca'* +Mg?")ATPasa RECONSTITUIDA EN
VESICULAS DE FOSFATIDILCOLINA.

La dependencia de la inhibicién producida por HHIF con la concentracién de proteina, asf
como la posible naturaleza lipofilica del inhibidor y los estudios realizados previamente en membrana
plasmdtica de sinaptosomas donde se muestra la alta adsorci6n de este compuesto a la bicapa lipidica,
sugieren que la inhibicién de la actividad (Ca®* -+ Mg**)ATPasa pueda ser por interaccion con el lipido
anular ¢l cual estd implicado en la cstabilidad de la enzima,

Considerando cstos hechos  decidimos  cstudiar el efecto  de HHIF sobre Ila
(Ca** Mg )ATPasa reconstituida en vesiculas de fosfatidileolina (300: 1, lipido:proteina), segln el
protocolo descrito en Materiales y Métodos.

1.a relacion lipido/protefna en Ja membrana def RS es 90/1. De estas 90 moléculas de Ifpido,
aproximadamente 30 interaccionan con la ATPasa dependiente de Cal* (Warren y cols., 1974). En

la (Ca** +Mg*")ATPasa purificada esta relacién es aproximadamente 60/1 (MacLennan, 1970).
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Figura 49. Dependencia dec  Ia
actividad (Ca?*+Mg?")ATPasa con la
concentracién de HHIF:
(Ca’* +Mg2")ATPasa purificada de
reticulo  sarcoplasmico ( ® } y
reconstituida en vesiculas de
fosfatidilcolina ( © ). Las condiciones
experimentales  estdn  indicadas en
Materiales y Métodos. La
concentracion final de proteina en el
medio de cnsayo es 2 pgfml.

La Figura 49 muestra que HHIR inhibe la actividad de la ATPasa reconstituida pero son

necesarias concentraciones mds altas para producir la inhibicion, El valor de Ky 5 aparente obtenido

a partir de estos datos es 2,75 U/ml, mientras que el valor de K, de inhibicion de la ATPasa

purificada es de 1 U/ml, para una concentracién de proteina, en ambos casos, de 2 pg/ml.

Estos resultados sugieren que cuando la concentracién de lipido es muy alta parte del

inhibidor se adsorbe a la bicapa lipidica, lo cual produce el desplazamienio de la Ko 5 aparente de

inhibicién hacia valores mds elevados.
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Figura 50, Efecto de HHIF sobre la
(Ca** +Mg?*)ATPasa reconstituida en
funcién del tiempo de preincubacién.
Las condiciones experimentales son 1as
descritas en la leyenda de la Figura
36. Las conceniraciones finales de
ATPasa y HHIF en el medio de
reaccién son 2 pg/ml y 2,75 U/ml,
respectivamente. La referencia (100
%Y es la actividad ATPasa en ausencia
de HHIF y corresponde a un valor de
3,3 + 0,7 U.I. Inserto:
Representacién semilogaritmica de los
datos de inhibicion.

Resultados similares a fos descritos para(Ca®" +Mg?")ATPasa de RS y purificada se obtienen
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Figura 51. LEfccto del Ca** y de! Mg?'-ADP sobre la inhibicién de la actividad (Ca* +Mg*)ATPasa
reconstituida por HHIF. Panel A. En ausencia ( ® ) o presencia de EGTA | mM ( @ )o Ca®* 0,2mM (O
)._Panel B: En auscucia ( ® ) o presencia ( a ) de Mg**-ADP 2,5 mM o ( 4 ) Mg?**-ADP 2,5 mM/EGTA 1
mM. Otras condiciones experimentales en la leyenda de Ia Figura.

Bl efecto del Ca** y Mg2t. ADP sobre la inhibicién de la actividad ATPasa en presencia de
HHIF (Figura 51 (Panel A y B)) es similar al obtenido en vesfculas de RS y (Ca** +Mg?*)ATPasa

purificada. En presencia de EGTA 1mM en el medio de preincubacion la constante de inactivacion

es 0,25 + 0,02 min’,

{1. EFECTO DE HHIF SOBRE LA CONCENTRACION DE Ca** INTRACELULAR EN
CELULAS MESANGIALES.
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Figura 52. Efecto de
HHIF sobre la
concentracién del calcio
libre citosélico ([Cal*]}
medido por
fluorescencia en cultivo
de células mesangiales
de rata pretratadas con
fura-2. Las
concentraciones de
HHIF en cl medio de
ensayo son 0 ( O ),
0,002 ( W), 0,02(0)
y 0,2 ( ® ) U/ml Las
condiciones
experimentales  estin
indicadas en Materiales
y Métodos.



Resultados

HHIF induce un lento y progresivo incremento en la {Ca?"];, dependiendo de la concentracion
de inhibidor en el medio como puede observarse en la Figura 52. Este aumento es dependiente del
tiemipo, con un incremento en la concentracién de Ca?* a los 10 min de aproximadamente 2 veces los

valores basales (203 & 58 vs 101 + 2 nM en condiciones conirol}.
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1. PURIFICACION DE UN INHIBIDOR ENDOGENO DE LA (Na*,K")ATPasa.

La existencin de un sitio especifico para digitdlicos en la estructura enzimitica de la
(Na" , K")ATPasa ha dado lugar a nuiltiples hipdtesis de trabajo tendentes a identificar una molécula
enddgena que actue como inhibidor fisiolégico de la enzima, de forma andloga a la observada con los
plic6sidos cardiacos. Los esfuerzos experimentales en esta direccién, se intensificaron cuando se
identificaron niveles elevades de factores circulantes que inhibian la bomba de Na* en estados de
hipertension experimental {(expansion de volumen} o esencial (véase la Introduccion).

La sintesis o almacenamiento de la llamada “hormona natriurética” estd asociada a diferentes
tejidos. En relacion con este hiecho, el cerebro y mds especificamente el hipotilamo y la hip6fisis, han
sido considerados come posible lugar de sintesis y/o almacenamiento de un inhibidor endégeno de
la (Na* K*)ATPasa. Debido a la posible naturaleza esteroidea de este inhibidor la glindula
suprarrenal se ha propuesto también como posible origen (véase la Introduccién).

Varios grupos han encontrado actividad inhibidora en extractos de cerebro, plasma, orina y
gldndula supracrenal (de Wardener, 1983, Haber y Haupert, 1987, Wechter y Benaksas, 1990,
Hamlyn, 1991a), pero hay diserepancias acerca de su estructura quimica y posible mecanismo de
accidn (véase la Introduceion).

Los resultados presentados en esta Tesis muestran la purificacién de un inhibidor endégeno
de Ia bomba de Na* a partir de hipotdlamo e hipéfisis bovinos (HHIF). Esta sustancia se ha aislado
también de la glindula suprarrenal, La ausencia del inhibidor en cortex cerebral y los altos niveles
presentes en hip6fisis y glondula suprarrenal sugiere que alguno de estos tejidos podria ser el lugar
de sintesis y/o almacenamiento del inhibidor,

Nuestros resultados concuerdan en cuanto al origen de un posible factor endégeno con los
obtenidos por Tamura y cols. (1988) y Haupert y cols.(1984, 1987, 1988b), que muestran la
existencia de un factor aislado de gléndula suprarrenal e hipotdlamo, respectivamente, capaz de inhibir
Ia bomba de Na* y desplazar *H-ouabaina de su sitio de unidn a la enzima.

B! factor purificado es una sustancia de bajo peso molecular, de naturaleza no peptidica y no
lipidica, que eluye como un sélo pico pura de acuerdo al criterio de coincidencia de sus propiedades
espectrales. Este compuesto parece ser el mismo de acuerdo con estos criterios en todos los tejidos
procesados. La existencia de un inhibidor endégeno de la (Na* K*}ATPasa idéntico en todos estos
tejidos no habia sido mostrada previamente.

Se han descrito numerosas sustancias conocidas capaces de inhibir 1a bomba de Na* tales

como fosfolipidos (Kelly y cols., 1986), 4cidos grasos (Bidard y cols., 1984; Tamura y cols., 1985),
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sales biliares (Vasdev y cols., 1986), DHEA-S (sulfato de DH-epiandrosterona} (Vasdev y cols.,
1985), lignanos (Braquet y cols., 1986) y dopamina {Clarkson 'y cols., 1985), si bien ninguna de ellas
a concenlraciones [isiolégicas in vivo tienen ningtn efecto apreciable sobre la bomba de Na*. La
mayoria de estos compuestos inhiben la (Na*,K*)ATPasa en preparaciones aisladas, pero no inhiben
el transporte de Na* en células intactas (Seccombe y cols., 1989).

Las caracteristicas cromatogréficas y espectrales de HHIF son diferentes de ouabaina,
digoxina y otros compuestos descritos como inhibidores de la bomba de Na* y Ca** (Apéndice II).
Ademds, HHIF a diferencia de la ouabaina, especifica para la (Na* K")ATPasa, inhibe la
(Ca®* +Mg?")ATPasa,

El descenso de reactividad cruzada con anticuerpos antidigoxina durante el procedimiento de
purificacién indica, por un lado, el riesgo de utilizar este pardmetro como marcador en la purificacién
de factores andlogos tal y como se ha venido usando por diferentes grupos (véase la Introduccién),
y apoya la hipétesis de que HHIF no es ni ouabaina, ni digoxina. Este resultado contrasta con los
Wltimos resultados presentados por Hamlyn y cols. {1991b) y Tymiak y cols.(1993) que han
identificado como ouabaina o un isémero de ouabafna un factor inhibidor de la bomba de Na' aislado
de plasma humano y de hipotdlamo, respectivamente. Se ha de notar, asimismo, que la ruta
biosintética de glicsidos cardfacos no es conocida en mamiferos.

Por otro lado, no estd claro si las concentraciones en suero de estos compuestos son
suficientes para inducir efectos fisiolégicos: por ejemplo, la constante de disociaci6n de ouabafna para
su sito de unién en musculo cardfaco humano es de 2,5 nM. Asumiendo que la concentracién de
ouabafna endégena es aprox. 50 pM (Harris y cols., 1990) en sujetos normales, solamente un 2% de
los sitios de unién estarfan ocupados (Schoner, 1991}). El aumento en la concentracidon de unas 3 veces
de este factor en pacientes con hipertension esencial (Schoner y cols., 1986) producirfa una inhibicién
de un 5,6% de las bombas. Estos resultados llevan a cuestionar si seria suficiente esta inhibicién de
la bomba para producir un aumento en la presién arterial.

HHIF tiene un espectro UV y de fluorescencia caracterfstico, con un méximo de absorcién
a 274 nm (Figura 10) y de emisi6én y excitacién a 305 nm y 280 nm {Figura 11), respectivamente.
Estos resultados sugieren la existencia de un anillo aromdtico, probablemente fendlico, en la estructura
de este compuesto. Esta hipétesis se ve apoyada por la pérdida del méximo de absorcién a 274 nm
de este compuesto en presencia de dcido perférmico, Hay miltiples evidencias experimentales de la
existencia de compuestos fenélicos que son inhibidores de la (Na* K*)ATPasa (Seda y cols., 1984)
y de la (Ca?*,Mg**)ATPasa de reticulo sarcopldsmico (Solokove y cols., 1986; Gutiérrez-Merino y
cols., 1989: Michelangeli y cols., 1990b; Martinez-Azorin y cols., 1992).

Muiltiples evidencias experimentales apoyan que alteraciones en la homeostasis de Na* y Ca®*
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son posibiemente la base del aumento de la reactividad vascular responsable de la hipertensién arterial
(Paston, 1987; Haupert, 1988a; Aviv y Lasker, 1990; Marin, 1993). En base a esta hip6tesis hemos
analizado el mecanismo por el cual HHIF podria aumentar la concentracién de Ca®* intracelular,
utilizando los sinaptosomas como modelo para estudiar los mecanismos de la membrana plasmadtica

implicados en la regulacion del calcio.

2. MODULACION POR HHIF DE LA ACTIVIDAD (Ca'+Mg**)ATPasa DE LA
MEMBRANA PLASMATICA SINAPTOSOMAL.

El factor purificado inhibe ta bomba de Ca** y la actividad Mg**-ATPasa de membrana
plasmética de sinaptosomas con aproximadamente el mismo valor de K 5. La potencia de HHIF como
inhibidor de la actividad (Ca*",Mg™")ATPasa total depende de la concentracién de membrana en el
medio de ensayo. Puesto que HHIF es moderadamente hidrofébico, este resultado sugiere que o bien
es la concentracién de HHIF libre en el medio acuoso, o bien la relacién entre lipido total y HHIF
adsorbido en la bicapa la variable de la que depende directamente la actividad (Ca* Mg**)ATPasa,
La existencia de diferentes moléculas hidrofobicas que afectan la actividad (Ca?* +Mg?")ATPasa de
RS han sido ampliamente estudiadas (Solokove y cols., 1986; Petretski v cols., 1989; Gutiérrez-
Merino y cols., 1989; Michelangeli y cols., 1990b; Martinez-Azorin y cols., 1992), Todas estas
moeléculas tienen en comuin una alta tendencia a particionar en la membrana, dando lugar a que su
efecto sea dependiente de la concentracién de membrana. HHIF, debido a su naturaleza lipofilica
particiona entre la membrana y el agua, y por lo tanto, las concentraciones de HHIF libre en este
estudio deben ser corregidas teniendo en cuenta su adsorcién a la membrana plasmatica, El coeficiente
de particién aparente (K,) obtenido para HHIF (0,08 (ug proteina/ml)™') es muy similar al calculado
por de Foresta y cols., 1990 para otros compuestos inhibidores de la (Ca®* ,Mg**)ATPasa, como
calcimicina, derivado brominado de calcimicina, nonilfenol,etc; lo cual sugiere una naturaleza
hidrofébica comiin y una modulacién de la actividad enzimdtica similar para estos compuestos.

Una vez corregido por la unién a la membrana, el valor de Kq5 aparente de inhibicién por
HHIF libre de la bomba de Ca** es aproximadamente 0,9 U/ml, que es aproximadamente 2 veces mas
alto que el valor de Ky 5 de inhibicién por HHIF libre de la (Na* K*)ATPasa de membrana plasmitica

sinaptosomal.
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3. MODULACION DE LA ACTIVIDAD (Ca*"+Mg')ATPasa DEL RETICULO
SARCOPLASMICO DE MUSCULO ESQUELETICO.

Debido a la baja especificidad de los inhibidores de las ATPasas que transportan iones
(Pedersen y Carafoli, 1987) y a fa alta homologia estuctural entre las ATPasas tipo P {Cantley. 1986,
Green y cols., 1988; Inesi y Kirtley, 1992) hemos estudiado los efectos de HHIF sobre la actividad
(Ca** +Mg?*)ATPasa del reticulo sarcopldsmico.

La (Ca**--Mg?")ATPasa de RS de miisculo esquelético, representa cerca del 70-90% del RS
de la membrana, y estd mejor caracterizada a nivel bioguimico y biofisico que la de membrana
plasmidtica, por lo que hemos estudiado en mis detalle la interaccion de HHIE con el RS como
sistema modelo para tener un mayor conocimiento molecular de la inhibicién por HHIFE.

HHIE inhibe la actividad (Ca?*+ Mg )ATPasa de RS y la ATPasa purificada. La
dependencia de la actividad (Ca?* +Mg?*)ATPasa de RS acoplado respecto a HHIF presenta dos fases
claramente diferenciadas (Figura 37). A concentraciones bajas de HHIF se observa una primera fase
de activaci6n, que se correlaciona con la pérdida de acumulacion de Ca®" por las membranas de RS,
y una segunda fase de inhibicion con fuerte cooperatividad positiva. Dado que en el reticulo
sarcopldmico acoplado la actividad (Ca?"-+Mg?")ATPasa se halla fuertemente inhibida por la
acumulacién de Ca?* en el interior de las vesiculas (Gould y cols., 1986), la fase de estimulacién de
la actividad (Ca?* +Mg?*)ATPasa podria correlacionarse con una elevacion de la permeabilidad pasiva
a Ca** de estas membranas, lo cual estarfa de acuerdo con el incremento de la permeabilidad pasiva
a Ca?* de sinaptosomas en presencia de HHIF, Medidas del nivel de Ca** gcumulado por estas
vesfculas utilizando arsenazo III v de Ia velocidad de transporte para Ca™ utilizando oxalato
confirman que este incremento de eflujo de Ca** se produce también durante el proceso de transporte
activo de Ca®*, puesto que HHIF, a concentraciones que no inhiben la actividad
(Ca** +Mg?*)ATPasa, disminuyen apreciablemente el nivel de Ca?* acumulado en vesiculas d.e RS )
(Figura 39). La estimulacién de la actividad (Ca** +Mg*+*)ATPasa a bajas concentraciones de HHIF
puede ser explicado como un mecanismo compensatorio derivado de la desrepresién de la actividad
(Ca?* +-Mg*")ATPasa al disminuir la concentracion de Ca?* en el interior de las vesiculas. Una
argumentacién similar ha sido utilizada por Escudero y Gutiérrez-Merino, 1987 para explicar la fase
de activacién de la Ca**-ATPasa de RS observada a bajas concentraciones de anestésicos locales. El
efecto de la disipacién del gradiente de Ca*" a través de estas membranas a bajas concentraciones de
HHIF y un efecto inhibidor de la bomba de Ca?* a altas concentraciones es similar al descrito para
el ionéforo A23187 (Hara y Kanazawa, 1986).

Los dos efectos sefialados son dependientes de la concentracién de membrana en el medio de
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ensayo y del tiempo de preincubacién de la enzima con el factor inhibidor. Debido a que HHIF es
un compuesto lipofilico, estos datos confirman la existencia de cambios en la concentracidn de
inhibidor libre por adsorcién de este compuesto a las membranas e indican ademds que la modulacién
de la actividad (Ca* +Mg**)ATPasa implica una reorganizacién estructural lenta de Ia estructura de
la membrana.

La perturbacién de la actividad enzimdtica producida por HHIF (Figura 38) permite calcular
un K, aparente, segun el método descrito por de Foresta y cols., 1990, de 0,6 (ug/ml)"'. Este puede
ser expresado en unidades de concentracién molar de lipido, como K= 10 x 10° (mol lipido/t)”,
asumiendo que hay 0,5 g de lipido/g de proteina en las membranas de RS, y que el peso molecular
calculado para lipidos es de 800. Coeficientes de particidn aparente en el rango de 10° (expresado
como (moles de lipido/1)") han sido obtenidos para diferentes moléculas hidrofébicas descritas como
inhibidoras de la Ca®"-ATPasa de RS (de Foresta y cols., 1990).

La relacion lipido/protefna en el RS es 90/l De estas 90 moléculas de lipido,
aproximadamente 30 interaccionan con la ATPasa dependiente de Ca** (Warren, 1974), En la Ca“"-
ATPasa purificada esta relacibn es de aproximadamente 60/1 {MacLennan, 1970). Las
concentraciones de HHIF necesarias para producir la inhibicién de la ATPasa reconstituida, en
vesiculas de fosfatidilcolina donde la relaci6n lipido/proteina es de 300/1, son mds altas con respecto
a la Ca?*-ATPasa purifiézid'zul. Al corregir los respectivos valores de inhibicién por el valor de K, las
concentraciones de HHIF libre necesarias para producir el 50% de inhibicién son similares para la
(Ca?*+Mg*")ATPasa  purificada y para la reconstituida en vesiculas de fosfatidilcolina y
aproximadamente igual a 0,4 U/ml en las condiciones de ensayo descritas. Dado que el coeficiente
de particién es una constante de equilibrio, este resultado implica que la inhibicién se produce a
niveles similares de saturacién de la bicapa lipidica por HHIF.

La presencia de colesterol dentro de la bicapa lipidica disminuye fuertemente el valor de K,
de compuestos moderadamente lipofflicos (Luxnat y cols., 1986), lo cual justificarfa la disminucitn
del valor del coeficiente de particién de HHIF en la membrana plasmatica sinaptosomal con respecto
a la de RS, ya que la proporcion de colesterol es muy diferente entre las membrana plasmaética y el

RS, en este dltimo el colesterol estd practicamente ausente (< 10%) (Michelangeli y cols., 1990a).

Kwan y cols, (1994) han propuesto que la inhibicién de la bomba de Ca** en el RS de células
vasculares de musculatura lisa (VSCM) puede ser un factor que contribuya al desarrollo de la
hipertensién arterial. Haber y Haupert (1987) han obtenido un factor hipotaldmico inhibidor de la
bomba de Na* y de la (Ca®"-++Mg?*")ATPasa de retfculo sarcoplémico. Estos autores sefialan que esta

inhibicién estarfa de acuerdo con la homologia estructural entre las ATPasas transportadoras de
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cationes (Pedersen y Carafoli, 1987; Inesi y Kirtley, 1992) pero podria carecer de importancia
fisioldgica, ya que el inhibidor deberfa penetrar a través de la membrana celular para actuar a nivel
det RS, Dado que HHIF es lipofilico, para poder confirmar la relevancia fisiolégica de la inhibicion

por HHIF de la (Ca**--Mg*")ATPasa de RS serian necesarios experimentos en células intactas.

4. MECANISMO DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD (Ca**+Mg'*)ATPasa DE LA
MEMBRANA PLASMATICA SINAPTOSOMAL Y DEL RETICULO SARCOPLASMICO POR
HHIF.

La fluidez de las membranas biol6gicas desempeiia un importante papel en la modulacién de
la permeabilidad de iones a través de ellas. El mecanismo de inhibicién de la (Ca®* -+Mg>*)ATPasa
y el efecto sobre la permeabilidad a Ca** debido a HHIF no parece ser consecuencia de una alteracién
apreciable de las propiedades estructurales de la bicapa lipfdica, Esta conclusién se deriva de la
minima perturbacién del parimetro de orden de la bicapa lipidica de la membrana de sinaptosomas
y del retfculo sarcopldsmico determinado a partir de medidas de polarizacion de fluorescencia de DPH
en presencia de HHIF (véase los apartados 6.1 y 8.3 del capitulo de Resultados). Puesto que DPH
se localiza en la parte central de la bicapa lipidica (Davenport y cols., 1985), esta sonda fluorescente
da informacién sobre el parémetro de orden en la regién hidrocarbonada de los lfpidos. As{ pues,
HHIF no perturba significativamente el grado de empaquetamiento de las cadenas de 4dcidos grasos
en esta regi6n de la bicapa lipidica, a las concentraciones que inhiben fuertemente las actividades
(Ca Mg?")ATPasa y los flujos de Ca?* a través de estas membranas. Adicionalmente, los estudios
de turbidez (apartados 6.1 y 8.3 de Resultados) indican que a estas concentraciones HHIIFF no

solubiliza significativamente las membranas de RS y de sinaptosomas.

Teniendo en cuenta lo antetior, la inhibicién de la actividad (Ca** +Mg**)ATPasa de estas
membranas podria ser racionalizada en términos de interaccién de HHIF con sitios de uni6n
especificos de la enzima o via perturbacién del lipido anular. La cuesti6n es si el sitio de modulacion
de la (Ca** +-Mg¥*)ATPasa por HHIF tiene lugar por interaccién con un sitio especifico en la proteina
o en la interfase lfpido/proteina.

La inhibicién por HHIF de la actividad (Ca*,Mg**)ATPasa de membrana plasmética de
sinaptosomas no muestra caracterfsticas de competicién con el sustrato Mg?"-ATP (véase el apartado
6.2 de Resultados). Los resultados obtenidos en el estudio sobre el efecto de HHIF sobre la
inactivacién de la (Ca®"+Mg?")ATPasa de reticulo sarcop{dsmico por isotiocianato de fluorescelna

(apartado 8.8 de Resultados) sefialan que no hay competicién entre el ATP y HHIF, por lo tanto
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puede ser excluido que la inhibicién de HHIF resulte de una interaccién directa de HHIF con el
centro catalitico de la (Ca?* -+ Mg**)ATPasa en nuestras condiciones experimentales.

Sin embargo, la presencia de Mg**-ADP (2,5 mM} en el medio de preincubacién protege
fuertemente contra el efecto inhibidor de HHIF sobre la actividad (Ca?* -+ Mg?*}ATPasa de reticulo
sarcopldsmico y de ATPasa purificada. Resultados similares se observan en sinaptosomas donde al
incrementar la concentracién de ATP en el medio de ensayo disminuye la sensibilidad de [a actividad
(Ca?* ,Mg**)ATPasa por el inhibidor,

I:1 efecto protector de ATP se produce a concentraciones milimolares de este nucleétido, A
estas conceniraciones el ATP gjerce un efecto modulador de la aclividad (Ca" +-Mg**)ATPasa en RS
{de Meis, 1981, Andersen, 1989, Guillain y cols., 1988). Estos efectos han sido observados también
en la (Na*,K*)ATPasa (Schuurmans y Bonting, 1981} y en la (Ca?* +Mg**)ATPasa de membrana
plasmdtica (Rega y Garrahan, 1986). Se ha sugerido que este efecto modulador de ATP deriva de la
aceleraciéon de los cambios de la conformacién E, a E, del ciclo catalitico por unién al centro
catalitico fosforilado después de la salida de ADP del mismo (Gould y cols., 1986).

Alternativamente, el efecto de ATP sobre la inhibicién de la actividad (Ca** +-Mg?* )ATPasa
por HHIF podria explicarse suponiendo la interaccion de ATP con un centro regulador diferente del
catalitico. La posible existencia de un centro regulador diferente del catalitico, de baja afinidad
presente en la conformacién E,, ha sido sugerida para explicar algunos resultados cinéticos, entre ellos
la estimulacién de la actividad (Ca** +Mg?*)ATPasa en presencia de concentraciones milimolares de
ATP (Carvalho-Alves y cols., 1985; Nakamoto e Inesi, 1984}, No obstante, hay que indicar que estos
resultados han sido explicados mds recientemente en base a la entrada de ATP en el centro catalitico
tras liberacidén de ADP {(Gouid y cols,, 1986),

Alternativamente, estos resultados podrian interpretarse suponiendo la unién de HHIF a
centros hidrofébicos en la (Ca**+Mg*")ATPasa diferentes del lipido anular. Se ha descrito la
existencia de sitios de unién diferentes del lipidoe anular para drogas hidrofébicas en la
(Ca**+Mg*")ATPasa (Rooney y Lee, 1983; Michelangeli y cols., 1990a).

Existe la posibilidad de que estos centres hidrofébicos solapen, al menos parcialimente, con
el centro de unién de ATP. Hay que indicar que derivados hidrofébicos de ATP como TNP-ATP se
une a la (Ca** +Mg**)ATPasa com mayor afinidad que ATP (Dupont y cols., 1982). Se ha sugerido
que estos sitios estarian localizados en la interfase proteina-proteina dentro del oligdmero y en la
superficie de {a proteina que resulta expuesta a los lipidos debido a la disocicién del oligébmero en
monémeros (Simmonds y cols., 1982). Se ha sugerido que los centros de unién de ATP localizados
en mondémeros diferentes se hallan muy proximos entre sf, en la zona de la interfase mondémero-

mondmero (Cuenda y cols., [990).
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Se ha mostrado que concentraciones niicromolares de Ca?* en el medio desplazan el equilibrio
conformacional E,/E, de la ATPasa, estabilizdndofa en ¢l estado E, v que la adicidn de EGTA a
concentraciones milimolares o vanadato desplazan la conformacién de la ATPasa hacia E, (Pick y
Karlish, 1982; Froud y Lee, [986). La unién preferencial de ligandos al estado E, , desplazan el
equilibrio conformacional hacia este estado estabilizdndolo, y disminuyendo, asimismo, la velocidad
de la catdlisis (inhibicion alostérica). Esta es la base de la inhibicidn por Ca** a concentraciones del
rango submilimolar a milimolar (Gould y cols., 1986).

Por esta razén decidimos estudiar el efecto de estos ligandos en la inhibicién de la Ca?**-
ATPasa de RS por HHIF (apartados 8.6 y 9.2 de Resultados). La inhibicién de la bomba de Ca?* por
HHIF se potencia por EGTA y se protege por la presencia de calcio en el medio de preincubacidn.

Estos resultados sugieren que la conformacion E, de la ATPasa (inducida por EGTA) podria
favorecer la inhibicién de HHIF. Esta hipétesis es consistente con el efecto de protecciéon observado
en la membrana plasmitica de sinaptosomas.

No se ha encontrado ningin efecto significative de HHIF sobre la afinidad de la
(Ca** ,Mp**}ATPasa de membrana plasmdtica sinaptosomal para Ca**. Es improbable, pues, que
HHIF compita con los centros de alta afinidad de Ca®* en la (Ca®* +Mg*")ATPasa,

Ademds del efecto activador de concentraciones de Ca** entre 0,1 gM y 1 puM, el Ca’* a
concentraciones del orden de 0,1 a I mM inhibe fuertemente la actividad (Ca?*+Mg?*")ATPasa de
sinaptosomas (Sorensen y Mahler, 1981; Michaelis y cols., 1983). Este efecto del Ca?* ha sido
atribuido a la presencia de un centro inhibidor de baja afinidad para Ca** (Rega y Garrahan, 1986}
en la conformacién E,. La (Ca?* +Mg?*)ATPasa de membrana plasmética de sinaptosomas es del tipo
E-E, (Rega y Garrahan, 1986). Los sitios de unién de Ca’* en las formas E, y B, de la
(Ca** +Mg?*)ATPasa son accesibles desde diferentes lados de la membrana (de Meis y Vianna, 1979;
Gould y cols., 1986). Asf, los sitios de unién de Ca®* en la forma E, son accesibles desde el espacio
extracelular. La existencia de centros de unién de Ca?" de baja afinidad, K, aproximadamente de
1 mM, ha sido suficientemente contrastada en la (Ca*"+Mg*")ATPasa de RS (de Meis y Vianna,
1979). Se ha mostrado que la saturacion de estos centros produce inhibicién de esta actividad porque
estabilizan la confermacién E, de la enzima y disminuyen la velocidad de regeneracién de la
conformacién B, (de Meis y Vianna, 1979),

Como se indicéd en Resultados, esta inhibicién por niveles elevados de Ca?* se ve alterada por
la presencia de HHIF que aparentemente produce un efecto similar a Ca?*, ya que en presencia del
inhibidor se observa una inhibicién adicional de la producida por | mM de Ca*" claramente inferior

a la medida en ausencia de HHIF. La presencia de HHIF en el medio de ensayo modifica ligeramente
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la sensibilidad de la (Ca**+Mg*")ATPasa hacia Ca** y disminuye la sensibilidad de ésta hacia el
inhibidor en presencia de altas concentraciones de Ca*" en el medio de ensayo. Estos resultados
sugieren la posibilidad de que HHIF compita por los sitios de unién de baja afinidad para Ca?* en
la enzima.

Debido a la naturaleza hidrofébica de HHIF sugerimos que la presencia de una regién
hidrofébica en la proteina, préxima a un centro de interaccién con iones divalentes, podria formar
el centro de unién de HHIF. Esta hipétesis es ficil de explicar en proteinas intrinsecas de membrana,
pues es suficiente que exista un centro de unién de cationes divalentes cerca de la interfase iipido-
agua. Esta interaccién deberia ser favorecida cuando los dominios hidrofébicos estén mds cerca de
los centros de unién de los cationes divalentes. Los resultados obtenidos en el estudio sobre el efecto
de HHIF sobre la fluorescencia intrinseca de RS (apartado 8.8 de Resultados) apoyan esta hipétesis.

La fluorescencia intrinseca del RS es fundamentalmente atribuible a la fluorescencia de la
(Ca** +Mg?*)ATPasa dado que los Trp y Tyr de esta enzima constituyen aproximadamente el 95%
del total de estos aminoacidos en la membrana de RS (Meller y cols., 1982). Ha sido demostrado,
asimismo, que esta fluorescencia se extingue eficientemente por interacciones de derivados lipidicos
brominados (East y Lee, 1982; de Foresta y cols., 1989) o marcados con radicales libres (London
y Feigenson, 1981) incorporados en membranas reconstituidas. La primera conclusién derivada de
estos datos es que, para que se produzca un nivel apreciable de extincidn de la fluorescencia
intrinseca, es preciso que el inhibidor se halle muy préximo a la regién de interfase lfpido-protefna.

La extincién de la fluorescencia intrinseca de RS por HHIF est4 directamente relacionada con
la interaccién de HHIF con dominios hidrofébicos de la (Ca** +Mg**)ATPasa embebidos en la bicapa
lipidica. Dos son los mecanismos bisicos por los que se puede extinguir la fluorescencia intrinseca
del RS: (1) mediante un mecanismo colisional o estitico o (2) por transferencia de energfa.
Considerando los espectros de emisién de fluorescencia intrinseca de RS y de excitacion (absorcion)
de HHIF la extincidn podria ser debida a un proceso de transferencia de energfa enire Trp y 1a unién
de HHIF lo suficientemente cerca, para que tenga lugar este proceso.

La fluorescencia de los residuos de Trp de la ATPasa es sensible a la unién de Ca** (Dupont,
1976). Estos estudios sugieren, que de los 13 Trp contenidos en la estructura primaria de la ATPasa,
una parte de los 11 Trp situados en la regién intramembranosa (Brandl y cols., 1986} interacciona
con los sitios de unién del Ca**, y que los sitios de transporte estarian situados en la region
intramembranosa o al menos cerca de la interfase,

El centro de unién de Ca?* en la Ca**-ATPasa, ha sido localizado préximo a la interfase
lipido-agua, a una distancia de aproximadamente 10 A (Teruel y Gémez-Fernandez, 1986; Munkonge

y cols,, 1989).
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Los resultados que hemos obtenido sugieren que HHIF podria estar localizado cerca de la
interfase lipido/proteina, de manera que la unién del inhibidor podria interfir con los sitios de unién
de Ca®". La proteccion de la Ca?"-ATPasa contra la desnaturalizaci6n parece estar asociada con la
unién de Ca®* a los sitios de alta afinidad (Andersen, 1989). La presencia de EGTA en el medio hace
que la ATPasa pierda estabilidad, lo cual podria favorecer la accién de HHIF desorganizando el lfpido

anular de la enzima y como consecuencia inactivando la ATPasa.

Un tipo particular de sitios hidrofébicos de una gran importancia para las protefnas de
membrana es el lipido anular (Caffrey Feigenson, 1981; East y Lee, 1981; Lentz y cols., 1985; Lund
y cols., 1989). Los lipidos anulares modulan la actividad de la bomba de Ca’* de la membrana
plasmitica de sinaptosomas (Niggli y cols., 1981; Hermoni-Levine y Rahamimoff, 1990) y del
reticulo sarcopldsmico (Caffrey y Feigenson, 1981; East y Lee, [982; Bick y cols., 1991).

Debido a sus propiedades lipofilicas, HHIF podria perturbar la estructura del lipido anular
de la (Ca?* +Mg?*)ATPasa.

Ha sido demostrado que [a desorganizacién del lipido anular conduce a una inactivacién
irreversible de la (Ca®*+-Mg?")ATPasa (Hardwicke y Green, 1974; Warren y cols,, 1975; Lund y
cols., 1989). La inhibicién por HHIF de la (Ca**+Mg**)ATPasa de sinaptosomas y de reticulo
sarcoplismico, y la (Na*,K*)ATPasa de membrana plasmética de sinaptosomas muestra caracterfsticas
de inactivacion irreversible de la enzima, lo cual permite especular que el lipido anular de la enzima
es desorganizado por la unién de HHIF, La inhibicién de la (Ca* 4+-Mg?*)ATPasa de la membrana
plasmitica de sinaptosomas por HHIF podria ser debida al desplazamiento e algtin lipido anular de
estas proteinas, activador de la misima, Mas concretamente, se ha demostrado que la fosfatidilserina
es un potente activador de la actividad (Ca®*4+Mg**)ATPasa de sinaptosomas. La activacién por
fosfatidilserina es de hecho tan fuerte como la producida por calmodulina (Niggli y cols., 1981;
Gandhi y Ross, 1986).

La elevada adsorcion de HHIF en la membrana de sinaptosmas y del ret{culo sarcopldmico,
la dependencia de la inhibicién por HHIF cen la concentracién de protefna, asi como una mayor
sensibilidad de la (Ca?*+Mg**)ATPasa purificada a la inhibicién por HHIE que la reconstituida en
vesiculas de fosfatidilcolina apoyan la hipdtesis de que la inhibicién de la (Ca?* +Mg?*)ATPasa por
HHIF esté directamente relacionada con la desorganizacidn del lipido anular alrededor de la proteina,
Esta hipétesis se ve corroborada por la dependencia tan acusada observada en la inhibicién de la
(Ca?"+Mg**)ATPasa con la concentracion de inhibidor (mostrando coeficientes de Hill de 13 4 2).
De hecho se ha mostrado que [a actividad de proteinas intrfnsecas de membrana muestran un

comportamiento alostérico con respecto a la saturacion de su sitio de unién anular por lipidos
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(Sandermann, 1983).

El conjunto de resultados presentados sugieren que la inhibicién de la actividad
(Ca?*+Mg?*)ATPasa de reticulo sarcopldsmice y de membrana plasmdtica sinaptosomal es debida
a la desorganizacién del lipido anular asociado a la protefna. Ademds, las interacciones lipido-proteina
en el dominio de la proteina en contacto con el lipido y cerca de la interfase lipido-agua parecen
desempeiiar un importante papel en el control del estado conformacional de la (Ca**+Mg?")ATPasa
(Andersen, 1989),

Aunque este punto necesita un mayor nimero de estudios que estarfan fuera de los objetivos
de esta Tesis, es importante sefialar que la inhibiciébn por anestésicos locales de la
{Ca?" +Mg?")ATPasa de RS y sinaptosomas ha sido racionalizado en estos términos {(Gutiérrez-

Merino y cols.,1989; Garcia-Martin y cols., [989).

5. EFECTO DE HHIF SOBRE EL TRANSPORTE DE Ca’* EN SINAPTOSOMAS,

La actividad (Ca*" +Mg?")ATPasa de membrana plasmitica de la célula nerviosa estd
acoplada al transporte activo de Ca®" a través de esta membrana (Javors y cols., 1981; Gill y cols,,
1981; Carafoli, 1991b). Este transporte activo opera en la direccién de sacar Ca** desde el citosol
hacia el espacio extravesicular, siendo éste uno de los mecanismos mas importantes para mantener
niveles de Ca** citosélicos submicromolares (Akerman y Nicholls, 1983). Por tanto, una posible
implicacién fisiolégica de Ia inhibicién de la actividad (Ca?* +Mg**)ATPasa de estas membranas es
la elevacién de los niveles de Ca’* citosélicos en la neurona. Por su importancia este punto ha sido
abordado en este estudio.

La actividad (Ca** +Mg*")ATPasa y el transporte activo de Ca?* son inhibidos por HHIE con
similares valores de K, 5 después de corregir la adsorcion de HHIF a la membrana. Estos valores son
aproximadamente de 0,9 U/ml y 0,6 U/ml, respectivamente.

En condiciones fisiologicas, la bomba de Ca?* de la membrana plasmética es el sistema mds
importante implicado en mantener los bajos niveles de Ca** neuronal {Akerman y Nicholls, 1983;
Blaustein, 1988). En nuestras preparaciones, este sistema tiene una velocidad de transporte de Ca**
de 4-5 nmoles Ca**/mg proteina/min (teniendo en cuenta que las vesiculas presentan un grado de
inversién de la membrana de aproximadamente el 40%). Este valor est4 de acuerdo con los resultados
obtenidos por otros investigadores utilizando técnicas similares a la nuestra (Gill y cols., 1981;
Garcia-Martin vy cols., 1990).

Otros procesos de transporte de Ca’*, como el flujo pasivo de Ca®* y el intercambio
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Na*/Ca®" estin implicados en el mantenimiento de los gradientes del Ca* fisioldgicos a través de
la membrana plasmética de neuronas (Akerman y Nicholls, 1983; Blaustein, 1988, DiPelo y Beaugé,
1990). Por lo tanto, hemos estudiado y cuantificado el efecto de HHIF sobre todos estos procesos.
Los resultados presentados en las Tablas 5 y 6 (apartado 7.2 de Resultados) muestran, que
el influjo pasivo de Ca?* a través de la membrana plasmética de sinaptosomas no se puede describir
satisfactoriamente por un proceso exponencial simple, sino como la suma de dos exponenciales
(Figura 32). Este comportamiente sugiere la existencia de dos tipos de canales con diferentes
caracteristicas cinéticas. Estos resultados son similares a los descritos en RS (Escudero y Gutiérrez-
Merino, 1987), en donde se ha sugeride que cada uno de estos canales se halla preferentemente
localizado en cada una de las regiones diferenciadas del RS, cisternas transversales o tubos
longitudinales. Los resultados obtenidos en nuestras preparaciones indican que la entrada pasiva de
Ca®* a través de la membrana plasmatica de sinaptosomas tiene lugar con una constante de velocidad
aparente (K) de 0,033 min™. Un valor similar de K se puede derivar de la salida pasiva de Ca®" de
sinaptosomas precargados con “Ca®*, calculado por Gill y cols. (1981) y la entrada pasiva de Ca**
utilizando las medidas de dispersién de luz (Escudero y Gutiérrez-Merino, 1987; Garcia-Martin y
cols., 1990). Estos resultados se han obtenido preimponiendo un elevado gradiente de Ca’™*, de forma
que la concentracién de Ca’* fuera sea de 100 mM y la concentracion de Ca** dentro fuera de 10
M. Considerando que el volumen interno de estas vesfculas es de 3-7 pl/mg protefna (Rahamimoff
y Spanier, 1984), y para un gradiente fisiolégico de Ca**, es decir, para concentraciones de Ca®*
dentro y fuera de las vesiculas de 0,1 uM y 1 mM de Ca** libre, respectivamente, la cantidad de
Ca*" transportado durante el primer minuto es de 0,1- 0,2 nmoles/mg de protefna. Este resultado
concuerda satisfactoriamente con experimentos utilizando ®Ca** y filtracién Millipore (Gill y cols.,
1981). Los datos mostrados en las Tablas 5 y 6 muestran que HHIF incrementa notablemente la
velocidad de influjo pasivo de Ca®* a concentraciones mis bajas que las necesarias para inhibir la
bomba de Ca?*. El flujo pasive de Ca’* ha sido calculado a una concentracién de membrana de 0,1
mg protefna/ml, por lo que, las concentraciones de HHIF utilizadas en este estudio requieren una
correcién por la unién de HHIF a los sinaptosomas, Para una concentracién de inhibidor libre de
aproximadamente 0,45 U/ml la cantidad de Ca?* transportado durante el primer minuto es de 1,06-

2,12 nmoles/mg proteina, un valor de 10-11 veces superior con respecto al controt.

A partir de las medidas de fluorescencia de CTC, utilizando la constanie de la Tabla 7, y
tomando un volumen interno de las vesfculas de membrana plasmética de 3-7 ul/mg proteina
(Rahamimoff y Spanier, 1984), la velocidad de entrada de Ca** en ausencia de HHIF, para una

concentracién de Ca** exterior de 1 mM , en condiciones despolarizadas de la membrana,
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corresponde a un valor de 1,4-3,2 nmoles/mg/min.

La despolarizacién de la membrana plasindtica de sinaptosomas con altas concentraciones de
K" extracelular abre los canales de Ca*" dependientes de voltaje y la entrada de Ca?* a través de estos
canales puede afectar la estimacién de la velociad de entrada de Ca** via intercambiader Na*/Ca?*,
Para mantener el potencial de membrana y la osmolaridad del medio extravesicular el KCl fue
sustituido por cloruro de colina. En estas condiciones tiene lugar una ligera disminucién de la
constante de velocidad de entrada de Ca** y unt ligero aumento del incremento de fluorescencia (véase
apartado 7.3 de Resultados). El valor de la constante de velocidad calculado es de 0,34 min'. En
estas condiciones la cantidad de Ca®** transportado por el intercambio Na*/Ca*" operando a favor de
la entrada de Ca** es de 0,9-2 nmoles/min/mg. Los valores obtenidos para el intercambio Na*/Ca?t
operando de esa forma estin de acuerdo con los resultados obtenidos por Gill y cols., 1981, 1984 y
Rahamimoff y Spanier, 1984 usando “Ca** y filtracién Millipore, as{ como por Garcfa-Martin y
Gutiérrez-Merino, 1990 utilizando 1a fluorescencia de CTC,

La presencia de HHIF en el medic de ensayo estimula la entrada de Ca?* via intercambio
Na*/Ca®*, aproximadamente 2,5- 3 veces con respecto al valor control, a concentraciones inferiores
a las necesarias para inhibir la bomba de Ca®", tanto en condiciones despolarizadas como de reposo
de Ta membrana. Esto supone un valor de entrada de Ca*", en presencia de HHIF, de 3,5-8 nmoles
Ca?"/mg protefna y 2,7-6 nmoles Ca*"/ing proteina, en condiciones despolarizadas y en reposo de

la membrana, respectivamente.

La (Na*,K*)ATPasa mantiene el gradiente electroquimico de Na* y K* a través de la
membrana plasmdtica y contribuye al mantenimiento del potencial de membrana de la célula en
reposo. A su vez, este gradiente de Na™ es utilizado por el sistema de intercambio Na*/Ca®" para
eliminar Ca* de la célula. Cuando el gradiente de concentraciones de Na' es reducido este sistema
puede revertir, introduciendo Ca?* hacia el interior de la célula (Gill y cols,, 1984; DiPolo y Béauge,
1990).

HHIF inhibe la (Na*,K*)ATPasa de membrana plasmética de sinaptosomas con una mayor
sensibilidad que la bomba de Ca**, La inhibicién de la (Na* ,K*)ATPasa puede conducir a una
elevada concentracién de Ca** intracelular por diferentes mecanismos:

(1) Esta inhibicién de la bomba de Na** puede resultar en una pequeia despolarizacién de la
membrana (Mulvany, 1985) y consecuentemente, un incremento de la entrada de Ca?* a través de los
canales dependientes de voltaje (Meyer-Lehnert y cols., [988). Meyer-Lehnert y cols.(1993) y Okada
y cols. {1990) han mostrado que ouabafna induce en VSCM un incremento en la concentracién de

Ca** intracelular, que puede ser inhibido por verapamil, sugiriendo que la entrada de Ca®*
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transmembranal a través de los canales de Ca*" dependientes de voltaje tiene un importante papel en
el incremento de la concentracién de Ca?* intracelular en estas células. Meyer-Lehnert y cols. (1993)
describen la existencia de una sustancia capaz de estimular la entrada de Ca** a través de la
membrana en VSMC a través de canales de Ca’* dependiente de voltaje. Sin embargo, la inhibicién
de 1a bomba de Na* en la mayoria de las células provoca una despolarizacién muy pequeiia haciendo
poco probable que influya en los canales de Ca** dependiente de voltaje (Casteels y cols., 1985).
Como ya hemos sefialado previamente, HHIF, independientemente de su efecto a través de la bomba
de Na*, actiia directamente aumentando la entrada de Ca®* via canales dependientes de voltaje. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Goto y cols. (1988c) mostrando que un factor aislado

a partir de orina humana incrementa la captura de “Ca** en VSCM.

(2) En segundo lugar, la inhibicién de la bomba de Na* conducirfa a un incremento en la
concentracién de Na™ citosélica, un descenso en el gradiente de Na* transmembranal y asi, una
iphibicién del intercambio Na*/Ca?t (Blaustein, 1977a; Goto y cols., 1988c). Existen, sin embargo,
numerosas discrepancias en cuanto a la presencia de este sistema de transporte en todas las células.
Aunque el intercambio Na"/Ca*" ha sido demostrado en grandes vasos (Blaustein, 1977a), en VSM
y en células mesangiales (Rink y cols., 1982; Aviv y Lasker, 1990), su existencia en wvasos
precapilares (Vanbreenen y cols., 1979; Mulvany, 1985} y, como consecuencia, su posible papel en
el aumento del tono vascular en presencia de un inhibidor, ha sido puesto en duda por numerosos

grupos (Poston, 1987; Mir y cols., 1938).

(3) HHIF es capaz de inhibir la actividad (Ca** +Mg*")ATPasa de membrana plasmética.
Como la bomba de Ca®" estd implicada en la regulacion de Ca™ intracelular bombeando Ca?* desde
el citosol, éste podrfa ser un mecanismo por el cual HHIF seria capaz de incrementar la concentracion
de Ca®* intracelular, hecho confirmado en este estudio. Esta hipbtesis estd de acuerdo con Goto ¥
cols. (1988c, 1989b) que han mostrado que un factor purificado de orina humana inhibia la salida al
exterior de la célula de $Ca*" en VSM.

La actividad de la (Ca?* +Mg?")ATPasa disminuye con respecto a los controles en ratas
hipertensas y en pacientes con hipertensién esencial (Orlov y cols.,1983; Postnov y cols., 1984,
Vezzoli y cols.., 1985; Bukoski, 1990}, lo cual podrfa contribuir al aumento en la concentracién de
Ca?* intracelular descrito en estados de hipertensién (Postnov y Otlov, 1984 Biihler y cols,, 1986,
Marin, 1993).

Se ha descrito un aumento en piasma de una actividad similar a la de digoxina en pacientes

y en ratas hipertensos (Sugiyama y cols., 1990; Le Quang y cols., 1990), Este aumento es paralelo
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a un incremento en fa [Ca®}, en plaquetas y en VSMC. Estos hechos sugieren que HHIF podria
desempeiiar un importante papel en el incremento de la resistencia periférica caracteristico de la

hipertensién arterial.

En conjunto, estos resultados sugieren que los niveles de Ca** citosélicos estarfan
incrementados en presencia de HHIF, debido a una alteracion generalizada de los sistemas de
transporte de Ca** de la membrana plasmitica, que han sido implicados en la patogénesis de la
hipertension esencial (Postnov y Orlov, 1984). Para asegurar este punto se ha estudiado el efecto de
HHIF sobre el cultivo de células mesangiales de rata, utilizado como modelo de musculatura lisa
vascular (VSM)., HHIF induce un lento y progresivo aumento en la concentracién de Ca?" en el
citosol, si bien concentraciones altas de inhibidor son téxicas para la célula (resultados no mostrados).
Estos hallazgos estarfan de acuerdo con los descritos por numerosos autores los cuales han aislado
a partir de diferentes tejidos un inhibidor endbgeno de !la bomba de Na* que incrementa la
concentracién de Ca** intracelular en cultivos de células de musculatura lisa (Meyer-Lehnert v cols.,
1993; Schoner y cols., 1993; Hallag y Haupert, 1989; Mir y cols., 1988; Goto y cols., 1989b;
Kramery cols., 1991).

En resumen, HHIF bloquea fuertemente el mecanismo de extrusién de Ca** desde el espacio
intra al extravesicular mediado por la (Ca** -+Mg**)ATPasa. Por otra parte, el efecto de HHIF de
estimulacién del intercambio Na*/Ca®* a de contribuir a potenciar este efecto tras estimulacién de la
célula nerviosa, ya que este sistema puede operar entonces en sentido de entrada de Ca®* acoplado
a salida de Na™ (Mullins, 1985). HHIF podria tener dos efectos simultineos sobre el Ca**
intracelular: incrementar los niveles de Ca®* citosélicos y disminuir el contenido de Ca®* dentro del
reticulo sarcopldsmico. Por consiguiente, estos resultados apoyan la hipétesis de que HHIF puede
actuar in vivo elevando los niveles de Ca** citosdlico.

Debemos destacar que un incremento mantenido de Ca®* libre citosélico en la neurona deberia
conducir a un aumento en la velocidad de liberacién de neurotransmisores (Akerman y Nicholls,
1983; Smith y Agustine, 1988), Una de las hipdtesis mds apoyada es que la inhibicién del transporte
de Na* en los terminales nerviosos simpdticos alterarfa el sistema de intercambio Na*/Ca*" a través
de la membrana plasmatica neuronal, incrementando la concentracién de Ca?* y por consiguiente la
liberacion de neurotransmisores, Esta inhibicién de la bomba de Na* también conducirfa a un
descenso en la recaptura de éstos, Elle resultard en un aumento en la concentracién de
neurotransmisores, tales como la noradrenalina, en la unién neuromuscular. La noradrenalina

incrementaria la concentracién de Ca?* en la musculatura vascular por activacién de receptores que
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controlan la entrada de Ca?* desde el exterior celular o por la liberacién del Ca** almacenado en el
reticulo sarcopldsmico (Blaustein y Hamlyn, 1983). Mir y cols. (1988); Jansen y cols. (1993} han
mostrado que un factor aisiado a partir de cultivo de células hipotalimicas incrementa el efecto
vasoconstrictor de noradrenalina. Estos resultados han sido confirmados por otros autores (Hallaq y
Haupert, 1989; Jansen y cols., 1993; Meyer-Lehnert y cols., 1993) y, junto con los obtenidos en esta

Tesis, apoyan esta tiltima hipotesis.

6. HHIF E HIPERTENSION.

Un aumento de la reactividad vascular es una caracteristica comin en ciertas formas de
hipertension, bien como consecuencia de un aumento de la concentracion de Ca** citosélico en las
células de musculatura lisa, bien por hiperactividad de las terminales sindpticas de inervacién
muscular. La existencia de una alteracién en las concentraciones de Ca** citos6lico en musculatura
lisa vascular ha sido bien documentada (Blaustein y Hamlyn, 1983; Blaustein y Hamlyn, 1984,
Rasgado-Flores y cols., 1989) y relacionada con la inhibicién de la (Nat,K*)ATPasa (Blaustein,
1977a). Por otro Iado, una inhibicién de la bomba de Ca?* deberfa producir un incremento de la
concentracién de Ca®" en las terminales sindpticas que conducirfa a una hiperactividad sindptica, Los
resultados mostrados en esta Tesis apoyan la existencia de un factor endégeno que podrfa estar
implicado en el incremento de la concentracidn de Ca* en células de musculatura lisa y en un
aumento de la hiperactividad sindptica contribuyendo a mantener un tono aumentado de la musculatura

lisa vascular y de estar forma mantener la etiologfa de ciertas formas de hipertensién esencial.
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Conclisiones

L. Se ha purificado un factor inhibidor endégeno de (Na*,K*")ATPasa, no peptidico, de bajo peso
molecular, a partir de hip6fisis, hipotdlamo y glandula suprarrenal. El espectro de absorcidn y de

fluorescencia de HHIF sugieren la existencia de un anillo aromdtico en su estructura.

2. HHIF inhibe la actividad (Ca®* +Mg?*)ATPasa de la membrana plasmdtica sinaptosomal y del

reticulo sarcopldsmico, por un mecanismo no competitivo con el sustrato.

3. La dependencia de la actividad ATPasa de vesiculas del reticulo sarcopldsmico con la concentracion
de inhibidor es bifdsica, con una primera fase de activacién que se correlaciona con la pérdida de
acumulacién de Ca* por estas membranas y una segunda fase de inhibicidn a concentraciones mds

altas de inhibidor.

5. Ll efecto de HHIF sobre la actividad ATPasa es dependiente de la concentracién de membranas
en el medio de ensayo, lo cual sugiere cambios en la concentracién de inhibidor libre por adsorcién

a las membranas de sinaptosomas y reticulo sarcopldsmico.

6. Concentraciones de HHIF que inhiben la actividad (Ca**+Mg?*)ATPasa de estas membranas no
producen cambios apreciables en el pardmetro de orden de las mismas, Por tanto, la accidn de este
compuesto a nivel molecular no parece ser a nivel de alteraciones en el estado de fluidificacion de la

membrana plasmética de !a célula nerviosa y del reticulo sarcopldsmico.

7. HHIF altera los flujos de Ca?* a través de las vesfculas derivadas de la membrana plasmitica
sinaptosomal:

A. Inhibe el transporte de Ca** dependiente de ATP.

B. Aumenta la permeabilidad pasiva a Ca**,

C. Bstimula el influjo de Ca** via intercambiador Na*/Ca**,

8. HHIF aumenta la concentracién de Ca** intracelular en cultivo de células mesangiales, utilizadas

como modelo de células de musculatura lisa.
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9. HHIF podria desempefiar un importante papel en el control de la homeostasis celular del Ca**,
incrementando la concentracién de Ca*' intracelular tanto en las terminales sindplicas como en las
células de musculatura lisa. El aumento de Ca?" intracelular en sinaptosomas conduciria a un aumento

en la liberacidon de neurotransmisores.

10. La medulacién de la bomba de Ca?* por HHIF podrfa deberse a la interacci6n directa con sitios

hidrofébicos de la proteina, desorganizando el lipido anular.
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