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Introducción

l)urantelos últimos30 añossehan ido acumulandounaseriede observacionesexperimentales

que han llevado al concepto de la existenciade tina hormonanatriuréticacirculantecuyo mecanismo

de acción seria la inhibición de la bombade sodio de manerasimilar a un digitálico endógeno.En

1961 de Wardener postuló que el efecto natriurético asociadocon la expansiónde volumen

intravascularestaríamediadoporunasustanciahumoral.En unaseriede experimentosde circulación

cruzadaobservóque el plasmade animalessometidosa expansiónde volumenproducíaun marcado

aumentode la natriuresisen el animalsometidoa circulacióncruzada,Al estarcontroladalapresión

de perfusióny no habercambiosen los nivelescirculantesde íuineralocorticoidesla conclusiónfue

que, al menosen parte,el efectonatriuréticoestaríaproducidopor un factorhumoralcirculanteque

actuaríadirectamenteen la reabsorcióntubularde sodio sin afectar la hemodinámicarenal.

Estasobservacionesfueron confirmadasmedianteexperimentosmáscontroladosen los que

se evitabanlos cambiosen la composiciónplasmáticaproducidospor la infusión de suerosalino

(Bahíman y cols., 1967; Kaloyanidesy Azer, 1971>. Posteriormentediversosautores intentaron

confirmar mediantedistintas técnicas ¡u vitro que esta hipotética sustanciaactuaríainhibiendo

directamenteel transportede sodio en el túbulo renaly no a travésde cambioshemodinámicos,Para

ello seutilizaron tanto segmentosaisladosde túbulo renal (Fine y cok., 1976)comola mediciónde

cambiosen el transportede sodio activo en vejiga de sapo,que es consideradocomoun análogode

la nefronadistal humana(Bourgoigniey cols., 1971; Hauperty Sancho, 1979). Dc estamanerase

confirn2ó que distintosextractosde plasma,orina o tejidos con actividaddiurética¿avivo teníanun

efecto inhibidor del transportede sodio transepitelialy queestaalteracióndel transporteseasociaba

a una inhibición de la (Na~,K~) ATPasa(1-Iillyard y cols., 1976).

Respectoal origende esta hipotéticasustanciasepostuló el sistemanervioso centralcomo

sitio de producción.Estahipótesisestababasadaen experimentosen los quelesionesen la región

anteroventraldel tercer ventrículo cerebralpreveníanla aparición de hipertensiónmediadapor

expansióndevolumenen modelosanimales(Pamnaniy cois., 1981; Songu-Mizey cols., 1982).La

hipótesis formuladapor Haddy y Overbeek(1976) consistíaen que la apariciónde un inhibidor

circulantede (Na~,K~)ATPasaestaríarelacionadacon la patogénesisde estostipos de hipertensión,

lo cual explicaría las observacionesde una disminuciónde la actividad(Na4,K~)ATPasaen tejidos

de animalescon hipertensiónproducidapor expansiónde volumen (Haddy y Overbeck, 1976). Este

inhibidor modularíala reabsorcióntubular desodio y el tono de la musculaturavasculara travésde

la regulaciónde la actividadde la (NatK~) ATPasa.Estamodulacióndel tono vascular,segúnla

hipótesisde Blaustein,serealizaríaa travésde la inhibición de la bombade sodioque produciríaun
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Introducción

aumentodel calcio libre citosólico (Blaustein, 1977a; Rasgado-Floresy cols., 1989>.

1. INHIBIDORES FISIOLOGICOSDE LA (Na~,K~)ATPasa.

La expansiónagudadel volumenextracelularo la sobrecargadesodio cii sujetossanosinduce

la producciónde un inhibidor de la bombade sodio que provocaríala disminuciónde la reabsorción

renal de sodio, restableciendoel balancesódicoy pudiéndosedetectardichainhibiciónen plasmay

orina (de Wardenery MacOregor, 1980;MacOregory de Wardcner,1984; 1-habery Haupert, 1987;

Buckalewy Gruber, 1984; Buckalewy cols.,1987).La estrecharelaciónestablecidaentrela ingesta

de sodio e hipertensiónjunto con la demostraciónde una actividadanormalde (Na~,K~)ATPasay

un aumentodel sodio intracelularcii pacientescon hipertensiónarterial condujo a la hipótesisya

reseñada(Blaustein, 197’7a) de que en pacientescon hipertensiónesencialexistiríauna elevaciónde

sustanciascon acción semejantea glicósidoscardíacos(EndogenousDigitalis-Like Factor, EDLF).

Según esta hipótesis la elevada producción de un inhibidor de la bomba de sodio contribuiría

fundamentalmentea la elevaciónde la presiónarterial a travésde un aumentodel tono vascular.Este

aumentosería producido por un aumentode la entrada de Ca24 secundarioa la inhibición del

transportede sodio. Estahipótesisseba visto apoyadapor la observaciónde unacorrelaciónpositiva

entrenivelesde tensiónarterialy la concentraciónen plasmade nivelesde inhibidor (Hamlyny cois.,

1982; Postony cols., 1981; Moreth y cols., 1986. 1987; Poston, 1987; Cloix y cols., 1988>. En

apoyo del papel jugadopor esta o estas sustanciasEDLF tambiénestánlas observacionesde la

detecciónde un inhibidor de la bombade sodio en distintas situacionesde aumentode volumen

circulante como en la hipertensiónde embarazo,neonatos, insuficiencia renal crónicay cirrosis

hepática(Buckalew y Gruber, 1984; l-Iaddy y cols., 1987; Poston, 1990).

1.1. Distribución tisular.

Todos los compuestosendógenosinhibidoresde la bombade Na~ descritosen la actualidad

podríanserclasificadosen cuatrogrupossegúnSehoner(1991): A) glicósidoscardíacosendógenos,

B) factorhipotalámico,C) derivadosde ácidosgrasosinsaturadosy D) inhibidorespeptidicosdebajo

peso molecular. Hastael momentoexistiríandiferentescompuestosque, de acuerdocon los datos

obtenidos, podríandiferenciarseentreellospor algunacaracterísticabioquímicao biológica(Wechter

y Benaksas,1990) (véaseApéndice1),

2



Introducción

1. ¡‘lasina y arma.

Debido a la hipótesisde que EDLF seria unahormonacirculante, y a las observacionesde

ciertos autoresque detectabanactividadinhibidoraen plasma(Devyneky cols., 1984b; Hamlyn y

cols., 1980; Buckalew y cols., 1987; de Wardenery cols,, 1987), muchosgruposhan intentado

purificar la hormonaa partir de plasíuahumanoo animal. Sin embargo,la existenciade diversas

sustanciasplasmáticasno específicascon actividad inhibidora ha dificultado enormementela

identificacióny el aislamientodel EDLF. Así, en situacionesde expansiónde volumenseliberan

ácidosgrasoslibres con actividad inhibidora sobrela bombade sodio. De ahí quevarios grupos,en

su intentode purificaciónde EDLF a partir de plasmallegaranal aislamientode ácidosgrasoslibres

como oleico y linoleico (Tamuray cols., 1985, 1987; Kelly y cols., 1986; Vasdevy cols., 1989).

Las concentracionesplasmáticaspuedenserestimadasa partir desuactividadenensayosbiológicos,

como la inhibición de captaciónde 86Rb~ en hematíeso el desplazamientode 31-I-ouabainade su

receptoren la bombacíe sodio, Las estimacionesbasadascii estosensayosson de unos20-100pM

de equivalentesdeouabaínaenplasmadesujetosnormales(Coto y cols.,1988a)siendolas concentra-

cionesterapéuticasde digoxina en plasmaen el rangode 1-2 nM. Existengrandesvariacionesde las

concentracionesde EDLF descritasen plasmadebido fundamentalmentea las distintas técnicas

utilizadas,especialmentecuandoseutiliza la reaccióncruzadacon anticuerposanti-digoxina,debido

a que esta valoraciónsobreestimaríala detenninaciónpor la reaccióncruzadade otros factores

inespecíficos.Así, se han descritoconcentracionesde hasta80 nM (Devyncky cols., 1984a; Moreth

y cols., 1987).La utilidad de estasdeterminacionesen plasmaintacto o parcialmentepurificado está

basada,másqueen valoresabsolutos,en la observaciónde cambiosrelativos en la concentraciónde

EDLF ante distintas condicionesfisiológicas o en diferentessituacionespatológicas.Así, se han

encontradoaumentosen la concentraciónrelativade EDLF con expansiónde volumen(Kaloyanides

y Azer, 1971; Pamnaniy cols.; 1989; Inagami y Taniura, 1987), en hipertensión (l-Iamlyn y cok.,

1982; Buckalewy Gruber, 1984; de Wardener,1990),embarazo(Poston, 1990; Gravesy Williams,

1984), neonatos(Montali y cols., 1991) o situacionesde descompesacióncorno la cirrosis hepática

(Naomi y cols., 1991).

1.a. EDLF similar a ouaba/na.

RecientementeHa¡nlyn (1989, 1991b)ha descritola completapurificacióny caracterización

deun compuesto,aparentementeidéntico a onabaina,a partir del plasmahumano.A partirdel plasma

de sujetos normalesy mediantemúltiples pasoscromuatográficoslogró purificar unasustanciaque

posee las mismas característicascromatográficasde retención que ouabalnaen cuatro sistemas

3



Introducción

distintos. Estecompuestopurificado presentareaccióncruzadacon anticuerposanti-ouabaínay un

pesomolecularidénticomedidoporespectiometríade masascon FAB, ademásde otrascaracterísticas

químicascomo la derivatizacióncon acidoacéticoanhidro.Estabilizala conformaciónE2P delenzima

de forma análogaa la ouabaína.Ya que la ouabainano es activapor vía oral, la posibilidadde que

estehallazgoseaconsecuenciade contaminacióndietéticapuedeserdesechada.Los autoresllegan

a la conclusióndequeen plasmahumanoexisteunamoléculanatural idénticaa ouabainaaunqueno

se ha descartadola posibilidad de que se trate de un isómerode la misma. Los niveles de esta

sustanciaen humanosnormotensoses de 138 ±43 pmol/l. Su sitio de producciónpodría serla

glándulasuprarrenalya quese hanencontradoaltas concentracionesen extractostisularesde esta

glándulaen ratas,y la adrenalectomíadisminuyelos nivelesplasmáticos, mientrasquela nefrectomía

unilateral o el tratamientocon DOCA los eleva.Respectoal significado fisiológico de estaouabaína

endógenahay que teneren cuentaque en preparacionesaisladasde aurículay anillos aórticosde

cobayasu efectoes igual al deouabainade origenvegetalaunqueel efectocardiotónicoy vasotónico

necesitaconcentracionessuperiores(80 - 170 nM). Por otra parte la concentraciónde ouabaina

medida por radioimmunoensayose reduce,al igual que la tensiónarterialdespuésde la extirpación

de adenomasen pacientescon hiperaldosteronismoprimario (Masugi y cols., 1988).

Coto y cols. (1988a, 1988b) han aisladoa partir de plasma y de orina un inhibidor que

desplaza
31-I-ouabaínadesu sitio deunióneneritrocitosy esreconocidoporanticuerposanti-ouabaína,

lo cualsugierequeestecomponentetendríaunaestructuraesteroideasimilar a ouabalna(Cotoy cok.,

1989a, 1992). El inhibidor aislado a partir de orina incrementala concentraciónlibre de calcio

intracelularen cultivo de célulasde músculo liso vascularde rata (Coto y cols., 1988c, 198%).

lb. BOtEsimilar a digoxina.

Sustanciasde característicassimilares a digoxina y con marcadareacción cruzadacon

anticuerposanti-digoxinahan sido parcialmentepurificadas a partir del plasma.El factor EDLF

descritopor Cloix y cols.(1984, 1985, 1986, 1987) ha sido purificadoa partir de orinay encontrado

en plasma.Pareceser un aminoglicósidocon un grupo carboxilo y tres gruposmetilos queactuaría

de manerasimilar a la digoxina de origen vegetalaunquedifiere de ella en que inhibiría la Mg2~-

ATPasay Ca2~-ATPasade mierosomnasde cerebrode conejoy no tendríaactividadkaliurétieaen

bioensayos.

Coto y cols. (1990, 1993) han descritola purificaciónde un compuestocon características

idénticas a digoxina. Este compuestoaislado a partir de orina humana tiene una movilidad

cromatográficaidénticaa la digoxinade origenvegetaly por espectronletríade masascon FAB tiene

un pesomolecularigual y un espectroidénticoenresonanciamagnéticanuclear(RMN>. Suconcentra-
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ción en plasmasería de 10-50 pM, o seamuy inferior a los nivelesterapéuticosde digoxina. Este

factor es incapazde aumentarla concentraciónde calcio libre en cultivo de célulasde músculoliso

vascularderata(Gotoy cols., 1989b). De acuerdocon los trabajosde Valdesestadigoxinaendógena

seríatambiénproducidaen la glándulasuprarrenal(Shaildi y cols,, 1991). Estegrupoha purificado

a partir de cortezasuprarrenalbovina una sustanciade similar pesomolecularal de la digoxina de

origen vegetal,que en I-IPLC es ligeramentemás hidrofóbica,y quepresentaunaabsorciónmáxima

de UV de 215 nm, siendo la de los glicósidoscardíacosde 220 nm. La composiciónsería una

agliconade 390 Da y varios residuosde azúcares.Su concentraciónen plasmaseríade 728 nM y

tambiénestaríapresenteen extractosde otros tejidoscomo hígado,riñón y cerebro,

j.c. Otros.

Además de los compuestosya descritos existen otras sustanciasEDLF parcialmente

purificadasdel plasmaque tendríancaracterísticasdistintasa las anteriores,Huckalewha aisladouna

sustanciaa partir deplasmade perro con expansiónde volumen(Grubery cols., 1980; Buckalewy

Gruber, 1987; Rauchy Buckalew, 1988). Estasustanciadenominadaendoxinano esun péptido,ni

un esteroide,ni tampocotiene característicaslipídicas. Interaccionacon la conformaciónE2 de la

(Na,K~)ATPasay su estructuraquímica no es conocida. Kelly y cols. (1985, 1986) a partir de

plasmanormal humanoaislarontres fraccionesactivasde EDLF comprobandoque dos de ellas eran

ácidosgrasosno saturados.La tercerafracción es unasustanciano proteicacon una absorciónUY

entre210 y 260. Tamnura(1985,1987>tambiénaislé ácidosgrasosinsaturadosa partir del plasniade

cerdosometidoa expansiónagudade volumen.Postony cok. (1989) hanpurificado EDLF a partir

de suerode cordónumbilical en reciénnacidosutilizando el transportede sodio sensiblea ouabaína

en leucocitoscomobioensayo,siendosuestructuradesconocida,aunqueseha descartadoqueseaun

péptido(Morris y cols., 1988). El grupode Diamandis(1985)tambiénhapurificadoparcialmenteuna

sustanciaEDLF a partirde suerode cordónumbilicalcuyaaccióninhibidorade ¡a captaciónde ~Rb

seexplicaríaenpartepor las concentracionesde progesteronaenlos extractos.Kramery cols. (1986,

1991) han descrito la presenciaen plasmade unasustancia,posteriormentecaracterizadaen orina,

que pareceser un péptido de pesomolecularmenorde 1000 Da que tiene actividad natriurética¿a

vivo. Boschi y cols. (1990) han descritola presenciade EDLF en plasmay en su posteriorintento

de purificaciónhan identificadounasustancia,probablementepeptídica,deun pesomolecularmayor

de 1000 Da.
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2. Suprarrenal.

Debido a la alta concentraciónde sustanciascon reaccióncruzadacon anticuerposanti—

glicósidoscardíacosen extractosde glándulassuprarrenalesy a la posiblenaturalezaesteroideade

estefactor, este tejido lía sido consideradocomo posibleorigendel EDLF . Diversosgruposhan

intentadosu purificación a partir de este tejido. Ya hemosmencionadoen los apartados1 a. y 1.b.

sustanciasEDLF deposible origenadrenalo purificadasa partir de estetejido (Doris, 1992; Shaikh

y cols., 1991).Tamurae lnagami(1988, 1993)hanaisladorecientementeun compuestode bajo peso

molecular,menor de 350 Da, cuyaestructuraquímicaes aúndesconocida.Estecompuestono tiene

una absorción UY característica,tiene reacción cruzadacon anticuerposanti-ouabaínae inhibe

específicamentela bombade sodio, y su actividadno es afectadapor enzimasproteoliticosaunque

sedestruyepor hidrólisis áciday alcalina.

Sehonery cols. (1993) han purificado a partir de glándula adrenal de cerdo mediante

sucesivospasosde cromatografíade afinidad y HPLC dos componentes, uno de ellos similar a

ouabaínaen cuantoal tiempode retencióncii HPLC y otro,cii menorproporción,y más hidrofóbico,

de lo cual deducenqueposiblementeexistamás de un factorsimilar a ouabaínaen mamíferos.

3. 1-lipotólamo-hipófisis.

Pamnani y cols. (1981> describieronen ratassometidasa expansiónde volúnien, que una

lesiónenla regiónAV3, disminuíael nivel de inhibidorde (Na’jKjATPasa.Extractosde hipotálamo

bovino fueronensayadosen membranade vejiga de sapo,tejido muy rico en bombasde sodio, para

medirla corrientedecortocircuito(CCC) enmicrocámarasespecialese ¿u vitro, con{Na~,K~)ATPasa

demédularenaldecerdo,mostrandoclaramentelapresenciade un factoro factoressin purificar, que

inhibíande forma reversibleambasactividades,

Alaghband-Zadehy cois. (1983) ensayarondiferentestejidos de rata y encontraronen el

extractode acetonadel hipotálamouna activaciónde la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasaseisveces

mayor que en el correspondienteextractode plasma,Estemismo grupo (Millet y cols., 1987) ha

aisladoun inhibidor de plasmahumanoy de rata y lo hancomparadocon el aisladode hipotálamo

de ratashipertensasOkamoto, El factor aisladopresentólas mismascaracteríasticasfísico-químicas

en los 3 tipos de tejidosconsiderados.Tan sólo dos grupos (Goto y cols,, 1989a; 1-lolland y cois.,

1991) lun verificado la identidadde un factor similar a digoxina aisladode hipotálamode rata y

bovino, con el previamenteaislado de plasmay orina humanos,pero su nivel de caracterización

estructurales aún escaso.
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Haupcrt y Sancho(1979) llevaron a cabo la purificaciónparcial de un compuestoEDLF a

partir cíe tejido hipotalamico.Extractosde acetona-éterfraccionadosen cromatografíade filtración

en gel inhibían el transportede sodio en preparacionesaisladasdc vejiga de sapo ( RufoMarinus

y la producciónde fósforo inorgánicopor <Na’,KjATPasarenal purificada. Ademásdesplazabaa
3H-ouabaínadesu receptor.Posteriormente,Haupert(1984, 1987, 1988b>ha estudiadoampliamente

las característicasde este factor parcialmentepurificado (Haber y Haupert, 1987>. Entre otras

característicaestefactoresresistentea proteasasy fosfolipasas,actúaen la superficieextracelularde

la membrana(Carilli y cols., 1985) aunqueatraviesalas membranasde liposomas(Anner y cois.,

1990). Inhibe la (Na~,K~)ATPasade formadosisdependientey reversible,conuna afinidadestimada

cíe K,= 1,4 nM, con requerimientosiónicos diferentesa los de ouabaínay vanadato,y pareceunirse

al enzimaen su conformaciónW• Recientementehan mostradoque esteinhibidor seríaun isómero

de la ouabaina(Tymiak y cols., 1993). En contrastecon los glicósidoscardíacos,inhibe la Ca2~-

ATPasade retículo endoplásmicoaunqueno la de membranaplasmática<Carilli y cols., 1985>.

Tambiénse ha descritosu efecto inotrópico (Hallaqy cols., 1989). De Wardenerha estuchadoun

factor purificado a partir de hipotálamo de rata, evidenciandoque la actividad inhibidora de la

(Na~,K~)ATPasaincrementacon el aumentode la ingesrade sodio (Millet y cois,, 1986, 1987;

Holland y cols,, 1991) Estematerial, parcialmentepurificado, induceun aumentoreversiblede la

actividadGÓPD (glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa),técnicacitoqulmicacuyascurvasdosisrespuesta

sonparalelasa las obtenidasinhibiendo (Na4,Kt)ATPasa.No absorbeen el UY y parecetenerun

pesomolecularmenorde 500Da.

Algunos autoreshan postuladoque el hipotálamo estaríaimplicado en el desarrollode la

hipertensiónexperimentaly en la inhibición de la bombade sodio. Songu-Mizey Bealer (1993)han

mostradoqueuna lesióndel tercerventrículoanteroventral(AV3V) reducela inhibicióndel transporte

de sodio y atenuael incrementoen la presiónsanguínea.La búsquedade un factor EDLF en el

sistemanerviosocentralseha extendidoal liquido cefalorraquideo(LCR). Se hademostradoen LCR

humanointactoun efecto inhibidor sobrela (Na~,K~)ATPasa(Halperiny cols,, 1983). Estefactor

tendríacaracterísticascompatiblescon unaestructurapeptidica<Halperin, 1989),su concentraciónen

LCR aumentaríacon expansióndel volumen intravascular(Halperiny cols., 1985> e inhibiría la

producciónde LCR al igual que la otiabainaexógena.

Con respectoa que la hipófisis seael lugarde origen del factor natriurético, las evidencias

son más escasas.Sin embargoya en 1974, se especulabacon el posiblepapel natriurético de las

neurofisinas(Robinsony cols., 1974),aunqueotros autoresatribuyenlos efectosnatriuréticosde los

extractosde los lóbulosposteriorescíe la pituitaria, observadosen modelosexperimentalesen ratas,
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a oxitocinay vasopresina(Quammey cols., 1976). Sin embargoal hipofisectomizarratasWistar, el

70% de la actividaddigoxino-miiuéticapresenteenplasma,desaparece(Pernollety cols., 1986; Bose

y cols., 1988). Encontrándosevalores de actividad digitálica para el tejido hipofisario muy altos

comparadoscon otros tejidos como cerebro, hipotálamo, corazóny riñón . Experimentosde

expansiónde volumencon suerosalino(Lichardus y Ponec, 1973> sugierenque un componentede

la cascadade la hormonanatriuréticapueda seralmacenadoen la hipófisis posterioro en la pars

intermedia. Seldakovay cols. (1974) han aisladode hipófisis posteriorbovina un tridecapéptido

natriuréticocuyasecuenciadeaminoácidossecorrespondecon los 13 primerosresiduosde la ACTH.

4. Cultivoscobijares.

El grupode Mir, al estudiarla presenciade EDLF en hipotálamo, adoptóla estrategiade

estudiar cultivos de células hipotalámicas, eliminando así las interferenciasde fosfolipidos y

neurotransmisorespresentesen altas concentracionesen extractostisulares(Mir y cols., 1987).Con

estemodelo estegrupoha demostradola liberaciónenel medio de cultivo de célulashipotalámicas

fetalesde unasustanciaEDLF. Estasustanciaesdestruidapor enzimasproteolíticasy por hidrólisis

ácida, sugiriendouna estructurapeptídica(Morgan y cols., 1985>.

5. Otros,

Paraexplicarla hipótesisde la presenciaen organismossuperioresde un inhibidor endógeno

de la (Na~,K’jATPasa, tambiénse ha postuladoe] efecto reguladorde sustanciasya conocidas.

Existen derivados de la progesteronaque interaccionancon el receptor para glicósidos de la

(Na~,K~)ATPasaproduciendouna inhibición ¿a vitro, siendo, por tanto candidatosa inhibidores

endógenosde la bomba de sodio. Vasdevy cols. (1985> han aisladode plasmahumanosulfato de

dehidroepiandrosterona(DHEAS). El grupode Laflella ha sintetizadoun derivado3-8-O-glucósido

de la 14-13-01-1-Progesterona,gime ademásde interaccionarcon el receptordigitálico, tieneun efecto

inotrópico positivo sobre musculaturacardíacade perro (Laflella y cols., 1985>. Estos autores

postulanque, a través de dos pasosenzimáticos, la progesteronaendógenapodría adoptar la

configuraciónno planarde estecompuestoy actuar como un digitálico endógeno.

Otroscandidatosa estafunción seríanlos derivadosde ácidosgrasosinsaturados,Ya liemos

mencionadoque diversasbúsquedasde una moléculacon actividad EDLF han resultadoen la

purificación de ácidosgrasosinsaturados(Tamura y cols., 1985; Kelly y cols,, 1986) aunquelas

concentracionesnecesariasparaproducirinhibición de la bomba de sodio son tan elevadasque su
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papelcomoreguladoresfisiológicoses muy dudoso.Los derivadosdel acidoaraquidónicosintetizados

vía el sistemacitocromoP450 han siclo reciemitementefoco de atencióncorno posibles reguladores

endógenosde la (NatK’)ATPasa(Escalantey cols., 1993). La función de estos derivadosen el

control cíe la presiónarterial no estáaclarada,Su concentraciónestá aumentadaen la hipertensión

arterial aunqueestánconsideradoscomo vasodilatadores,acciómm contrariaa la de sustanciascori

actividadEDLF.

Fagoo y Godfraind (1985) han aislado un inhibidor de la bomba de sodio llamado

cardiogfimina a partir de diferentestejidos animalesy estosautorespostulanque podríatratarsede

un compuestode la familia de los Ugnanos (Fagooy cols., 1986). Estoscompímestosderivadosde

plantashan sido identificadosen orina de mamíferos(Stiteh y cols., 1980),siendoel mayoritariola

emiterolactona.

1.2. Estri¡ctrmraquímica.

No existe, porel momento,unanimidada la horade establecerla naturalezadel inhibidor o

inhibidores endógenosde la bombade sodio. A causade la gran similitud entre los efectosdel

inhibidor endógenodel transportede sodio y la acciónde los digitálicos en el organismo,algunos

autores(Cloix y cols., 1985; LaBellay cols., 1985)hansugeridola posiblenaturalezaesteroideadel

factor. Por otro lado autorescomno Kramer y cols. (1985> han apoyadola naturalezapeptidicadel

inhibidor, aisladode orimía desujetossomuetidosa sobrecargade sodio.

I-lamlyn y cols., 1991b han aisladoa partir de plasrnahumanoun factor que estructural,

biológicae inmnímnológicamentees indistinguiblede ouabaina,

De los gruposque utilizan el tejidohipotalárnicocomo fuentede aislamniento(I-lauperty cols.,

1984; Akagawa, 1984; Morgany cols., 1985), los hay queapoyanla naturalezapeptídicadel mismo,

basándoseen su naturalezazwiterónicay su sensibilidada diferentesenzimasproteoliticas(Akagawa,

1984; Morgan y cols., 1985). Otros autores(Haupert y cols., 1984; Millet y cols., 1987) hami

comistatadosucarácterno peptidicoal comuprobarsu resistenciaa hidrólisis ácida(Millet y cols,, 1987;

1-habery I-laupert, 1987). Recientementealgunosgruposhanaisladoun compuestoqueesun isómero

de la ouabaina(Tynmiak y cols., 1993>.

Algunos <latos conccrmíientesa su estructuraquimnica coincidenentre los diferentesgrupos.

El bajo peso molecular (500-1000Da) , sim caráctertermoestable,la desapariciónde su efecto

inhibidor al ser sometidoa reduccióna cenizas,su semisibilidad a hidrólisisbásica(Akagawa, 1984;

Morgany cols., 1985; Millet y cols., 1987; Habery I-Iaupert, 1987).
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Inclusoexistengruposque apoyamíqueexistandos formas molecularesdel inhibidor, una no

pcptídicade bajo peso moleculary otra de mayor tamaño,sensiblea la hidrólisis ácida (Coggins y
cols., 1987). Lo queotros gruposinterpretancomo forma libre del inhibidor y forma asociadaa una

proteína(Montali y cols., 1987>.

2. RELACION ENTRE EDLF, ALTERACIONES DEL TRANSPORTEDE MEMBRANA E

HIPERTENSION.

Alteraciones en la homneostasisde Na~ y Ca2~ son posiblementela base del proceso

vasoconstrictorqueprovocalaelevaciónen la presiónarterialcaracterísticade la hipertemísiónesencial

(Poston, 1987; Haupert, 1988a;Aviv y Laskcr, 1990; Marín, 1993).

La hipótesisdescritaanteriormenteque relaciomíala existenciade un inhibidor de la bomba

dc sodio con la iniciación y el mantenimientodel mecanismolíipertensivo está basadaen tres

fenómenos fisiológicos bien documentadosque aparecendurante la expansiónde volumuen en

mamníferos.Estossomí: la inhibiciómí del transportede sodiomuediadoporla presenciade unaactividad

inhibidoraen plasma,la inducciónde natriuresisy el aumentode la reactividadvascular.Segúnesta

teoríaestostres fenómenosestaríanproducidospor un único agentecomúnqueseríade un inhibidor

emídógenode la (Na’ ,K~)ATPasaque se liberarlaanteel estímulode la sobrecargade volumen.

Porotro lado,se hapropuestoquecambiosen la concentraciónde Ca2~ intracelular([Ca2~]
1>,

como consecuenciade una alteraciómien el transportea través de la membranacelular, causarían

directamnenteun aumentode la contracciónarterialcaracterísticade la hipertensión(Postnovy Orlov,

1984; l-lermsmeyer,1987).

Comí las recientesevidencias de que la hipertensiónrio está siemnpre asociadacon un

incrementocmi la [Na], (Alkajaer y cols., 1985) y del papel central quejuega el calcio (Bhihíer y

cols,, 1984),parecerazonablesugerirqueel objetivo de la investigaciónsobrehipertensióndebería

ser trasladadoal estudiode la regulacióndel Ca
2~ intracelular.

3. HOMEOSTASISCELULAR DEL Ca2~.

La comícemítraciónde Ca2’ libre intracelularsemantienedentrodel rango 10~a 10 ~M frente

a 10 ~M en el fluido extracelular.El transporteactivo de calcio contraun gradienteelectroquímico

a travésde la mnembranaplasmáticajuntocon los sistemasde transporteintracelularesjueganun papel

esemícial en el níantemíimientode estabajaconcentraciónde Ca2d libre (DiPolo y Ecaugé,1980). A

largo plazo, la salidade Ca2’ a travésde la membranaplasmáticaes el únicoprocesono limitado que
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permiteeliminar el Ca2 intracelular.

Puestoqueun gran numerode hormuonas,neurotrarxsnmisoresy otrosestímnimloscelularesson

responsablesde causarun incrementoen la velocidadde entradade calcio a travésde la membrana

plasmática(Michelí, 1979),así corno debidoal papelde esteión enmuchosprocesoscelulares,entre

ellos el controlde la excitabilidadneuronaly liberación de neurotransmisores(Akermmmany Nicholís,

1983), y en el control de la contracción y relajaciónmuscular(Hasselbach,1964) existeun gran

interésen cl mecanismopor el quese alcanzaestecambio en la concentraciónde Ca2~ y tambiénen

el procesopor el cual el calcio es transportadoa través de la memnbranaplasmáticaen ausenciade

estímuloextracelular.

Ca2~

[ca]

‘VI-

CITOPLASMA

EXTERIOR

Esquemna1, Esquemade los muccanismosimplicadosen la regulacióndel Ca2~ intracelular.Mit: mitocondria,
RE: retículo endoplásmico.

Algunos de los procesosimplicados en la regulación de las concentracionesde Ca2~

intracelular(Regay Garraban,1986; Carafoll, 1987; Blaustein, 1988> incluyen: (1) la uniónde Ca2~

a proteínasde memubranao proteínascitosólicas con una alta afinidad por Ca2~, que incluyen

calmodulina (CM), parvalbúmnina,y una proteína que une calcio, dependientede la vitamina D

MIT
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(calbimidina), (2) captaciónde Ca2’ por orgánulos intracelularesque secuestramiCa24: el retículo

endoplásmnicoliso, mitocondriasy vesículassinópticas, y (3) tramisporte de Ca2’ a través de la

membranaplasmuática

4. TRANSPORTE DE Ca2t A TRAVES DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA.

El aumentode la concemitraciónde Ca2F intracelularen células excitablesprovienede la

entradade calcio vía canalesdependientesde voltajeque se abrenen respuestaa la despolarización

de la membranao por liberaciómi de Ca2~ de los almacenesintracelularessensiblesa Ca2t o IP
3

(Pandiellay cols., 1989).

Las células disponen de dos mnecanismuos paralelos e independientesen su membrana

plasmuática para el transporte de Ca
2-’-: una bomba de Ca2t dependiente de ATP

((Ca2’ 1-Mg2’)ATPasa) y un sistemade intercambio Na~/Ca2~ (ausenteen eritrocitos mnaduros>

dependientedel gradienteelectroquimuicode Na’ generadopor la (NatKt)ATPasa.En eritrocitos

humanosdebidoa la falta deesteúltimo sistema,la comicentraciónde Ca2~ intracelulares mantenida

solamentepor la bombade Ca2~(Lew y cols., 1982), por el contrario la salidade Ca2t en células

neuronaleses casi enteramentedependiemitede umí mecanismode intercambioNa+/Ca2t (Blaustein,

1988; DiPolo y Beangé,1990).Estesistemapuedepromoverla entradade Ca2’ cuandoel gradiente

de concentracióndc Na1 es reducidoo la membranadespolarizada.

Diferentesestudiosapoyanla conclusiónde que los dosmuecanismosexistenen la membrana

plasmáticade las célulasexcitables.Estos dos mecanismuoscoexistenen una misma población de

vesículasde muembranaplasmuáticasinaptosomal(Gilí y cols., 1981), junto a canalesde Nat y a la

bombade Nat dependientede ATP (Gilí, 1982).

La actividad(Ca2’ +Mg2’jATPasaestábien documentadaen variasfraccionessubcelulares

de cerebro(Rahan2imoffy Abramnovitz, 1978)y en la memnbranaplasmáticasinaptosotual(Sorensen

y Mahíer, 1981).Además,un mecanismode extrusiónde Ca2Fdependientede ATP en la membrana

plasmáticadel axónde calamarha sido caracterizadopor DiPolo (1978>. Estamembranacontienelos

dos mecanismosde transporteque segúnGilí y cols. (1981) coexistenen la membranaplasmática

sinaptosomal.Se lía mostradoque la membranaplasmáticade la célulamuscularcontieneun sistema

de intercambio Naí/Ca2t muy similar al encontradoen vesículasde memnbranaderivadas de

sinaptosomas(Reevesy Sutko, 1979) y que tambiéncontieneun mecanismode transportede Ca2t

(Caroni y Carafoli, 1980).

Igual que cl intercambioNa~/Ca21 (Bersohny cols., 1991) el procesode transporteactivo
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de Ca2 es muy dependientede la temuperattmray de la composiciáil ~O[UCfl del medio externo(Gilí s’
cols., 1981).

4.1. ImitercanibioNa~/Ca2’.

13s particularmenteactivo en membranaplasmáticade células excilables(Blaustein, 1988;

DiPolo y Beaugé,1990)aunquetambiénestápresenteencélulasno excitablescomocélulasepiteliales

y en tejido endocrino(Leey cols., 1980).

Estesistematieneuna afimmidadmásbajaparaCa2~ (Ko. = 0,5—1.0¡cNl) íue la bombade Ca2’

perouna capacidadmayor de transporte(l3laustein, 197%; Sancliez-.ArIiiaSS y l3laustein, 1981).

El intercambiadorNalCa2 es electrogénicocon una estequLOIflOtríden la mayorpartetic las

célulasde 3Na~ por cadaCa2 (Reeves,1991),y bajocondicioneshsiológiciis la direccióndel flujo

de Ca2 es moduladapor el potencialde membranay por el gradientede concentraciónde Ha’ y de

Ca2~ a través de la membrana(Carafoli, 1987). Este sistema de transportees dcpendienwdel

gradienteelectroquímicode Na~ generadopor la bombade Nah. Puedemuisporíar0mW a travesdc

la membranasinápticaen las dosdireccionesdependiendode la direcciónhacia la que estéorientado

el gradientede Na~ (Gilí y cols.,1984).

Es tambiénreguladopor la concentraciónde Ca2’ imitracelular. [Ctd 1~ esuimimiael influjo de

calcio dependientedel Na’~. El significado fisiológico de estamodulación por el Ca’’~ estáen estos

momentosen estudio.La emítradade calcioa travésde los canalesdependientesde volíaje(incremento

en la [Ca2~],)podríacontribuir a favorecer la entradade Ca2~ a travésdel intercambio NalCa2

(DiPolo y Beaugé,1990>.

El intercambioNa~/Ca2’ es distinto de los canalesde Na porqtmetetrodotoxínano lo inhibe

(Gilí y cols.,1981)pero es específicamenteinhibido por agentesque disipancl gradientede Na

(muonensinay veratridina),Consistentemente,la adiciónal medio externocíe cationesmonovalentes

(Na~ y Lii) disminuyela captacióndeCa2~. El Li~ puedeimihibir el procesopor competicióncon el

Na~ por los mismos centrosdc unión. Los lantánidos inhiben aproxi¡nadamenwen un 50% cl

intercambioNa~/Ca2~a unaconcentracióndel t¿M. Estainhibición esconípetiuivay seproduce¡auto

parala salidacomo la entradade Ca2~ con valoresde K
1 similares en amboscasos(Rahami¡no[T y

Spanier,1984).

4.2. Bomba<le Ca
2~ dependiente<le ATP.

La afinidad para Ca2~ligeramentemás alta de la bomnbade Ca2’ puedesugerir su mayor

importanciaen el mantenimientode bajos nivelesde Ca2’ libre CII condicionescíe reposodentro<leí

citosol sináptico,mientrasque la mayorcapacidadde transportey ligeraunenwmás bajaafinidaddel
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intercambioNa/Ca2’ puedeimídicarqueestemecanismotemídríamás relevanciaparareducir los altos

nivelesde Ca2* (lurante la activacióneléctrica(GilI y cols., 1984; Sanchez—Armass,1987; Blaimstcin,

1988).

Una actividad que requiere Mg2 a comícentracionesrelativamnente altas y Ca21 a

concentracionessubmicromolares,actividad (Ca21+ Mg2jATPasa, originalmente descrita en

eritrocitos, está presentecmi miumnerosasmembranasplasmáticasincluyendo sinaptosomas(Gilí y

cols.,1981),adipocitos(Pershadsinghy McDonal,1980),sarcolema(Caroni y Carafoli, 1980) y

célulasmuusculares(Wuytack y cols., 1981). La identificación de estesistemade transportede Ca2~

dependientede ATP en diferentestipos de célulassugiereque puedeserel principal ¡necanismnodel

quedisponela célulacmi reposoparaelimuinarCa24 a través de la muembranaplasmática.Un sistema

simnilar con diferentespropiedadesestápresenteen el retículo sarcoplásmicocomo describiremos

posteriormente.

La ATPasa dependientede Mg2~ y estimuladapor Ca2~ en fracciones de membrana

sinaptosonmales unaenzimade alta afinidadhacia0a2 comí valoresde K~, en el rangosubmicroníolar

(Javorsy cols, 1981; Sorenseny Mahíer, 1981; Michaelis y cols., 1983; Gilí y cols.,1981).

Existemíen la bibliografía numerososdatos<le distintosautoresacercade la estimulaciónpor

calnmodulina (CM) de la actividad (Ca2~+ Mgm’)ATPasa de membranaplasmáticasinaptosomal

(Sorenseny Mahíer, 1981; I-Iaki¡u y cols.,1982)y de eritrocitos(Regay Garrahan,1986). Si bien

el efecto estimuladorde CM es un hechoprobado,existenenla literaturagrandesvariacionesacerca

de la magnituddel efecto. La ATPasade cerebroes menos fuertementeactivadapor CM que lo es

la de eritrocitos (I-Iakim y cols., 1982; Sorenseny Mahíer, 1981>. Estas variacionespuedenser

debidasa que en el cerebroexistenaltasconcentracionesde proteínascapacesdeunir CM (Sorensen

y Mahíer, 1981). Otra posibleexplicaciónpuedeserque fosfatidilserinapuedesustituira CM an la

activaciónde la (Ca2’ -I-Mg2’)ATPasa(Niggli y cols.,1981).

La (Ca2 +Mg2)ATPasapurificadade membranaplasmáticasinaptosomnal(Hakim y cols.,

1982) tiene un peso molecular entre 138 y 150 KDa calculado por electroforesisen geles de

poliacrilamida/SDS,siendoestesimilar al de la Ca2~-ATPasade muembranaplasmáticade eritrocitos

y sarcolema(Carafoli, 1991b).

La (Ca2 +Mg2’jATPasa pertenecea la claseP-ATPasassensiblesa vanadato,segúnla

clasificación de Pederseny Carafoli (1987), dentro de las cuales tamnbién se incluye la

(Ca2~+ Mg21)ATPasadc retículosarcoplásmicoy la (Na~,K~)ATPasa.Esestimulada,como yahemos

mencionado,por calmodulinay por diferentestratamientos,comola presencia<le fosfolipidosácidos,

proteasas,fosforilación por proteínasquinasasA o C y autoasociaciónpara formar dímeros u

oligómeros(Wuytack y Raeymaclcers,1992>.
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42.1. Estrtmctura.

La estructuraprimariade la bombade Ca2F de la memnbranaplasmáticaeradeducidaen 1988

por Shull y Greeba partir del ADNC aisladode cerebrode rata y por Veriua y cols., de teratoma

humano,La bombade Ca2’ es unasóla cadenapolipeptídicade un pesomolecularde aprox. 134

KDa, productode umia familia muultigénica: 4 geneshan sido encontradosen humanos,y han sido

asignadosa los cromosomnas1,3 y 12. Isoformasadicionalesseoriginana travésde umm procesamiento

alternativodel ARN’,,. Seha sugeridoquehay al menos4 isoformas(Carafoli, 199 Ib). La secuencia

en todasellas estáconservadaexceptoen la región C-terminal.

E

•coom

Esquemna1. Modelo de
la cstrtmctura sectmndaria
de la bomuba de Ca2’ de
la muembrana plasmática
(Wang y cols., 1992).

El perfil de hidrofobicidaddela secuenciaprimaria de estaproteína,así como la homología

con la bomba de Ca2’ de RS permitepredecir la existenciade 10 a-hélices transmembranales

(Carafoli, 1991b; Wangy cok,>1992), la localizaciónde los extremosN- y C- terminalescmi la parte

citoplasmáticay tres grandesdomimiios queseorientanhaciala caracitosólica,el primeroconectalas

hélices transmuembramiales2 y 3 y contienea-hélicey hoja plegadafi (aprox. 170 residuos>, el

segundodominio (aprox. 400 residuos)rico en hoja plegada¡3 está localizado entre las posibles

hélices transmembranales4 y 5. Estedominio contiemie el sitio catalítico,con un residuo aspártico

muy conservadoen todas las ATPasasque forma el intermediario fosforilado (EP), una lisina

implicada en la unión del ATP y unaprolina en la posiciónbisagra.

InI.

File apa
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A pesarde ciertassimulitudescon la bombadeCa2~ del RS (BrandI y cols., 1986) ,la Ca2’-

ATPasade muemubranaplasmáticapresentadosdomuinios (A y B) que limitan un dominio básico(C)

cercadel extremno C-termimial dondeestaríalocalizadoel sitio de unión de CM (aprox. 25 residuos

básicos),y un domuinio altamentecargadoD (el cual puedeserdividido en un corto domninio ácido

Dm seguidopor un dominio básico D
2) en el primer lazo citosólico dondeestaríalocalizadoel sitio

de unión de los fosfolípidosácidos.

¡-lan siclo identificadas3 isoformasde la Ca
21-ATPasaen cerebrode rata y 2 en eritrocitos

humamios, que representam al menos 4 diferentes productosgénicos (PMCAI-4). El ARN,~ que

codifica PMCAI está presenteen todos los tejidos, mientras que el de PMCA2 y PMCA3 es

restringidoa cerebroy n~úsculoesquelético,respectivamnemite.Los eritrocitos humanoscontienen

isoformuasPMCAI y PMCA4 (Wang y cols., 1992; Wuytacky Raeymaeker,1992).

Las isoformuas de la bombano muestranvariacionesen los dominios conservadosde las

ATPasastipo-P, que sonlos queseencuentranalrededordel sitio activo. La diversidadconciernea

los dominios reguladores,por ejemplo,el procesamientoaltermiativodel ARN~ puedeeliminar el

dominio fosforiladopor la proteínaquinasaA o insertardomniniosentrelos subdominiosA y 13 del

sitio de unión de CM.

4.2.2, Actividad,

La (Ca2~+Mg2’)ATPasa pertenece a las ATPasas tipo E
1/E2, con dos estados

conformuacionalesE, y E2, que se imiterconviertenduranteel ciclo catalítico y muestrandiferentes

afinidadesa Ca
2’ (Regay Garraban,1986)(véaseesquema)

AP Mg2’ Ca2~ Mg2~ ADP

t 4
E

1 ‘-‘~P
E~—ATP

~~~~2+Ca

22N

‘

Esquema3, Ciclo catalíticode la bomubade Ca
2~ de la membranaplasmática.
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En el transportede Ca2 unacomiformaciónde la enzima(Em) con alta afinidad por Ca~ es

fosfomiladapor ATP en un residuoaspárticoparaformar el intem~mediariofosforiladoCa2~EP. Este

sufreun cambioconfommuacionala Ca2’ ~P, con umía bajaafimíidad por Ca2’ .y el Ca2’ es liberado al

exteriorde la célula,por un mecanismono del todo conocido(de Meis y Vianna, 1979).

En su formabasal, la enzimaexisteen un estadode bajaafinidad por Ca2’ (K
0,5(Ca)=4-20

¡xM) y enpresemiciade reguladoresfisiológicos increinentasu afinidad a0,2-0,7ttM. Es reguladapor

ATP a concentracionessubmilimuolares.La bomba transportaCa
24 con una estequiometríade 1

(Ca2’ :ATP) (al muenos emí liposotuas reconstituidos). Funciona predominantementede muodo

electroneutroen eritrocitos, pero puedeser electrogénicaen otras céltílas ineluyemído las células de

musculaturalisa vascular(Furukaway cols., 1988).

Poseeuna alta afinidad por Ca2’. El calcio juegaun doble papel regulador.Por un lado,

estimnulaestaactividada concentracionessubmicromnolary, por otro, produceunaeon2pletaimíhibición

en el rango submilimolar a milimolar (Sorenseny Mal3ler, 1981; Michaelis y cols., 1983). La

respuestabifásica de la enzima frentea la concentraciónde calcio pareceserun propiedadgeneral

de las bombasde Ca2’- de la membranaplasmuática(Regay Garraban,1986).

Vanadatoes un inhibidor relativamemíteespecificocon unaKm aparentede 0,5 ¡xM-2gM (Gilí

y cols., 1984, Michaelis y cols,, 1983). Por el contrario, la K
1 parala bombade Ca

2~ del retículo

sarcoplásmuicoes cíe 10 a 100 vecesmásalta, lo cual permitediferenciarambasactividades(O’Neal

y cols., 1979). La inhibición producidapor La3~ ha sido observadaen eritrocitos, adipocitosy

membranasináptica(Schatzmnanmíy Roelofsen,1977; Pershadsinghy McDonald, 1980; Sorenseny

Mahíer, 1981). La3’ no imíhibe la actividad ATPasabasaldependientede Mg2’ (Michaelis y cois,

1983),siendouna inhibiciónespecíficade la (Ca2~+Mg21jATPasaa la queen unaconcemítraciónde

50 ¿xM inhibe aprox. en un 80% (Micliaelis y cols., 1983),

La actividad(Ca2 +Mg2’)ATPasade sinaptosomnases insensiblea ouabaimíay oligomuicina

(Michaelis y cols.,1983).

5. ACTIVIDAD ADENOSINTRIFOSFATASAEN SINAPTOSOMAS.

La aplicaciónde métodosde fraccionamientocelularal sistemanerviosocentralha permitido

el aislamientode los sinaptosomascomo unidadestructuraly funcional. Estoshansido ampliamente

utilizados como modelo experimemítal para el estudio de la actividad (Ca2~+Mgm’)ATPasa de

membranaplasmática,acopladaal transportede Ca2~, y de los diferentessistemasde transporte

implicadosen la regulaciónde La homeostasiscelularde Ca’~ en las célulasnerviosas.

Sorensen y Mahíer(1981)han descritoenmembranasinápticade cortezacerebralde ratatres
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actividadesAlPasafuncionalmentedistinguiblespor su dependemíciade ionesmuetálicosdivalentesy

su respuesta a cationes monovalentes e inhibidores: Mg2~—ATPasa, Ca2’-ATPasa y

(Ca2 + Mg2)ATPasa,estaúltima se muamiifiestaen presenciade ambos iones comuo unaestimulaciómí

por Ca2’ por encimade la actividadmáxima medidaen presenciasolamentede Mg2’.

La actividad ATPasa dependiente de Mg2’ (Mg2~-ATPasa) parece exhibir algunas

característicasdescritasparala actividadelectrogénicaquetransportaprotonesasociadaconvesículas

que almuacenanneurotransmuisores(Tolí y I-Ioward, 1978). Otro posible origemí de esta actividad

enzimuáticapodría seruna ATPasadel tipo de la miosina o actomiosinao proteínasasociadasa

muicrotúbulos,unidasa la carainterna de la membranasináptica(White y cols., 1980). No obstante,

en estasmuerubranasexisteuna comicemítraciómimuy bajade miosimia, lo cual junto comí la respuestade

la enzima a algunos inhibidores específicos (Sorenseny Mahíer, 1981), como NEM, permite

considerarpoco probableuna contribuciónsignificativa de la actividad ATPasa de ¡niosimía o

actomiosina.La actividadrelativamentebaja asociadaa tubulinaen preparacionespurificadasde la

proteína (White y cols.,1980)haceqtme mio seaprobableunacontribuciónsustancialde estaactividad
24

a la membranasinaptosomal.Recientemnenteha sido descritoumi procesode eflujo activo de Mg a
travésde la muemubranaplasmáticade sinaptosomasdependientede ATP y que es imíhibido por altas

concentracionesdeNa4 citosólico(Zocearatoy Alexandre,1986).Es muy probableqime esteproceso

seamediadopor imna ATPasaquebombeeMg’.

La actividad ATPasadependientede Ca24, comí una baja afinidadpor Ca2~ , puedeen parte

reflejar la susceptibilidadde la enzima,asociadacon algunosgránulosalmnacenadores,deseractivada

por cualquiercatión, v.g. funcionar como una (Mg2~/Ca2~>ATPasa(Jones,1979).Sin embargo,la

ausenciade respuestade la actividadCa2~-ATPasaen membranasinápticaa algunosinhibidoresde

la actividadenzimuáticadependientede Mg2~, como DCCD o NBD-CI (Sorenseny Mahíer, 1981)

sugiereque las níembranassinápticascontienenunaactividadadicionaldependientesólode Ca2’. Esta

situación es similar a la descritapor Pershadsinghy McDonald (1980) emx membranaplasmáticade

adipocitosy por Verma y Penninston(1981) en cuerpolúteo . Una explicaciónalternativasugerida

por Sorenseny Mahíer(1981) esque en presenciade diferentesiones metálicosdivalentesla enzima

asume diferentes conformaciones,lo cual varia la accesibilidad de estos inhibidores altamente

específicos.Finalmente,lapresenciadeestaactividadasociadaa membranassinápticaspodríahallarse

relacionadacon su función de liberaciómíde neurotransnlisores,más quede captación.

EstasactividadesATPasatienensussitiosactivosorientadosexternamentey por tantopueden

serclasificadascomoectoenzimas(Nagy y cols,, 1986).La localizaciónexternade las ecto-ATPasas

sugiereque son diferentes de las ATPasaslocalizadasen la superficie interna de la membrana
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plasmnáticaimp! ica<las en funcionesde transportecelular.

La posible ftmnción fisiológica de las ecto—ATPasassinaptosonialno es conocida. Se ha

l)moptlesto(Nagyy cols., 1986)qime cl ATP liberadodesdeciertostipos celulares,comotermuinaciomies

preo postsinál)ticasseahidrolizadoproduciendoadenosina(Sorenseny Mahler, 1982>. Porparticipar

emi el control del míivel de ATP extracelularlas ecto-ATPasaspuedenafectara toda una seriede

sucesosen la membramía,comno cambios en la permneabilidado procesosde transporteactivosy

pasivos.Los muetabolitosde la hidrólisisdeATP extrasinaptosomaly La energíaliberadapodríanestar

implicadosen la regulaciónde la transmisiónnerviosa(Nagy y cols., 1986>.

2+

La actividad que requiere Mg2’ a concemitracionesrelativamente altas y Ca a

concentracionessubmicromolaresrepresentala contrapartidaenzimuáticade la bombade Ca2hpresente

en numnemosas membranas plasmáticas incluyendo sinapsis (0411 y cols.,1981), adipocitos

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

6. RETICULO SARCOPLASMICO: ESTRUCTURA, FUNCION Y COMPOSICION.

El retículo sarcoplásmico(RS> es el orgánulo suboelular encargado de controlar la

concemitraciómídel calcio emí el citosol de la célula muscular.Está formadopor numerosostúbulos

membranososlongitudinalesque sedisponende forma paralelaenvolviendoa cadamiofibrilla en la

célula muscular. Se comíecta comí la membramía plasmática de la célula muscular, denominada

sarcolemna,a travésde los llamadostúbulosT.

El retículo sarcoplásmicoestá directamenteimplicado en el control de la contracciómí y

relajaciónmuscular.En una fibra mntmscularen reposoel Ca2~ estáalmuacenadoen el interiordel RS.

El gradientede Ca2~ entre el interior y el exterior de las vesículasse mantienepor acciónde la

ATPasadependientede Ca2’, que borubea iomíes Ca2’ al interior del RS con consumode ATP

(2Ca2’/LATP). La llegadadeun potencialde acciónal músculo,provocaunaondade despolarización

que se transmitedesdeel sarcolemna,a través de los túbulos T, hastalas cisternasterminalesdel

retículosarcoplásmuicodondese producela liberacióndel Ca2’ al sarcoplasmaa travésde canalesde

Este flujo de salida de Ca2~ produceun incrementoen la concentracióndel ión en el

citoplasmay desencadenala contracciónmuscular(l-Iasselbach,1964; Ebashiy cols., 1969>.Cuando

el impulso nervioso cesa, los iones calcio son recaptadospor el RS por la acción de la ATPasa

dependientede Ca2’(MacLemínany cols,, 1976; Taday cols., 1978) y la célula muscularvuelveal

estadode reposo.
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Se handescritodiferentesproteínaslocalizadasenla membramiade RS, queestánrelacionadas

con la actividaddel transportede Ca2’. Entreestasproteínasse encuentranLa ATPasadependiente

de Ca2’; Es unode los sistemasde transporteprimariomejorcaracterizadosy constituyeel 60%-80%

(lnesi, 1972; l-lasselbach,1974)del total de proteínade estamembrana.Su ftmnción estárelacionada

con el mecanismode relajaciónmusculary consisteemi el transportede iones Ca2~ al interior de las

vesículasacopladoa la hidrólisis de ATP.

En el interior de las vesículasde RS estánpresentesdosproteínassolublesqueunen

(a) la calsecuestrina,esun proteínaextrínsecaqueselocalizaen el lumnemi vesicular(Meissner,1975),

tiene una gran capacidadparaunir Ca2’ y su peso molecular se encuentraentre44 y 65 KDa

(Meissnery cols,, 1973), y (b) una glicoproteinaque uneCa~ con alta afimiidad (Kd=2,S-4 ¡íM), con

un pesomolecularde 55 KDa y se localiza en la cara internadel RS (Stewardy cols., 1916).

En las cistermiastermninalesdel RS se localiza el canalde Ca21 sensiblea rianodina,su peso

molecularesde 450 KDa (Inui y cols., 1987)y estáimplicadoen la liberacióndel calcioalmacenado

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

6.1. (Ca2’ -1- Mg2’>ATPasa <le retícimio sarcop1~smicO.

La (Ca2’ +Mg2~)ATPasa está formada por una sóla cadena polipeptidica de 1001

aminoácidos,con un pesomolecularde 110 KDa (Brandi y cols,,1986,MacLennany cols., 1985>.

El perfil de hidrofobicidad de la secuenciaprimaria de esta proteínapermite predecir la

existenciade 10 a-hélicestransmembranalescon los extremosN- y C- terminallocalizadosen laparte

citoplasmáticay una gran cabeza globular rica en hoja plegada(3, constituida por dos grandes

secuenciashidrofílicasqueseorientanhaciala caracitosólica(Brandiy cols., 1986>. El sitio de unión

parael ATP, fosforilacióny el mecanismode transducciómiestaríanlocalizadosen estosdosdomninios

globulares citoplasmnáticos, mientras que la unión de Ca2’ estaría localizada en la región

transmembranal.Los estudiosde mutagénesisdirigida hanpermitido determinarla existenciade 6

residuosmnuy conservadosen la estructurade la ATPasalocalizadosen las posibles secuencias

transmnembranalesM,,M
5,M6 y M8 quepodríaformar partede un canal transniembranalparael paso

del calcio (Clarkey cols., 1989; Maclennan,1990, Anderseny cols., 1992).

La estructuracuaternariade la ATPasa,debidoa la dificultad paraobtemiercristalesen tres

dimensiones,es objeto de numuerososestudiosde baja resolución:digestiónproteolíticalimitada (Le

Maire y cols., 1990),utilización de anticuerposmonoclonales(Clarkey cols., 1990) , difracciónde

rayos X o de neutronesen vesículasnativaso reconstituidas(Dupont y cols., 1973) , microscopia

elcetrónicade cristalesbidimensionales<Stokesy Oreen, 1990), RMN, etc. Perounagran partede

la información sobrela localizaciónde centros funcionalesen la ATPasaseha obtenidopor la
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utilización de muarcadoresfluorescentesy técnicasde transferenciade energía(Gutiérrez-Merinoy

cols., 1987; Munkongey cols,, 1989; Martonosi y cols., 1990; Inesi y cols., 1992).

‘3
Fr,nIosiI,,c14,, 1, LItIA,, dpi frL,rdnAitdn

Esqimenia4, Modelo de la estructurasecundaria<le la AlPasadependientede Ca2’. Basadoen el perfil de
hidrofobicidadde la sectmeaciaprimaria(Brandi y cols., 1986),

Aunque parece bastanteclara la tendenciaa agregar de la (Ca2~+Mg2~)ATPasa, el

significadofuncionalde estosoligómerosno es tan evidente.Un importantenúmerode estudioscon

(Ca2’ +Mg2~)ATPasa solubilizada con detergentespresenta evidencias en favor del estado

monomnéricode la proteína(Moller y cols., 1980; Vilsen y Andersen,1986: Andersen,1989). La

(Ca2’ -1- Mg2~)ATPasamonoméricamantienetoda la maquinariarequeridaparaacoplarla hidrólisis

de ATP con los cambiosestructuralesemi los sitios de unión del Ca2~ implicadosen el transporte,

mientrasque las interaccionesproteína-proteínajueganun papel moduladory estabilizantepara la

función de la enzima(Moller y cols., 1982; Andersen,1989). El equilibrio inonómero-oligómero

presenteen una solución detergenteimplica contactos relativamentesuavespéptido-péptidoque

podríandisociamseduranteel transporte.

La hidrólisis de una moléculade ATP permite el transporteactivo de dos iones Ca2~

(I-Iasselbach, 1964). El calcio se acumula en el interior de las vesículashasta alcanzaruna
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concentracióninternacíe calcio libre lo suficientementeelevadacomuoparainhibir a la enzimua(Searpa

y cols., 1972), entoncesla ATPasaactúa a unavelocidadestacionariaigual a la velocidadde salida

pasivatic los iones Ca’ a travésde la membrana.

La (Ca’’ +Mg’’)ATPasa de RS pertenecejunto a la Ca’t-ATPasade membramiaplasmuática

y la Na,K’-ATPasaa las denomimiadasP-ATpasassegúnla clasificaciónsugeridapor Pederseny

Carafoli (1987). Todaslas catión ATPasastienenunasecuenciade alta homnologíaemitre el residuo

308 y 358 en la ATPasade RS, estesegmentoincluye el residuode Asp (351) queesfosforíladoy

una secuenciaqime conectaestesegmentoa la cuarta hélice transmemnbranal(Greeny MacLeminan,

1989; Inesi y Kirtley, 1992).

Se han propuestovarios mecanismosde acción para la (Ca2F +Mg2t>ATPasa;el modelo

cinéticoque vamosa comentaraquíesel de (le Meis y Vianna, 1979:

Al’? Ab?

E—$— ~;E L ~: E ‘ATt ...L ~:E r”
(21 (3~

<0> <4>

• <7) <6> <~> co

MON ZCot

Esqmmemna5. EsquemapropuestopordeMeis y Vianna(1979)parael ciclo catalíticode la ATPasadependiente

de Ca2t.

El enzimapuedeencomitrarseen dosestadosconformacionalesCa
2E,y E2. La forma E, de la

enzimaposeelos centrosde altaafinidadparaCa
2’ orientadoshaciael citoplasma.El procesoimplica

la unión de 2Ca2t a un sitio de unión de alta afinidad en la conformaciónE, seguidopor la

fosforilaciónde un grupo¡3-carboxilode un residuode aspartatoen el centroactivo y la oclusiónde

Ca’1 en un intermnediarioCa,-E, P. Un cambio en la conformacióndel enzimadel estadoE, a E
2

<Ca,-E, P) conducea la traslocacióny liberación del Ca
2t en el interior del RS. El proceso es

completadopor la hidrólisis depemidientede Mg2t del intermnediarioE,-P, con la liberaciónde P, y

la isomnerizacióndel enzimadel estadoE
2 a E, (Inesi y de Meis, 1985). El transportede calcio es

reversible, conduciendoa la síntesisde 1 mol cíe ATP por cada 2 iones calcio liberadosdel RS

(Martonosi, 1984).

La conformaciónE, esestabilizadapor saturacióndelos sitiosdealta afinidadpor Ca
2t o por

lantánidos.La eliminaciónde Ca2t con EGTA y la unión de vanadatoestabilizala conformaciónE
2.

La (Ca’
t+Mg’t)ATPasano es inhibida por oligomicina, pero si lo es por rojo rutenio,
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reactivossulfidrilos como la NEM, y ciertas aminasaromáticascomola fenilamina, reserpina,etc.

Vanadatoinhibe el enzimaperoa un valor de K~ más alto queparala bombade Ca2t de membrana

plasmáticay estainhibición es abolida por La unión del Ca” a los sitios de bajaafinidad.

Recientemente,sehadescritola existenciade inhibidoresespecíficosparaestaenzimna,como

son la tapsigarginay el ácido ciciopiazónico(Seidíery cois., 1989; Delesusy cols., 1993>.

7. (Na~,K~)ATPasa.

El intercambio del Na’ citoplasmáticopor el K~ extracelulara través de la memubrana

plasmuáticade todas las célulasanimalesestámediadopor unaenzimade la membranaplasmática,la

(Na’ ,K’)ATPasa.

La (Na’,K’)ATPasa descritapor Skouen 1957, esunabombaelectrogénicaqueintercainbia

3Na’ por 2K’ a travésde la membranacelular mediantela hidrólisis de ATP. La enzima mantiene

un gm-adientede concentracióncíe Na’ y K~ y contribuyeamantenerel potencialdemuembranade la

célula en reposo. Estos gradientesson utilizados para la re- y despolarizacióndel potencialde

membrana,parala regulación(leí volumen celular, y el transporteactivo de glucosay aminoácidos,

procesoscíe cotransportea travésde la membrana.

7,1. Estructura.

Está formada por dos subunidades,a y fi, y se encuentraasociadaen la membranaa

fosfolípidos de gran importanciaparasu actividad fisiológica (Ottolenghi, 1979).Es una proteína

transmemubranalque puedeunir ligandos tanto en la partecitoplasmáticade la membrana(ATP,

vanadato,Na’) como en la extracelular(ouabaína,K~,Rb). La subunidadmayoritariaes la a, que

suponeel 70%de la proteínatotal del complejo,contienecercade 1012aminoácidos(Shull y cois.,

1985) y un pesomolecularde unos 112 KDa, En estasubunidadradicanlos centroscatalíticos,sitio

de unión parael ATP ,el sitio fosforilado duranteel ciclo catalítico y el sitio de unión de los

glicósidoscardiacos.

Se han identificadodiferentesisoformas,tres de ellashansido identificadasen vertebrados

(Lingrely cois,, 1991). Laisoformnaamseencuentraprácticamenteentodaslas células,a
2enmúsculo

esquelético,y a3 se encuentraen tejido nervioso.La identidadde la secuenciaentreestasisoformas

esde umi 84%,con las diferenciasmayoresen el extremo N-terminai.
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Esqimemna6. Modelo(le la estnmcturasecundaria(le las simbimnidadesa y ~ de la (Na~,K~)ATPasa.Basadoen
el perfil de hidrofobicidaddc la secuenciaprimaria(Lingrel, 1992).

El extremo N-terminal está en el lado intracelular de la membranay estudios recientes

sugierenqueel extremoC-terminal tambiénseencuentraen este lado (Antolovic y cols., 1991). El

númerodesegmentosemnbebidosen la membranadeducidosdel perfil de hidrofobicidades7 u 8 con

una estructuraa-hélice.Con ambos extremosde la proteínaen el mismo lado de la membrana,el

númeromás probablede héliceses 8. El granlazo intracelular,el cualcontieneel sitio de unióndel

nucleótido es predominantememiteestructura en hoja plegada 13 (Modyanov y cols, 1991). La

subunidada tiene el sitio de fosforilación(Asp 369)en el lado citoplasmático.La unión de ouabaína

tienelugar en el lado extracelular.La unión entreel primeroy el segundosegmnentotransmembranal

esde granimportanciaparala sensibilidadhacialos glicósidoscardiacos,El sitio de unión del catión

no ha siclo identificado,pero la oclusiónde Rb~ y Na’ pareceestarrelacionadocon un fragmento

de 19 KDa enel lado amino terminalen el residuo831 (Karlishy cois, 1990).Recientesexperimentos

sugierenqueestasubunidadestáglicosiladaen el lado intracelular(Pedenontey Kaplar, 1991).

La subunidadfi es umia glicoproteinade 35 KDa, que contiemie cerca de 300 aminoácidos

deducidaa partir del ADN~ de riñón de ovejaen 1986 por Shull y cols,,con una altahomologíaentre

las isoformas.

Hay un segmentohidrofóbicoembebidoen la membrana plasmática cerca del extremoN-
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terminal de la proteína,y el C-terminalestálocalizadoen el lado extracelularde la membrana-La

subunidadfi estáglicosiladaen 3 residuosde Asp en el lado extracelular,con un pesomolecularde

los restos hidrocarbonadosde 10 KDa (Esmamin y cols., 1980). La subunidad13 parece tener

importancia para la insercióndel complejoa¡3 en la membrana.No ha sido posible separarla

subunidadfi de la a sin pérdidade actividadenzimática.Se ha mostradoque la reducciómide puentes

disulfuro en la subunidadfi conducea la imiactivación de la actividadenzimática,lo cual sugiereumi

papelestructuralparaestasubumuidad(Skouy Esmann,1992>.

No existeconsensosobresi la enzimapuedellevar a cabo todassusactividadesbiológicasen

forma dedímeroafl o de tetrámeroa2132. Reciemitementeseha comprobadoquecadaunidadsoluble

es capaz de unir una molécula de ATP y de llevar a cabo la interacción entre las dos

conformacionesen las que podemosemicontrarla enzima, E1-E2, pero no sepuededescartarquesea

necesariala formación de complejos tetraméricospara llevar a cabo el transportede Na’ y K’

(Craigh y Kyte, 1980; Vilsen y cols., 1987>.

7.2. Actividad.

La enzimaexisteen2 conformacionesdiferentesllamnadasEm y ~ Las interconversionesentre

amubas conformacionesquedan recogidasen el ciclo adjunto emi donde se reproduceel esquema

propuestopor Cantley, 1981:

E1 (3Na>E1 (3Na)E1 ‘Mg~ ATP

3Na¡ Mg.ATP

2K¡

(2K) 2

I - ~ P1, Mg

(SNa)E1—’P. Mg

2Ke aNee

Esquemna 7. Ciclo catalíticode la (Na~,K’)ATPasa(Cantley, 1981).

En ausenciade cationesen el muedio, la enzimase encuentraen la comiformación ~2 . La

adiciónde Na’ conlíevauna transiciónconformacionala E1Na01. Si en lugarde NaF afiadimnosK’ al

medio, favorecemosla transiciónauna conformaciónE2(K~1>, conunavelocidadde liberaciónde K’~
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muy lenta. Es lo que sedenominaconformacióncon oclusiónde Id. La principal diferenciaentre

ambasconformacioneses la alta afinidad para el XTP de la conformaciónE,Na1 frente a la baja

afinidad de la E}K,>. La unión de ATP favorece la transición de E2 a E,, mientras que la

fosforilación del enzima favorece la transición opuesta,es decir de E1 a E2. La oclusión de los

catiomies puederepresentaruna inmnovilizacióm de los mismosen entornosmás intracelulareso más

cercadel citoplasma,segúnquecatiónsetrate.

7.3. Inhibidorescíe la bomnba<le NaF.

Los glicósidoscardíacosson inhibidoresespecíficosde la (Na’,K’)ATPasa Existe un sitio

específicoen la estructuraenzimáticade la (NatK)ATPasaparaestafamilia de sustanciasaisladas

de plamitas (Schatzmamn,1953; Schwartzy cols, 1975). Tambiénse ha demostradola síntesisde

glicósidos cardiacosen insectos y en anfibios (Meyer y Linde, 1971; Pastecísy cols,, 1979),

interpretándoseevolutivamentesu presenciacomo un mecanismoadaptativocíe defemisa de estas

especiesfrentea sus predadores.

Estereceptorespecíficoparaglicósidoscardíacosse ha conservadofuogenéticamnenteen las

(Na’,K’)ATPasa de diversasespeciesanimalesestudiadas,aunque su grado de afinidad varía

ampliamenteparadiferentesespeciesy dentrode cadaespecieparalos diferentestejidos, lo cualesta

relacionadocon las diferentes isoformasde la enzimna.

Al igual queocurrieracon los opiáceosseha especuladocon la posibilidádde queestesitio

fuera, en realidad,tmn receptorespecífico de un ligandoemidógenocon propiedadesinhibidorasde la

bombade Na’. Estahipótesisha ganadocredibilidad con la purificaciónde sustanciascomi acción

semilejantea glicósidoscardiacos(EndogenousDigitalis-Like Factor,EDLF) (Schoner,1991; I-larnlyn

y cols., 1991b; Shaikh y cols., 1991>.

El glicósidomuásampliamenteestudiadoesla ouabalna,debidoa su solubilidadenagua.Tiene

una K05 del orden de í0-~ - iO~ M parala enzima en la mayor parte de los tejidos y se une a la

enzimapreferentemnenteen la conformnación132-P, es decir en la superficie externade la membrana

(Schwartzy cols., 1975; Wallick y Schwartz, 1988); la presenciade K’ protegea la enzimade su

inhibición.

8. ALTERACIONES EN EL METABOLISMO DEL CALCIO.

El calcio desempefiaun papel central en el control de la contracciónde la musculatura

vascularlisay ha sido implicadoen la patogénesisde la hipertensiónesencial(Aoki, 1984; Young
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y cols., 1990). llay numnerosasevidenciasde que alteracionescii el metabolismocelular del Ca2~

descritasen hipertensiónson debidasa un defectohumoral. Se ha postuladola existenciade una

sustanciaendógemíaque directamenteinhibiría la bomubade Na’ e indirectamenteincrementaríalos

nivelesde Ca2~ intracelular(Haddy, 1990).

Diferentesmodificacionesdel metabolismodel Ca21, talescomoalteracionesemí la unióndel

Ca2~ a la membranacelular, en los canalesde Ca2~ y en la capturade Ca2~ a travésde la membrana

plasmáticay del retículo sarcoplásmuicode la musculaturalisa arteriolarproducenun atmmentode la

concentraciónde Ca2’ libre y elevaciónde la resistenciaperiféricavascular(Aoki, 1984; Youngy

cols., 1990). Porestemnotivo los antagonistascíe Ca21 son muy efectivos en hipertensiónal reducir

la entradade Ca’’ (Scriabiney Kazda, 1989).

La elimninacióndel Ca2~ intracelulares principalmentedebidoa un intercambioNa’fCa2’ y

a la (Ca2 +Mg2’)ATPasa,y a concentracionesextremadamentealtas y probablementepatológicas,

el Ca’’ es acumuladopor las mitocondrias(Marími, 1988>. En hipertensión,la (Ca2’+Mg2~)ATPasa

y el intercambioNa’/Ca’’ puedenoperarcon bajaafimíldad, facilitando la acumulaciónintracelular

del calcio. Ademásla bombade Na~ juegaun importantepapelen la regulaciónde la concentración

iónica imítracelular(Marín, 1988). Se ha descritotambiénenhipertensiónuna actividadaumentadadel

tono simpáticoperiférico (De Clíamnplain, 1990; Michel y cols., 1990>. El sistemasimpáticoestá

implicado a corto y largo plazoen el ajustede la presiónsanguínea.Los nivelesde noradrenalina

(HA) en plasmnaestánincrementadosen pacientescon hipertensiónesencial (De Quattroy Chamí,

1972; De Champlainy cols., 1976), observándoseun defecto neuronalen la capturade NA (Esler

y cols., 1981).Otra posibleexplicaciónparael incrementode la neurotransmnisiónnoradrenérgicaes

la existenciade un defectoen la modulaciónde la neurotransmisiónpor sustanciasendógenas.

Se ha observadoen plaquetasde pacienteshipertensosuna elevadaconcentraciónde Ca2’

intracelular (Búhíer y cols,, 1986). Además, la vasculaturade estos pacienteses más sensiblea

agentesvasoactivos,la mayoría de los cuales producensus accionespor liberación del Ca’’

intracelulary la entradade Ca’’ pareceaumentadaencélulasmuscularesvasculareslisas (Friedman,

1983). Análogamente,los nivelesbasalesde Ca’’ intracelularcmi célulasde musculaturalisa vascular

(VSMC) sonmásaltosen ratasSI-IR (ratashipertensasgemiéticamenteAoki-Okamnoto>frentea células

de ratascontrol WKY (ratasnormotensasWistar-Kyoto)(Sugiyamay cols., 1990); sugiriendouna

regulaciónanormalde calcio en estascélulas.Hay estudiosque demuestranque tamíto el nivel basal

comoel influjo de 45Ca’~ inducido por agonistasestáincrementadoen vasosde resistenciaen SI-IR

(Cauviny cols., 1987).La capturade45Ca’4 estáaumnentadaen cultivo de célulasmuscularesaórticas

lisasy en grandesarteriasde ratashipertensascomparadocon ratasnormotensas(Sugiyaniay cols.,

1986).
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Se ha descritotambiénqueen la membranade eritrocitos(le stmjetoshipertensosdisminuye

la unión de ‘5Ca’’ comparadacon sujetos normuotemísos(Postnovy cols., 1977; Zemel y Sowers,

1990; Bukoski, 1990). AnálogamenteratasSHR y tratadascon DOCA muestranreducidasu unión

de Ca’’ en aortay pequeñasarteriascomparadascon el control (Jonesy I-lart, 1975). Comola unión

de calcio en la membranapuedebloquearla emitradade Ca21 por inactivar los camíalesdependientes

de voltaje,estedescensopodríafacilitar el incrementodel Ca’’ intracelular(Zemely Sowers,1990).

En los eritrocitosde pacienteshipertensos,la uniónde Ca’’ a la superficie internade la membramia

dismninuyeen comparacióncon sujetosmíormnotensos(Postnovy cols., 1977, Postmíovy Orlov, .1984;

Orlov y Postmíov, 1982), resimítadossimilareshan sido observadosen preparaciomiesde eritrocitos,

hígado, corazóny tejido neural en SI-IR (Postnovy Orlov, 1984; BObler y cols., 1986; Zemel y

Sowers,1990). Adicionalmente,el descensoen la unión de Ca21 cmi la carainternade la membrana

podriafacilitar la entradade Ca’’ al reducir la conductanciade K’ ,lo cualproduciríala despolariza-

ciómí de la membranay la activaciónde los canalesdependientesde voltaje<Robinson,1984).

La actividad de la bombade Ca’~ de la membranaplasmáticaes másbajaen hipertensión,

bien por un defecto de la bombao por una inadecuadaactivación por calmodulina, facilitando la

acumulaciónintracelularde Ca’’ (Postnovy cols., 1984; Postony Orlov, 1984; Vezzoli y cols.,

1985; Takaya y cols., 1990). Eritrocitos humamios de pacientes hipertensos muestranun

funcionamientopoco eficiente de la actividad (Ca’~+Mg’4)ATPasade la membranaplasmática

(Postnovycols.,1984;Vezzoli y cols,, 1985;Btihlerycols.,1986), Efectossimilaresse handescrito

en eritrocitos de pacientesdiabéticosy urémicos(Zidek y cols,, 1992; Krzesinskyy cols,, 1993)y

en eritrocitosde ratashipertensas,SI-IR y MSI-I (ratashipertensasgenéticamnenteMilan) (Vezzoli y

cols., 1985). En ambos casos,la actividad AlPasaestimuladapor calmodulinaestá reducidacon

respectoal control, Los cambiosenla actividadATPasapuedenserdebidosa un defectoen la bomba

o alteracionesdel medio lipídico. Orlov y cols, (1983> apoyanestasegundaposiblilidad,basándose

en las diferenciasen los lípidos de membranadefantasmasde eritrocitosobservadosentreSI-IR y

WKY (Boriskina y cols., 1977; Tsuday cols., 1992). Por medio de técnicasfluorescentes,seha

observadoun incrememítode mieroviscosidaden las regioneshidrofóbicasdemembranasdeeritrocitos

de SRI-I (Montenay-Garestiery cols., 1981)al igual queenpacientescon hipertensiónesencial(Orlov

y Postnov, 1982). Estos cambioslían sido observadosen otras células como cmi la mnembrana

plasmnáticade hepatocitos,sinaptosomasy cardiomiocitosde SI-IR (Devynck y cols., 1982).

Otro mecanismomolecularalteradoen animaleshipertensoses el intercamnbioNa’/Ca’~. Se

ha observadoque la actividadde estesistemaestáaumentadaen VSMC de ratasSERcomparadocon

el control (WKY)(Ashida y cols., 1989).
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Alteracionesen el metabolismodel Ca2’ sehanobservadotamubiénen la membranaplasmática

dc sinaptosomnas,adipocitos y hepatocitosde ratas hipertensas(Devynck y cols,, 1982). Como ya

hemosseñaladoel calcio estáimplicado cii unagranvariedadde funcionesen el SNC, entreellas la

liberaciónde neurotransmisorescmi las terminalessimiápticas.1-londay cols,, 1990observaronque la

capturade “5Ca’’ en sinaptosomasera mnayor en ratasSER frente a ratascontrol (WKY); lo cual

puedesugerirqueun cambio en el metabolismodel Ca2~ tambiénocurreen el SNC de ratasSER,

y éstepodríaser parcialmenteresponsablede la alteraciónen la liberaciónde neurotransmisores,que

se reflejaríaen un aumemítoen la hipertensiómíde SER.

Resultadossimilareshan sido observadospor Postnovy Orlov (1984)en sinaptosomasde

cerebrode rata y en la fracciónmímicrosomnal,

1-lay numerosasevidenciasde queestaalteraciónen el metabolismode Ca2’ característicode

la hipertensiónpodríaserdebidoa un defectohtmmoral (Le QuangSangy cols., 1990; Sugiyamay

cols., 1990). Varios factores pueden modular la entradade calcio, en particular la composición

lipídicade la muemubrana(Lochery cols., 1986). Factorescirculanteshansido propuestosenel control

de la concentraciónde Ca2’ cmi plaquetas.La incubaciónde plaquetasde sujetosnormotensosen

plasmadc pacienteshipertensosincrementabala concentraciónde Ca2’ libre citosólicamientrasque

la incubacióncíe plaquetascíe pacienteshipertensosen plasmnade sujetosmiormotensoscomiducíaa un

significantedescensoen la concentraciónde Ca2’ libre (Lindnery cols., 1987). Diferemiteshormonas

circulantescomoangiotensina,vasopresinay mioradrenalinasoncapacesde modificar la concentración

de Ca2~ intracelularen plaquetas.El nivel de inhibidorescirculantesde la bombade Na’ descritoen

hipertensiónesencialpodríatambiénmodularla concentracióndeCa2’ intracelular.La concentración

de Ca2’ libre en plaquetasde sujetoshipertensoscorrelacionabapositivamentecon la capacidadde

extractosdel plasmade estossujetosparainhibir la actividad (Na’,K’)ATPasarenaly la unión de

ouabaínaen eritrocitos humamios (Le Quan Sang y cols., 1990). Estos resultadosindican que

componentesendógenos,similaresa digoxina,podríanparticiparenel controlde la concentraciónde

Ca2’ libre citosólico, de acuerdocon su posiblepapelen hipertensión.

Meyer-Lehnerty cols. (1993) hanaisladoa partir de armahumanade sujetoscon una dieta

rica en sodio por diferentes pasos cromatográficosun factor similar a ouabaína(OLP). Este

compuestoteníaun efectobifásicosobrela concentraciónde Ca2 intracelularen cultivos de células

muscularesvasculareslisas, Primero induciaun incrementorápido en la concentraciónde calcio

retornandoa nivelesmásbajospero por encimade la líneabaseen unoscuantosminutos,esteefecto

era eliminadoen presenciade verapamil,lo cual sugierequeesteaumentoestabarelacionad.ocon el

influjo de Ca2’ a travésde los canalesdependientesde voltaje. La ouabaínatenía similaresefectos

despuésde 45 mm de preincubación,pero a diferenciade OLP no inducía esterápido imícremento
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transitoriode la concentraciónde calcio.

Estosdescubrimientossonconsistentescon las observacionesde Coto y cols. (1988c, 1989b)

de que tmn factorsimnilam a digoxina aisladode orina lummanaincrementabala capturade “5Ca2’ en

VSCM y reducíael eflujo de 45Ca’~. Resultadossimilares han sido obtenidospor Schonery cols.

(1993).

El factor hipotalámicoaisladopor l-Iaupert (Haber y Haupert, 1987)ademásde inhibir la

(Na’ ,K~)ATPasa comno ya hemos descrito también inhibía la Ca2’-ATPasade RS pero mio de

membranaplasmática.Estefactor incrementabala concentraciónde Ca2’ libreen miocitos cardíacos

(Hallaqy Haupert,1989) con el consiguienteefectoinotrópico. Efectossimilareslían sido observados

con ouabaína.A partir de células hipotalámicasen cultivo se ha aisladoun péptido de bajo peso

molecular(ASTI) (Mir y cols,, 1988) que aumentala concentraciónde Ca2~ intracelularen anillos

aórticosy potenciael efecto vasoconstrictorde la noradrenalína,

Cloix y cols.(1986)han aisladoun factor derivadode orina que inhibía la Mg2t—ATPasay

Ca’’-ATPasacíe muicrosomasde cerebrode rata.

Algunos estudiosexperimentales(Yamaji y cols,, 1990; Fladdy y cols,, 1979, .Ianssensy

cols., 1993) indicanque el inhibidor endógenode la bombade sodio acelerala liberacióne inhibe

la recaptumade noradrenalinaen los términalesnerviosossinipáticos.

9. REACTIVIDAD VASCULAR.

Un elementocrucial dela hipótesispreviamenteseñaladaes quela presenciade un inhibidor

de (Na’,K’)ATPasa produciríaun aumentode la reactividadvascular,Desdelas observacionesde

Michelakis y cols. (1975) se ha acumuladoamplia evidenciade que emí la hipertensiónesencial

humanay en distintosmodelosdehipertensiónanimalexistiríauna sustanciacirculante vasoactiva

que aumnemítarlala reactividadvascularantedistintosagentespresores(de Wardenery MacOregor,

1985). La hipótesisque estamosdiscutiendopostulaque estefactor vasoactivoseda el inhibidor

endógemiode la bombade sodio.Esteaumnentode reactividadestaríadeterminadoporun aumentodel

Ca2’ libre citosólico. El mecanismopor el que la inhibición de la bombade sodio producirlaeste

efectono estásuficientementeaclarado.Ya liemos mencionadola hipótesisde Blausteinsegúnla cual

la inhibiciónparcial de la bombade sodio podríaserresponsabledel aun-lentodel Ca2~ intracelular

en las células vascularesmusculareslisas (Blaustein, 1977a; Blaustein y Hamlyn, 1983, 1984;

Rasgado-Floresy cols., 1989). Estahipótesisha sido discutidaya quesólo en condicionesextremas

de sobrecargadeCa2~ existiría,en el músculoliso, unaregulacióndel Ca2~ intracelularmediadopor

el intercambioNa~ICa2’ (Mulvany, 1984), queno se produciríaen condicionesfisiológicas(Knorr
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y cols., 1991). La realidades que existenmúltiples observacionesquerelacionanla inhibición de la

bombade sodio con un aumuentode reactividadvascularseetmndariaa uíía elevacióndel Ca2’ libre

citosólico(Cotoy cols., 1990; Le QuanSammgy cols., 1990>. Una explicación,distimita a la postulada

por l3lausteinseríaque la inhibición de la (Na~,K’) ATPasaproduciría una despolarizaciónde la

mnemnbranacelular, aumnentandola concentraciónde Ca2~ imítracelulara travésde los canalesde Ca2’

dependientesde voltaje (Montali y cols., 1991), habiémIdosedemostradocambiosde polarizaciónen

presenciade EDLF (lshizukay cols., 1991~ Panmnaniy cols., 1991). Otra posibilidadseríala acción

del inhibidor a través de su efecto sobre la inervaciónsimpáticavascular ya que la captaciónde

norepinefrinaen termimíales nerviosases dependientede la comícentraciónde Na’ e inhibida por

ouabaína(Ishizukay cols., 1991). Fmi este sentidose ha descritouna inhibición de la captaciónde

norepinefrinaen venasafenaaislada,bajo la acciónde EDLF (Cressy cols., 1991; Goto y cols.,

1992).

La hipótesisgeneralde Blausteinestáapoyadapor estudiosexperimentales(Overbeck y cols,,

1976; Pamnaniy cols., 1980) y clínicos (Postony cols., 1981; l-lamlyn y cols., 1982), que incluso

relacionanlos niveles (le actividaddigoxino-mimnéticade los hipertensosesencialescon los efectos

hipotensivosde antagonistasdel calcio tipo nifedipina(Palomboy cols., 1986), o los nivelesde Ca2~
1

enplaquetascíe sujetosnormalesincubadasenplasníaultrafiltradode hipertensosy viceversa(Lindner

y cols., 1987). En efecto, la administraciónde onabainaa normnotensos,provocóuna imíhibición en

la (Na’,K’)ATPasade eritrocitose incrementóla resistenciavascularperiférica.Cuandoseles trató

previamentecon nifedipimía, bloqueantede la emítradadeCa
2~,el incrementode la resistenciavascular

periféricafue totalmenteprevenido.Estosestudioscomplementanla hipótesisorigimíal de Dahí (Dahí

y cols., 1969) quehablabade una sustanciasaliuréticacirculantecomo causantedel mantenimiemíto

de míiveles elevadosde presiónarterial en ratas hipertensassensiblesa la ingestade sales. Esta

hipótesisoriginariafue seguidaluego por 1-Iaddy y Overbeck(1976) cuandoexplicaronel aumento

de la temísión arterial subsiguientea la expansiónde volumen que ocurre en los modelos de

hipem’tensiónexperimental.Estashipótesisseríanampliadaspor l3laustein,como ya he comentadoy

definitivamnenterelacionadasentresi y con la hipertensiónesencialpor De WardenerY MacOregor

(1983, 1984). La teoríapartede un defecto renal, genéticoo adquirido, indetectableen los ensayos

estándarde función renal. El riñón enfermno tenderíaa excretarde forma defectuosael sodio del

organismo,con la consiguienteretemíciónde aguayexpansiómídelvolumen extracelular.El organismo

secretaríacomo mecanismode emergenciaun factor hormonal míatriurétrico que promovería la

excreciónde sodio a través de la inhibición de las bombasde sodio en las célulasde los túbulos

renales.

As!mismno la inhibiciónde la bombade sodio podríainducir un incrementode la secreción
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neurohipofisiaria(le vasopresina,dependientede Ca2’, comi el consiguienteaumentoen la retención

de aguapor el riñón y el mantenimientosubsiguientede una presiónarterial elevada(Sorimachi.

1983).

El efecto por tamito de un inhibidor circulantedel tramisportede Na’ serianalteracionesen el

metabolismodel Ca24 y/o de los neurotramismisores,con la consiguiemitevasoconstricción.En los

estadosde hipertensión,por tanto, la inhibición de la (Na4 ,K~>ATPasa se produciría no como

consecuenciade un transportede mnembranaprimario anormal, ni como un efecto secundarioal

desarrollode la propiahipertensión,sino comouna respuestafisiológica a la acumulaciónde fluido

extracelular en exceso (l-Iaupert, 1988a). En cualquier caso para que inhibiciones de la

(Na’,K’)ATPasa de las células del túbulo renal, seancrónicas,se postulaque debeexistir algún

defectoen estascélulas,claramentepuestode manifiestopor Rayson(1988> emi el casode ratasDahí

sensibleso resistentesa desarrollarhipertensióncomo consecuenciade una ingestade Na~ alta, a la

hora<le responderhomeostáticamente,con un incrementoen el númerode bomnbasde Na4.
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oBJE’rxvoS

Existe en la actualidad evidenciaclara de una serie de fenómenosfisiológicos que han

mantenidola búsquedade sustanciascamididatasa serun inhibidor fisiológico de la bombade sodio.

Peseal esfuerzode numerososinvestigadorespara identificar dicho inhibidor o inhibidores en

mamíferos,no existeunanimidadacercade sunaturalezaquímica,origen y mecanismode acción.

La síntesiso almacenamientode la llamada“hormonanatriurética”estáasociadaa diferentes

tejidos. En relacióncon estehecho, el cerebroy más específicamente,el hipotálamo y la hipófisis,

comotejidossecretorescíe neuropépticloscon actividadhormonal,hansidocomísideradoscomoposible

lugarde síntesisy/o almacenamnientode un inhibidor endógenode la (Na’,K’)ATPasa.

Debido a la elevadaconcentracióncíe sustanciascon alta reaccióncruzadacon anticuerpos

antiglicósidos cardíacosen extractos de glándula suprarrenal,así como a la posible naturaleza

esteroideacíe estefactor, seconsideraqueestetejidopuedesertambiénfuentede estahormona.

Se ha postulado que la inhibición de la (Na~,K~>ATPasapor dicho factor o factores

endógenospodríaaumentarel tono vascularcomoconsecuenciadel incrementocmi la comícentración

de Ca2’ intracelularvía intercambiadorNa’/Ca2’, o a travésde los canalesde Ca21 depemídientesdel

voltaje o por su acciónsobrela inervaciónsimpáticadel músculoliso vascular.

Los objetivosde nuestroestudiohansido:

1. El aislamiento y purificación de un inhibidor endógenode la (Na~,KflATPasa a partir de

diferentestejidos (FactorInhibidor 1-lipotalámicoHipofisario -HHIF-).

2. Estudiarel efecto de 1-11-1W sobrela homeostasiscelulardel Ca21.

3. El estudiocinéticode la acciónde 1-II-HP sobrela actividad(Ca2~+Mg21)ATPasade la membrana

plasmáticasinaptosomaly del retículosarcoplásmnico.

4. Establecersi la modulaciónde la actividad(Ca2’,Mg2’)ATPasay del tansportede Ca21 por HHIF

procedea travésde un mecanismoindirecto, vía alteraciónde parámetrosestructuralesde la bicapa

lipídica, o por interaccióncon centrosespecíficosde unión en la proteína.
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1. REACTIVOS.

L-Histidina, Tris, NaCí, KCI, MgCI2, molibdatoamónico, CuSO4 NaOH, ¡l~SO4, KOI1,

KH2OH, NaI-1503, CaCI2, MgSO4, éterde petróleo,cloroformo, lid, 1-1C104, ácido tricloroacético,

piruvatoquinasa,lactatodeshidrogenasa,tartratosódicoprocedíande MercK(Darmstadt,Alemania).

Hepes,ouabaina,digoximia, sacarosa,b-mercaptoetanol,fluoruro de fenil metil sulfonilo. saponimia,

difenil-hexatrieno,EDTA, ATP, ADP, ESA, Mes,Tes, TEA, cloruro de colina, fosfonenolpiruvato

ditiotreitol, EGTA, SOS,arsenazoIII, fura-2/AM, fosfolipasaC (Clostridiumperfr¡nges),glucosa,

citrato sódico, clortetraciclina,isotiocianatode fluoresceína,L-tirosina, acetatode clormadinona,

dopainina,ácidoglicocólico, ramnosa,linoleico, oleandrina,estrofantidina,digitonina,digoxigenina

de SigmaChemicalCo, (St.Louis, Missouri, USA). Imidazol, deoxicolatode Calbiochem- Behring

Corp. (La Jolla, California, USA), Butil-PBD, tolueno,sulfato amónico,sacarosa,reactivode Folin-

Cicolteau,muetanol,acetronitrilogradoHPLC de Carlo Erba <Milán, Italia). NADIl , cianamicina,

piruvatoquinasa, lactatodesliidrogenasade Boehringer-Mannheim(Alemania). 4-vinfl piridina de

Aldrich (Milwaukee, Wisconsin,EE.UU.). PronasaE (Streptonmicesgriseus)de Serva(Heidelberg,

Alemania). Reactivoscíe análisis de aminoácidosde Beckman lnstrumens(Palo Alto, California,

EE.UU.).

La soluciónsalinade Hanks,RPMI 1640, la solucióntripsina-EDTAy el suerofetal bovino

fueronsumistradospor laboratoriosWhittaker (Barcelona,España).
31-I-ouabaínade Amersham<England),45Ca2’ fue suministradopor New England Nuclear

(Boston, Massachusetts,EE.UU.). Kits comercialesde ‘~1-digoxina de ImniuehemCorp., Carson,

USA.

SephadexLH-20 de PharmaciaFine Chemicals(Uppsala,Suecia>. Filtros de miitrocelulosa

GSWP(0,22 j¿m) y 1IAWP (0,45 gm) de Millipore (USA), filtros de papel n0 54 de Whatman

(Inglaterra)y filtros YMSO-100 de Amicon (USA).

Los lignanosfueron cedidospor el OriA. Pérezdel Instituto de ProductosNattmralesy

Agrobiologíade Canarias(CSIC, Tenerife>. El cultivo de célulasmnesangialesfue preparadoporel

Laboratoriode Fisiologíay Farmacologíadela UniversidaddeSalamancadel Dr, J.M. López-Novon.

2. EXTRACCION DEL TEJIDO.

El métodoesunamodificacióndel descritopor Carilli y cols. (1985). 300 g de los diferentes

tejidos procesados (cerebro, cortex, hipotálamo, hipófisis y glándula suprearrenal> son
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homogeneizadosen 1.200 ml de metanoly agitadosdurantetoda la nochea 40C. El homogeneizado

es filtrado a travésde filtros WhatmanN54 y el residuoes resuspendidoen 600 ml de mnetanol:agua

(4:1 ,v:v) agitadotodala nochey filtrado de nuevo.Ambos filtradoseranunidosy evaporadosa vacío

a una temperaturade 400C en un rotavapor Bimchii. El compomienteacuosoes resuspendidoen 300

muí de aguadestilada(MilliQ) y extraídotresvecescon 0,3volúmenesde éterde petróleoy tresveces

con 0,3 volúmnenesde cloroformo paraeliminar lípidos. La fase acuosaresultantees liofilizada y el

residuoobtenidoes resuspendidoen 20 ml de metanoly centrifugadoa 500 x g durante10 minutos

parasepararlas proteínasprecipitadas.

3. PURIFICACION.

3.1. Cromatografíade filtracidmi en gel.

El sobrenadantede la cemItrifugaciónde la fase anterior, es cargadoen una columna de

SephadexLI-I-20 (2 x 150 cm), equilibraday eluida con metanol, a un flujo de 0,8 mí/mm y a

temperaturaambiente.La actividadinhibidorade la (Na’,KjATPasasedetectómedianteel sistema

de enzimasacopladasdescritoen el apartado 18.1. Las fracciones se midieron, en cuantoa su

contenidoensales,medianteun conductivímetroRadiomneter,modeloCDM3 (Copenagne,Dinamarca>

y un fotómetro de llamna Beckmnan,modelo Klina-flame.

3.2. Cromatografíalíquida de alta resolución(HPLC).

El cromatógrafolíquido de alta resoluciónempleado estuvo formado por los siguientes

comuponentes:un controladorautomáticodegradienteWaters600E,un detectorde fotodiodosWaters

990 con un rango de 190-800 nmn, equipadocon un ordenadorpersonalAT (IBM) y un imiyector

universalWatersU6K.

3.2.1. HPLC semipreparativaen fasereversa

.

Se utilizó unacolumna~BondapakC-18 (Waters)(7,8 x 300 mm> conectadaenseriea una

precolumunagBondapakC-18/Corasil(Waters>.La columnafue equilibradacon ácido trifluoracético

al 0,1 % (y/y) en aguay eluidaa temperaturaambiente,a un flujo de 2 mí/mm con un gradientede

acetonitrilo:aguacon ácido trifluoracéticoal 0,1 % (y/y) (30 mm 0-40%, 75 muin 40-80%,30 mm

80-100%de acetonitrilo).

3.2.2. I-IPLC analíticaen fase reversa

.

Se empleó tina columna
1d3ondapakFatty Acid (Waters)(3,9x 300 mm) conectadaenserie
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a una precolumna ttBondapak C-18/Corasil (Waters). La columna fue equilibrada con ácido

trifluoracéticoal 0,1% (y/y) en un 20% de acetonitrilo y un 80% de agua y eluida a temperatura

ambiente,a tmn flujo de 1 mnl/min comi un gradientede aeetonitrilo:aguacon ácido trifluoracéticoal

0,1% (y/y) (50 mm 20-80%, 10 nmin 80-100% de acetonitrilo)

4. DETECCION MEDIANTE MULTIFOTODIODOS EN EPLCDE 14H11?.

Durante las cromatografíassedeterminaronlos espectrosde absorción(190—800 mmm) de las

moléculaseluidasmedianteun detectorde fotodiodos,y sealmacenaronenun ordenador.Estosdatos

fueron analizadosdespuésde finalizadaslas cromnatografías,mediantediferentesprogramasWaters

990.

5. ESPECTROFOTOMETRIAUY/Vis.

Estudio del espectro de diferentes compuestosconocidos por ser inhibidores de la

(Na,KF)ATPasao que formen partede la estructurade algunade dichasmoléculas(digitálicos,

esteroicles,lípidos, lignanos,azúcares,etc.>. Paraello seutiliza un espectrofotómnetroSpectronic3000

Array (Milton Roy) asociadoa un detectorde diodosquepermitela obtencióndel espectrode cada

uno de estoscompuestos.

6. PEACCION CRUZADA CON ANTICUERPOS ANTI-DIGOXINA.

Se utiliza un ensayo comercial de Immunochem con alguna modificación (Illescas y

cols.,1990). Los estándaresde digoxina (0,1-10~ ng/mí) sondiluidos 1:2 con Tris-HCI 2 M, pH ‘7,5.

Los anticuerposanti-digoxinaestáncovalenteinenteunidos a la superficieintermia de los tubos de

polipropileno. Tras una incubaciónde 30 mm a 370C con ‘~l-digoxina, losttbosse aspiranpara

eliminar la radioactividadno fijada, contándosela unida al anticuerpoen un contadorgamma

(Kontron). Los valoresde equivalentesde digoxina(DLA - Digoxin Like Activity -> secalculanpor

immterpolaciónen unacurvaestamidarparadigoxina, representando%B/B
0 frente a la concentraciónde

digoxina (ng/mí).

7. ULTRAFILTRACION

Se emuplearonmem’nbranasYCOS/YM2 (Amicon) con una exclusión de masa molecular
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respectivamentede 500/10000. Las membranassepreparan1 Ii antes de serempleadasdejándolas

en aguadestiladaSeempleóunacéltmla de filtración Amicon, modelo8010 (Massachusetts,EEUU.>,

paravolúmenesde hasta10 mnl, con agitaciónmagnéticay presiónde nitrógeno.

8. ANALISIS DE AMINOÁCIDOS.

111-1W (10 U) fue hidrolizado durante20 h a 1100C con 80 ¡fi de 1-KL 5,7 M tridestilado,

conteniendo2-mercaptoetanolal 0,02% (y/y), en tubos cerradosa vacio. Las muestrashidrolizadas

sesecaronen unaestufaa vacío,sedisolvieronen tampóncitrato sódico 0,2 M, pI-1 2,2, conteniendo

norleucina25 mM y se aplicaronen tmn analizadorde aminoácidosBeckmansystem6000 (Beckmnami

Instruments;PaloAlto, California,EE.UU .>~ equipadocon un procesadorde datosSliimnadzumodelo

C—R6A (ShimadzuCorporation; Analytical InstrumentsDivisiomi, Kyoto, Japón). La sensibilidad

empleadaen el espectrofotómetrofue de 0,1 unidadesde densidadóptica a 440 y 570 nmn.

9. OXIDACION CON ACIDO PERFORMICO.

La oxidacióndel 111-nFsellevé a cabosegúnel métododescritoporMoore(1963). Paraello

fue disueltoen 20 gl de ácido fórmuicoal 97%(vN) y 30 ~dde ácidoperfórmico(el ácidoperfórmico

se obtuvo añadiendoa 9,7 ml de ácido fórmuico al 97% (y/y) 0,5 ml de H
202 al 30% (y/y) e

incubandola muezcíadurante 120 mm a temperaturaambiente).La oxidación serealizó durante3 h,

en un bañode hielo. Finalmentela mezclade reacciónse liofilizó y resuspendióen agua.

10. 5-PIRIDILETILACION.

HHIF (20U) disuelto en 0,2 ml de Tris LM (pH 8,5), conteniendocloruro de guanidinio 6

M , EDTA 2 mM y j3-ME 0,1 M fue incubadodurante2 horasa 37
0C. A continuación,seañadieron

5 Ml de 4-vinilpiridina y seincubédurante15 mm a370C (Friedmany cols., 1970). Finalmente,la

mezclade reacciómI se cromatografióen una columna~BondapakFatty Acid segúmi las condiciones

descritasanteriormente.

Li. DIGESTION ENZIMATICA.

111-UF (2U) se incubó con pronasaE Img/ml o fosfolipasaC 0,6 mg/ml en Tris 0,1 M

durante2 ha 370C . Posteriormentese calentéa 800C durante10 mm paradesnaturalizarlas enzimas
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y se centrifugó a 12000 rpm durante 15 mm, en una centrífuga Bppendorf 5415 (Eppendorf

Gerátebau,llamburgo,Alemamiia). Despuésde la digestiónel materialseensayóutilizandoel sistema

de enzimnasacopladasdescritopreviamente

12. PURIFICACION DE LA ~Na~,K~)ATPasa.

La enzima se purificó segúnel procedimientodescritopor Jorgensen(1974). La ATPasa

obtenidafue sensiblea la inhibiciónpor ouabaína(0,1 mM) en un 98%, conuna actividadespecífica

de 8 ±2 pmol P~i mnin/ mg proteína.El métodoconsisteen diseccionardel riñón de cerdo la parte

de médulaexterna más roja, se añaden10 mnl/g de tampónsacarosa-histidina(histidina 30 mM,

sacarosa250 mM, EDTA 1 mM e imidazol 5 mM, pH 7,4) y se homogenizaen umi hornogeneizador

de vidrio con émbolo de tefión. La suspensiónse centrifugó a 7.000 rpm durante15 mm en una

cemitrífuga Sorwall 12-21 (Beckman),con un rotor .TA-17, resuspendiéndoseel residuodel fondo de

los tubos en la mitad del volumen imiieial (5 ml/g) de medio sacarosa-luistidina,y volviéndosea

cemítrifugar15 mm a 10.000rpm en la misma centrífugaSorwall (Beckman>.

Los sobrenadantesde las centrifugacionesanterioressemezclany centrifugana 20.000 rpm

durante30 muin en umia ultracentrífugaL5-75 (Beckmuan)a 40C, con un rotor 7OTi, paraobtenerla

fracciónmicrosomal.Estaseincuba30 minutosa 200C , a unaconcentraciónde proteínasde 1,35 -

1,4 mg/ml con SDS 0,55 mng/ml, ATP 3 mM, EDTA 2 mM e imidazol 50 mM, pH 7,4. Tras

incubar,el medio de incubaciómíse centrifugaen un gradientediscontinuo de sacarosaa 60.000

rpm/mm emu unaultracentrifugaHeckmanLS-75 conun rotor 7OTi, durante90 minutos a 40C, El

residuoobtenidose resuspendemuedianteluomogenizaciónen 0,66 mnl/g de tampónimnidazol 25 mM,

EDTA 1 mM y sacarosaal 10%, pH 7,4, y sealmuacenaa - 800C hastasu utilización.

13. PREPARACIONDE SINAPTOSOMAS.

Los sinaptosomashan sido preparadossiguiendoel métodode Michaelisy cols, (1983), con

algumuas modificaciones como se describe en García-Martin y Gutiérrez-Merino (1986). Los

sinaptosomasfueron obtenidosde cerebrode ratahembratipo Wistarde un pesoaproximadoentre

200 y 250gramos,lascualesfueronsacrificadaspor dislocacióncervical.En cadapreparaciónel peso

del tejido cerebralobtenidofue de 1-1,5 gramospor rata.

El cerebroextraído fue desmenuzadoy resuspendidoen 15 ml de unasoluciónquecontenía

sacarosa0,32 M, SO,Mg 0,5 mM, PMSF0,1 M, fi-mercaptoetanol2 mM y Tes 10 mM, pI-1 7,4 a
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umía temnperaturade 40C.

Esta suspensiónlime homogeneizadamecánicamentecmi timí homogemiizadorPotter, mediante

8-10 golpesde 15 segundosde duracióna 1.000 rpm. A continuaciónse centrifugóa 1.500 x g en

una centrífugaKontron Centrikomu 11-401, empleandoun rotor A 8.24, durante10 minutos a una

temperaturamáximade 80C. El sobrenadantese volvió a centrifugar duranteotros 10 minutos a

20.000 x g. El precipitadoobtenido de estasegundacentrifugaciónseresuspemudiéen un volímmende

1,5 mnl de la mismna solución utilizada anteriormentey esta suspensiónse centrifugó contra un

gradientede sacarosaen doscapas,emnpleandounaultracentrifugaBeckrnanL7-55, con un rotor 5W-

28. Para prepararel gradientese depositauna primnera capa de una solución que contiene~

mercaptoetanol2 mnM, sacarosa40% y Tes 10 mM (pI-I 7,4). Sobreestacapa,sedepositaotra del

mismovolumemu de b-memcaptoetanol2 mnM, sacarosa20% y Tes 10 mM (pI-! 7,4). A continuación

sedeposita1 muí de la suspensiónpreparadacon el precipitadode la segundacemítrifugacióny se

centrifuga a 63.000 x g durante45 minutos a una temperaturamáximade 80C. A continuaciónse

extrae la interfase entrelas capasde sacarosaal 40% y al 20% (que es donde se equilibran los

sinaptosomas).Estematerial sedividió en pequeñasfraccionesy sealniacenóa unatemperaturade

-600C hasta sim uso. El muaterial congeladose utilizó sólo durante2-3 semanasdespuésde su

preparación.

14. PREPARACIONDE VESíCUlAS DELA MEMBRANA PLASMÁTICA DERIVADAS DE

SINAPTOSOMAS.

Las vesículasfrieron preparadaspor lisis hipotónicade sinaptosomascomo se describeen

García-Martíny Gutiérrez-Merino(1986).

Los simíaptosomnasfueron lisadosdurante40 minutosa temnperaturaambienteen unasolución

tamuponadaa pI-! 7,4 que conteníaTes 5 mM, EDTA 1 mM y ¡3-mercaptoetanol2 mM.

Las vesículasde membranafueron aisladasmediantela centrifugacióndel usadoa 20.000x

g durante25 minutos a una temperaturamáxima de 80C. El precipitadose resuspendióen una

soluciónTes 5 mM (pI! 7,4), ¡3-mereaptoetanol2 mM y sacarosa0,3 M. La suspensiónsedividió

en pequeflasfraccionesy fue rápidamentecongeladaa -600C hastasu utilización~

La orientaciónde la membranaplasmáticadesinaptosomnasy vesículasseha estimadopor el

análisis de las actividadesenzimáticas: (Na~,K~)ATPasay Ca21-ATPasaantes y despuésde la

permeabilizacióncon saponina,gí icósido que permeabilizaselectivamentemembranasplasmáticas

ricas en colesterol (Gilí y cols., 1984>. Se determinó las actividadesAlPasas manteniendo

isoosmolaridaden los mediosintray extravesicularutilizandoconcentracionesadecuadasdesacarosa,
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de estaforma sedetermimiala actividadATPasaque tieneorientadoel centrode unión de ATP hacia

el medio externo. A continuación,sc cletermuinó la actividad ATPasatotal para cada enzimaen

presenciade saponina0,05%, la relación entre ambas actividadespara cada enzima nos cía la

proporciónde sinaptosoinaso cíe vesículasinvertidas.

15. PREPARÁCIONDE VESíCULAS DEL RETíCULO SARCOPLASMICO.

La obtencióndevesículasde retículosarcoplásmuicodemúsculoesqueléticodeconejo,sellevó

a cabo siguiendoel método descritopor MacLenmian (1970), salvo que se añadió PMSF y ¡3-

mercaptoetanolparaprevenir proteólisisy oxidación, respectivamente(Mata y Gutiérrez-Merino,

1985).

El músculoesqueléticose extrajode los músculosdorsalesy de las patastraserasde conejos

albinosNew Zealandde un pesoaproxiamdoentre 2,5 y 3 Kg mnuertospor dislocacióncervical y

se recolectéen hielo. Todo el procesoposteriorse realizóa unatemperaturaentreO y 40C.

A continuación,el músculoestrituradoen una picadorade carne(DanamixTR/BM-330> y

homogeneizadocontresvolúmenesde unasoluciónquecontemila1<010,12M, imidazol5 mM, PMSF

0,1 mM y ¡3-mercaptoetanol2 mM, pH 7,4 a 40C.

La suspensiónse centrifugóa 1.600x g durante15 mninutosa 40C. El sobremiadantesefiltró

a través de cuatro capas de gasaspreviamente humedecidascon agua destilada, ajustándose

posteriormenteel pH a 7,4.

Se realizó umia segundacentrifugacióna 10.000 x g durante20 minutosa 40C, filtrando el

sobrenadantecomo antesseha indicado,y ajustandoel pH a 7,4.

El sobrenadantese centrifugó a 35.000 x g durante 60 minutos a 40C. Tras esta

centrifugaciónse eliminé el sobrenadantey el precipitado,sin el anillo marrón que apareceen el

fondo del tubo de centrífuga formado fundamnentalmentepor contaminantesmitocondriales, se

resuspendióen una solución que conteníaTes 10 mM (pH 7,4), 1(01 1 M, PMSF 0,1 M y ¡3-

mnercaptoetanol2 mM, Se homogenizóy se enrasócon el mnismnotamnpónhastaun volumenfimial de

250-300 ml. A continuación,se ajustó a pI-I 7,4 y se dejó incubar durante2 horas. El 1(01

proporcionaaltafuerzaiómdca quepermitela eliminaciónde la actomiosinaademásde otrasproteínas

contaminantesdel retículo sarcoplásmico.

Tras la imicubación sc realizó una nueva centrifugaciónen las mismascondicionesque la

centrifugaciónanterior. A continuaciónse resuspendióy homogenizóel precipitado en unos20 ml

de unasoluciónTes 50 mM, KCI 0,1 M y sacarosa0,25 M (tampónde resuspensión),pH 7,4, a una

concentraciónde proteínaentre20-40mg/ml.
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La preparaciónsedividió en pequeñasfraccionesquefueroncongeladasa -600Chastasu uso.

La concentraciónde proteínasse determinéespectrofotométricamenteteniendoen cuentaque umia

concentraciónde 1 mg de proteínasde RS por ml en SOSal 1% tieneuna absorciónde 1,0 a 280 nmn

(I-Iarwicke y Green, 1974).

Las centrifugacionesserealizaronen una centrífugaKomtron Centrikon H-401 dotadacon

rotoresKontronA6. 14 y AS.24, Para las ultracentrifugacionesseutilizó unaultracentrífugaBeckman

L7-55, con rotoresSW 28 y SW 55 Ti.

16. PURIFICACION DE LA (Ca2’ + Mg2’)ATPasa A PARTIR DE MEMBRANAS DEL

RETICULO SARCOPLASMICO.

La purificaciónde la AT’Pasade RS serealizósiguiendoel métododescritopor MacLennan

(1970).

Las vesículasdeRS seresuspendenen sacarosa250 mM, Tris/CHi 10 mM, pI-! 8, y seañade

KCI sólido hastaalcanzarunaconcentraciónfinal de 1 M y a continuación,con agitaciónlenta, DOC

al 10% (p/v), disuelto emi el tampónanterior,hastauna concentraciónfinal de 0,1 mg DOC/mg de

proteína.Se incuba 10 minutosa 00C. Se centrifugaa 165.000x g durante30 minutosa 40C. Se

aspirael sobrenaclanteopalescentecon cuidadode no removerel precipitado.Esteseresuspendey

homogeneizaen un volumen igual al de partidade tampónsacarosa-Tris,centrifugandode nuevoa

165.000x g durante25 minutosa 40C. Se elimina el sobrenadantey serepite la operaciónde lavado

con sacarosa-Trisy centrifugación,El precipitadoseresuspendea una concentraciónde proteínade

25 mg/ml en el tampónsacarosa-Tris,pI-1 8.

La suspensiónsediluye hasta10 mg/inI con 1,5 volúmenesdeunasohmciónTris/CII-! 50 mlvi

(pI-I 8), sacarosa0,66 M, histidina 1 mM. Se puedeañadirCaCI
2 hasta0,1 mnM para aumnentarla

estabilidadde la ATPasa,A continuaciónseañadea la suspensiónpor cadamg de proteína,0,17 mg

de acetatoamónicosaturadoal 50% a 400.Se añadede nuevoDOCal 10% conagitaciónsuavehasta

unaconcentraciónfinal de 0,5 mg DOC/mng de proteína,y tras incubardurante25 minutosa 000,

secentrifugaa 165.000x g durante10 mninutosa 4
0C, eliminandoel precipitadoinsoluble.Se añade

al sobrenadanteacetatoamónico saturadoal 50% en fraccionesde 10 plfmnl de suspensiónhasta

observarunaturbidezsignificativa(de 30 a 60 ¡¿1/mlde solución,segúnlas preparaciones),Se incuba

la suspensióna 00C durante25 minutosy secentrifugaa 165,000x g durante10 muinutosa 40C. Se

elimina el precipitadoy al sobrenadantese le añadeun volumen de 70 ¡¿.1 de la soluciónde acetato

amónicopor ml de suspensiónproteica,formándosede inmediato un precipitado.Tras 10 minutos

a 00C se recogeeste por centrifugacióna 165.000x g durante 10 minutosa 400. El precipitado
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contienela ATPasapurificadaqueseresímspendehastaunaconcentraciónde proteínade 10-25 mngfnul

en unasoluciónsacarosa0,5 M, ICCí 100 mM, Tes/KOI-( 50 mM (pH 7,4). La enzima sealmacena

a —600C hastasu uso, siendoestabledurantevarios meses.

17. RECONSTITUCIONDE LA ATPasaEN VESíCULAS DE FOSFATIDILCOLINA.

La reconstituciónde la ATPasaenvesículasdefosfatidilcolinaserealizóutilizandoel método

de dilución rápidaentampóndescritopor Easty Lee (1982). Se toman300 molesde lípidospor mol

de ATPasa, se secan totalmentecon N
2 y se añaden0,5 mg DOC/mg de lípido, por agitación

mnecánicasuavese resuspendeel lípido, y a continuaciónseañadela ATPasapurificadaen la relación

mnolar, con respectoal lípido, deseada.La concentraciónde detergente,emi estevolumen final debe

mantenersepor encima(1,2 veces)de la c.m.c. del DOC (5 mM). Sedeja incubarla mezclalípido-

detergente-proteínaa temperaturaambiente,con agitaciónsuave,durantemediahora,A continuación

se adicionaun volumen de tampón tal que la concentraciónde detergentequede10-20 vecespor

debajode la cinc.. Las vesículasseconservana -60
0C, El tampónqueseusaes Tes/KOI-l 50 mM

(pH 7,4), sacarosa0,5 M y KCI lOOmM.

18. DETERMINACION DE LA CONCENTRÁCIONDE PROTEíNA.

Las proteínashansidovaloradassiguiendoel métodocolorimétricodescritoporLowry y cols.

(1951) (ademásde la determinaciónpor mnedidasde absorcióna 280 nm).

Se tomanpor duplicadomuestrasproblemade proteínay se añadeaguadestilada(Milli-Q)

hastacompletar200 ¡¿1. Despuésseañaden2,5 ml de unasoluciónde CO
3Na2 al 4% en NaOH 0,1

N y 25 ¡fi de CuSO4.5 H20 al 2%, seagUa y sedejareposar10 minutosa temperaturaambiente.A

continuaciónseañaden25 jíl de tartrato-sádico-potásicoal 4,9% en aguay 0,25 ml de reactivoFolin

diluido en agua(1:2), se agita y se deja reposarotros20 minutosa temperaturaambiente.Después

selee la absorbanciaa 750 nm.

La cantidad de proteínasedeterminautilizando albúmina de suero bovino (BSA) como

estándare interpolandola absorbanciade la mnuestraproblemaen la rectapatrónde albúmimia.

19. DIALISIS.

Paradializar las muestrasseutilizaron sacosde diálisis de celulosade 6 mm de diámetro

hervidosdosvecesdurante10-15 minutosenuna soluciónal 2,5% de CO3Na2, y a continuacióntres
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veces durante otros 10-15 minutos en agua Milli Q. Posteriormente,y hasta su utilización se

almacenanen unasoluciónde EDTA 10 mnM a 40C.

Los sinaptosomnasy vesículasde RS ftmerondializadosa 40C, con agitacióncontinua,contra

distintassolucionessegúnserequeríaparacadaexperimentoy diferentestiemposqueosciléen cada

casoentre4 y 17 horas.En todos los casosel volumende estostamponesfue 250-500vecessuperior

al volumen de mnuestra.

20. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ATPasa.

20.1. Sistemaenzimáticoacopladopiruvatoquinasa-lactatodesliidrogenasa.

El ATP hidrolizadopor la emizimaes regeneradoa partir de ADP y fosfoenolpiruvato (PEP)

añadido al medio, por la acciómi de la enzimna piruvato quinasa(PK), tal y corno se indica en el

siguienteesquema:
ATPasa ‘1<

ATP - ~ ADP ATP
LDH

PEP PIRUVATO LACTATO

NADH NAD~

El piruvatoque resultade estareacciónes reducidopor la lactatodeshidrogenasa(LDH) a

lactato,y el donadordeelectronesacopladoa estareacción,NADE!, pasaa su estadooxidadoNAD~.

Como indica la secuenciade reaccionesanteriores,la relación estequlométricaentre ATP

consumidoy NADE oxidado hastaNAD~ es 1:1, pudiendoestablecerseuna relacióndirecta entre

disminuciónde absorbanciaa 340 nn; y la actividad ATPasaen ¡¿molesconsumidospor minuto y

por mg de proteína(U.I.). Para transformnarla disminuciónde la concentraciónde NADH en U.I.

referimosla velocidaddecambio deabsorción(mD.O./mimi) a la cantidadde proteínapresenteen el

ensayo. El valor obtenido se transformaen ¡¿molesde ATP consumidospor minuto y por mg de

proteína empleando el coeficiente de extinción molar del NADE a 340 nm, que en nuestras

condicionesexperimentaleses 7,1 x 1O~ M-1 cnr

El ensayode inhibición de la (Na~,K’>ATPasapurificada de médularenalde cerdo es el

descritopor Josephsony cols.. 1977, con unapreineubaciónpreviacon Mg2~ 6mnM. La soluciónde

ensayoconteníaNaCí 100 mM, KCI 25 mM, PEP1,4 mM, MgCI
2 6 mM, DTT 1 mM, 1-TEPES-TEA

20 mM, ATP 3 mM, NADE 0,26 mnM, PK 10 ¡¿g/ml, LDI-I 10 pg/ml. El inhibidor es previamente

preincubadocon la enzimapurificadaen Tris-HCI 1 M (pIl 7,4)y MgCI2 6mM a 37
0C durante2
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horas Tras la preincubaciónseañadeel muedio de ensayoprecalentadoa 370C y semide la oxidación

del NADE! a 340 nm en un espectrofotómetroBeckman,modelo25.Cuandose hicieromicurvascontrol

de inhibición con concentracionescrecientesde ouabaína(lO-~ a 10” M>, la concemitracióndepotasio

en el mnedio de reacciónse redujo a 5 mnM. El porcentajede inhibición seobtieneal compararcon

tubos control sin inhibidor.

La actividadespecíficade la (Na’,K4)ATPasapurificadaoscilé entre6 y 10 U.l. Se define

como unidad arbitrariade inhibición (1 U) la cantidad de inhibidor necesariapara producir una

imúibición del 50%, en las condicionesde ensayodescritas,sobrela actividad (Na~,KjATPa5a

purificadade médularenalde cerdo.

La actividadtotal (Ca2’ ,Mg2~)ATPasadesinaptosomasy vesículaseracuantificadasegúnhan

descritoGarcía-Martiny Gutiérrez-Merino,1986. La composicióndel medio de ensayofue: Tes 50

mM (pH 7,4), KCI 0,1 M, MgCI
2 2 mnM, ATP 2 mM, CaCI2 50 MM, ¡3-ME 2 mM, azidasádica5

mM, NADE! 0,22 mM, PEP0,42 mM, PK 10 U/muí y LDH 28 U/muí. Se registró la línea base en

ausenciade sinaptosomas,y tras alcanzarunasituacióndeestadoestacionariosecomienzala reacción

con la adición desinaptosomas.Las muedidasse realizarona 25
0C en un espectrofotómetroKomitron

Uvikon 810 con registradorKontron Uvikon 21. La concentraciónde proteínasdependióde las

condicionesexperimentalesde cadaensayo , peroen generalfrie de 20 ng/ml. Las modificaciones

del medio deensayoparadeterminarla actividadMg2~-ATPasay (Ca2~+Mg2~)ATPasasonindicadas

en las leyendasde las Figurasde los correspondientesapartadosde Resultados.La contribuciónde

la actividad (Na’,K’)ATPasa a la actividadATPasatotal en estascomidicionesexperimentalesera

menorde un 10% en todas las preparaciones.

La actividad(Na1,K~>ATPasade vesículasderivadasde muembranaplasmáticasinaptosomal

se midió segúnlas condicionesdescritaspor Floreaniy cols., 1981. El medio de ensayoera igual al

descritoparamedir la actividad(Ca24,Mg2’)ATPasadesinaptosomasperocon unaconcentraciónde

KCI 20 mM, NaCí 100 mM y cuabaina1 mM.

La medidadela actividad(Ca2~+Mg2’jATPasadevesículasdeRSseharealizadodemanera

similar a la descritapara las otrasenzimaspero con pequeñasmodificaciones(Gutiérrez-Merinoy

cols. ,1989). La composiciónde la mezclade reacciónutilizadafne~ Tes/KOH 0,1 M (pH 7,4), KCI

0,1 M, CaCI
2 0,1 mM, MgCI2 5 mM, ATP 2,5 mM, NADE! 0,25 mM, PB!’ 0,42 mM, PK 7,5 U.!.

y LDH 18 fil., a una temperaturade 25
0C. Se registró la línea baseen ausenciade vesículasde RS

y a continuación,seadicionóa la cubetael RS registrándosela variaciónde la absorbanciaen (unción

del tiempo. La concentraciónde protelmia empleadadependíade las condicionesexperimentalescíe
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cadaensayo,pero en generallime de 4 gg/ml. Paraanalizarel grado de purezade las vesículas,se

han realizadomedidasde la actividad ATPasaindependientecíe Ca~> en presenciade BOTA (3-4

mM). Se ha encontradoqueen las preparacionesutilizadasen el estudio,estaactividadera inferior

al 10% del total de la actividad ATPasamnedida El grado de sellamientode las vesículasse ha

estudiadoa partirdel efecto de A23187 sobrela actividadATPasa.La actividadATPasaseestiniuló

entre2,5 y 4 vecesa 250C por A23187 4% (p/p) en las preparacionesde RS utilizadas.

La actividadespecíficadela ATPasaparavesículasde RS acopladasfue de 1,07 ±0,12 U.I.

y 4,12 ±0,69 Ul. paravesículasdesacopladas.Otrascondicionesexperimentalesestánindicadas

en las leyendasde las Figurascorrespondientesa Resultados.

20.2. Determinaciónde fosfato inorgánico.

Se ha utilizado el método de Fiske-Subbarow(Leloir y Cardini, 1957). Los reactivos

utilizados fueron los siguientes:ácido sulfúrico 5 N (A), molibdato amónico 2,5 % (p/v) (13) y

reactivoreductor(C), quesepreparamezclando0,2 g de ácido l-amino-2-naftol-4-sulfónicocon 1,2

g de bisulfito sódico. En el momentode utilizarlo sedisuelven0,25 g de estamezclaen 10 ml de

agua.Estasoluciónseoxida lentamentey no sepuedeusardespuésde umia semanadesu preparación.

La soluciónestándarparael patrónde fosfatosepreparadeunadisoluciónde PO
4H2K 10 mM

quesealmnacenaa 4
0C. Parautilizarlasediluye 1: 10 de forma que 1 ml de solucióncontiene1 ~mol

de fosfato.

Para llevar a cabo la determinaciónde fosfatoliberado seprocediócomo sigue: la reacción

emizimáticasedetuvocon la adicióndeun volumende ácidotricloroacético10% igual al volumende

la mnezclade reaccióndescritaen el ensayoacopladoperosin las enzimasauxiliares,NADE! y PBP.

A continuaciónlas muestrasse centrifugamia 1.500 x g durante10 minutosa temperaturaambiente

y se recoge1 ml del sobrenadante,quecontieneentre0,1 y 1 gmnol de fosfato. Al sobrenadantese

le añade1 ml del reactivo A, seguidode 1 ml del reactivo 13. Despuésde agitarseañade0,1 ml del

reactivoC y aguahastacompletar10 ml. Unavez agitadala mezclaseesperan10 minutosy selee

la absorbanciaa 660 nm. Enparaleloseralizaronpatronesde concentraciónde fosfatocomiocidaentre

0,1 y 1 timol,

21. UNION DE ‘H-OUABAINA A LA. (Na~,K~)ATPasa.

Utilizamosel métododescritopor Brooker y Jelliffe (1972) con algunasmodificaciones.Se

preincubandurante60 minutos(Naí,Kt)ATPasa3 gg/ml, diferentesconcentracionesde ouabaína
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(I0~ M — 1W M) y/o el inhibidor (0,1 — 12 U/mí) en un volumen final de 1 ml en el siguientemedio:

Tris-HCI 50 mM , NaCí lOO mM , BOTA 0,25 mM , MgCI2 7 mM , ATP 5 mnM y 50 nCi de ~1-I-

ouabaína(20,6 Ci/mniol) a 37
0C y a un pl-! dc 7,4 . La reacciónse detieneponiendoLos tubos en

hielo. A continuaciónsefiltrami a travésde discosde miitrato de celulosa(GSWPO2SOO,Millipore) de

0,22 ¡¿in de tamañode poro. Una vez secosse les añade10 ml de líquido de centelleo(OptiPhase

Hisafe II, LKB) y se cuemitanen un contadorrackbeta1209 (LKI3), Los blancospara descontarla

umiión no específicade 31-I-ouabaínaseobtienenañadiendoouabalnafría 1 mnM al medio de ensayo.

El porcentajede inhibiciómi se calculapor comparacióncon los tubos controlessin inhibidor.

2.2. MEDIDAS DE CAPTACION DE Ca2~ DEPENDIENTEDE ATP EN VESíCULAS.

La captaciónde 45Ca2~ fue determinadapor filtración rápida a través de filtros Millipore

HAWPO2500.El muedio de reacciónconteníaTes50 mM (pI-! 7,4),KCI 0,1 M, MgCI
2 2 mM, ATP

1 mM, CaCI2 50 gM (0,4 í¿C¡/ml,[Ca
2~]í mm,. 42 gM), ¡3-mercaptoetanol2 mM y 0,12 mg de

proteína/ml.

Se tomaron fracciones a los 2 y 5 minutos y a los 10 minutos despuésde la adición de

A23187 (19 gM), queeraninmediatamentefiltradosa travésde filtros Millipore de diámetrode poro

de 0,45 gm. Los filtros fueron lavados3 vecescon 3 ml de unasolución fría queconteníaTes 50

mM (pI-I 7,4), ¡<Cl 0,1 M, MgCI
2 1 mM y LaCI3 1 mM y contadosen un contadorde centelleo

Beckmnan LS 3801, usando comno líquido de centelleo 2-(4’-butilfenhl>-5-(4’-difenil)-1,3,4-

oxadiazol/tolueno(5 g/l).

Paralelamentese realizaroncontroles sin ATP en las mismas condicionescon objeto de

valorar la captaciónde Ca
21’ independientede ATP. La unión inespecíficade Ca2~ a los filtros fue

valoradarealizandoel experimentoen las condicionesdescritassin sinaptosomas.

Para transformarlas epin medidasen el contadorde centelleo en nmol de Ca2~/mgde

proteína,se obtuvo el valor de actividadespecífica(cpm/nmol Ca2F) midiendo las cpm totalesque

habíaen cadatubo antesde filtrar.

23. MEDIDA DE LA PERMEABILIDAD DEVESíCULAS POR DISPERSIONDE LUZ.

La permeabilidadpasivade Ca24 a travésde la membranaplasmáticasehamedido siguiendo

el métodode dispersiónde luz descritopor Kometaniy Kasai, 1978; Escuderoy Gutiérrez-Merino,

1987; García-Martiny cols., 1990.
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La forma de las partícimíasmuicrosomalesen suspensióndependede las propiedadesfisico-

químicasde sus membranas.Estastiendena adoptaruna forma esférica o elipsoideen condiciones

de equilibrio (Arrio y cols., 1974; Konietani y Kasay, 1978), comno ocurre en las preparaciones

utilizadas en esteestudio.Sin embargo,estasvesículaspuedensufrir deformacionesnotablescuando

seles aplicaconvenientementeuna fuerzacomopuedeserun choqueosmótico(Sha’afi y cols., 1970;

Knauf y cok., 1977).

La dispersiónde luz por umia partículadependede su forma (Timasheffy Townend, 1969)

La cuantíade la luz dispersacon respectoa la luz incidentemuestraunafuertedependenciano sólo

con el tamaño y la forma de la particimía, sino tambiéncon la longitud de onda de la radiación

incidente.Se hautilizado pararealizarestasmnedidasun espectrofluorímnetro,querecogela intensidad

de luz dispersa(I~) en una direcciónperpendiculara la del haz de luz incidente,trabajandocon

ambosmonocromadores(de excitaciómiy de emnisión)a la mnismnalongitudde onda.Se hacomprobado

previamenteque la muestraobjeto de estudiono emitefluorescenciaa la longitud de ondaelegida.

Emi respuestaal choqueosmnóticolas vesículaspierdenaguade su espaciointravesicular,para

compensarla diferemicia de osmolaridadentre los espaciosintra y extravesicular.Debido al alto

coeficientecíe permeabilidadal aguaque presentanlas mnembranasde mamíferos(Sha’afi y cols.,

1970), esteprocesotiene lugarmuy rápidamente,enun tiempode 60-100ms. Al finalizar esterápido

eflujo de agua las vesículashan adoptadouna forma mnás aplanadaconcentrandolas salesen ellas

contenidas,hastaigualarsu osmolaridadcon la del medio exterior. La intensidadde dispersiónde luz

sufreun apreciableincremento,dado quea mayor asimetríatridimensionalcorrespondeuna mayor

dispersiónde luz (Timaslieff y Townend,1969).

A esterápidoaumentoinicial de dispersiónde luz sigueuna fasede característicascinéticas

muás lentasde disminuciónde la misma. La velocidadde estasegundafasedependedela comnposición

iónica del medio, puessehalla relacionadacon el coeficientede difusión de las especiesiónicasdel

medio a través de la membranade las vesículasque tienden a recuperarsu forma esférica. No

obstante,paraque se mantengala isoosmolaridadentretos dos compartimentosla entradade agua

a deir acompañadadelos ionesdel mnedio exterior. Diseñandolos experimentosde formaqueexistan

en el medio sólo una o dos especiesiónicasmayoritariasen un muedio débilmentetamnponado,según

lo indicadopor Koinetani y ¡<asal (1978) la constanteaparentede tiempo de permeabilidad,r, para

el casode una sal sepodríaescribircomo:

= oc(t catión +
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donde i- es proporcionala la inversadel coeficientede difusión de dichaespecie.Si una de las dos

especiesdifunde a travésde la membranaa nnmchamayor velocidadque la otra, la constante(le

tiempo de permeabilidadde la sal seráaproximadamenteigual a la de la especieque difunde muás

lentamente.En nuestrosexperimentos,dado queel ión cloruro difundemuchomás rápidamenteque

el calcio a través de la membranplasmuáticade sinaptosomnas(filíe, 1981) y de la membranade

retículosarcoplasmico(Kometamii y Kasai, 1978),estaconstantede permeabilidadde la sal reflejará

la constantede difusión del catión.

En el casomás simnple, la difusión de una especieiónica a través de unamembranapuede

describirsecomo un procesocinéticode primerorden,con unaúnica constantede difusión (O); en

otros casos,sin embargo,puedeajustarsea la sumade dosprocesoscinéticos,obteniendoemitonces

dosconstantesde difusión (D1 y ~O~
Por otra parte,ha sido mostradopara liposomas(Yoshikawa y cols., 1983) que la relación

entreel volumen interior, y, y la intensidadde dispersiónde luz (I~) vienedadapor la siguiente

expresión(1):

= (ti90 V~

El aguaacompañaal catióncuandoestedifundehaciael interior de las vesículascon el fin

de mantenerla isoosmolaridadduranteel procesode recuperaciónde la forma esférica(Kometani y

Kasai, 1978). Para el casode un procesode difusión pasiva de una especieiónica o molecular

definido por una constantede difusión, Dt,1m60, podemnosescribir (2):

(V.0-V) (V-JQ.e 1

dondey0,, y0 y V1 son el volumen limitante (volumendel estadoesféricorelajado),el volumen de

lasvesículasal comenzarla fasederecuperaciónde la formnaesféricay el volumena tiempo t después

del choqueosmótico, respectivamente.

Combinandolas ecuaciones(1) y (2) se puedeobtener:

(t.~I)3I2= (-1’ .roV¡
2 . e

dondeJ~, , l~ y 1 representanla intensidadde luz dispersade las vesículasen los estadosdefinidos

por y
0. , y0 y VI, respectivamente.La electroneutralidaden la difusión pasiva del catión está
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garantizadaen nuestrascondicionesexperimentalespor la difusiómí paralelade iones cloruro. Ello

conlíevaque la recuperaciónde la forma esféricapimedeserdescritapor un procesode difusiónsimple

a travésde tmn único tipo de canalescon propiedadesconstantesde permeabilidad.La representación

de 3/2 In (10,-!) frentea t, debeser una línea rectaa partir de la cual sepuedeestimnarD0,,1~,. Como

severámás adelante,cmi mnuchoscasosseproducendesviacionesclarasy significativasde la linealidad

en estetipo dc represemítacionessemilogarítníicasde los datos experimentales,En estos casoslos

datoshan sido satisfactoriamenteajustadosa la sumade dosexponenciales:

(I—42~ = (Jqo)3/2 . ¡1 A.e Dmd (1 —A).e-D2.t

dondeDm y D2 sonlas constantesde difusión del catióna travésdea) dos canaleso vías distintasen

la membranao b) dosestadosconformacionalesdiferentesdel mnismnocanal con propiedadestambién

distintasde permneabilidad,y A es la fracción de canalesde tipo 1 o en estadoconformacional1.

En todos los casos, los datos transformadoslían sido ajímstados por regresiónlineal para

obtenerlos valoresde D~,1¡6,, Cuamído los datossehamí ajustadoa la sumade dos exponenciales,el

procedimnientoseguidolía sido el siguiente:Primero, se ha obtemíidoD2 del ajustede los datos a

tiempos largos a una línea rectapor regresiónlineal. La diferenciaentrelos datos transformadosy

el correspondientevalor de Y de la línearecta ajustadaa tiempos largoslía sido ajustadaa otra lítica

recta a partir de la cual seha obtenido D1.

El procedimientoseguidoparamedir la permeabilidada Ca
2~ de las vesículasde membrana

plasmáticaha sidoel siguiente.A unacubetade cristal de cuarzode pasode luz 1 cm, quecontenía

el medio dechoqueTes5mM (pH 7,4)y CaCI
2 100 mM, seañadenvesículas,previamentedializadas

frente a Tes 5mM duramíte4 h a 4
0C, y seagita imímediatamente.La concentracióndeproteínaen la

cubetaes de0,1 mng/ml. La disminuciónen la dispersiónde luz, que proporcionauna medidade la

permeabilidadde la memnbranaa Ca2~, fue medidaa unalongitudde ondade excitaciónde 400 mím,

registrandola emnisióna 410 nni a 250Cusandoun espectrofluorimnetroHitachi/PerkinElmer, modelo

650-640.Además,se añadenal medio distintas concentracionesde 1-II-HP.

Los mnonocromadoresde excitaciómí y emisión fueron desfasados10 nm para disininurir la

intensidadde luz dispersaque de otra muaneraseríamuy elevada.La intensidadde luz dispersase

registródirectamemítecmi funcióndel tiempo. Como seha indicadopreviamente,el análisisde los datos

requierecalcularel valor de I0,~ Estevalor ha sido obtenidomnidiendo la intensidaddedispersiónde

luz entre2-3 h despuésde producido el choqueosmótico emí un medio con agitacióncontinua.

Medidas llevadasa cabo previamentea diferentestiemposentre2 y 6 h han mostradoque3 fi es un

tiempo suficienteparaque la intensidadde dispersiónde luz tras el choqueosmóticoseestabilicey
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alcance los mismos valores, dentro del error experimental, que los obtemiidos con la misma

concentraciónde vesículasen ausenciade choqueosmnótico.

24. MEDIDA DEL FLUJO DE Ca2t CON CLORTETRACICLINA.

La actividaddel intercambiadorNat/Ca2+ ha sido muedida utilizamido la fluorescenciade

clortetraciclina(CTC) (Caswell, 1972; Schaffery Olson, 1976; Gareía-Martlmiy cols.,1990).

1-la sido mostradopor diferentesguposde investigadoresque la clortetraciclina(CTC) formna

complejoscon Ca24 y que el rendimientocuánticode la fluorescenciade estoscomplejosse eleva

notablementecuandoestosseadsorbena membranasbiológicas<Milínian y cols,, 1980>(Figura 1).

en
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Figura 1. Espectrode fitmorcsccnciade la elortetraciclinaen presenciay ausenciade Ca24 . La
correspondeal espectrodc una solimción de sinaptosoniasen presenciade CTC y Ca2t. La línea
cl registro de CTC más Ca2t. La línea punteadaes el registrodc CTC.

líneacontinua
discontinimaes

El métodooperacionalha sido el siguiente:las vesfculas(45 hg/ml) se incubarondurante30

mm a 370C en unasoluciónqueconteníaTes 5 mM (pH 7,4), NaCí 0,1 M y CTC 50 ~M. Tras la

centrifugacióndurante30 minutosseresuspendenen Tes5 mM (pH 7,4), NaCí 0,1 M, CTC 50 pM.

Para realizar las medidasde fluorescencia,a una cubeta de cuarzo de paso de luz de 1 cm se

añadieron2 ml de unasoluciónque conteníaTes 5 mnM (pItiA), CTC 50 gM, CaCI
2 50 pxM y ¡<CI

0,1 Mo NaCí 0,1 Mo cloruro de colina 0,1 M, segúnlas diferentescondicionesexperimentales.A

tiempo cero se añadenlas vesículasprecargadascon Na
4 a una concentraciónfinal de proteínasde

A
E-KcÍ t3c Qn

13
En, ion
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45 gg/mnl y seregistrala variaciónde fluorescenciade CTC con el tiempo a 370C enun espectrofiuo-

rímeto Hitachi/Perkin-lRlmer,muodelo650-640.Se emplearomíuna longitud de onda de excitaciónde

380 nm y 520 mu de emisión.

A partir del ajustede los datosdel aumentode la intensidadde fluorescenciade CTC con el

tiempo a umí procesoexponemícialsimple es posibleobtenerel valor de la constantede velocidaddel

imiflujo de Ca2’ (1<) a travésde la membranade sinaptosornas.Los valores de K representadosen los

Resultadoshansido obtenidosa partirdel ajustepor regresiónlinealde Ln (F
0, - F~> frenteal tiempo,

donde It y E, representanla intemísidad de fluorescenciaen el infinito y a un tiemupo t,

respectivamente.

25. NIVELES DE Ca
2~ EN ESTADO ESTACIONARIO EN VESíCULAS DEL RETíCULO

SARCOPLASMICO.

Los estudiossobreniveles cíe Ca2’ acumuladoen estadoestacionariose llevaron a cabo

utilizando el indicador metalocrómicoarsenazoIII. Estecompuestopresentauna alta afinidad por

Ca2’ y puede formnar complejoscon él. Como se muestraen el espectrode absorciómi(Figura 2>, la

absorbanciade arsenazoIII en ausenciade Ca21 es mayor a 540 nm, y relativamentemáspequefla

a 650 nm. La unión de Ca21 reducela absorbanciaa 540 nm y la incrementaa longitud de onda

mayores.El incrementomuestradospicos, centradosa 600 y 650 ñni, y un punto isosbésticoa una

longitud de ondade 570 nm (en la cual no hay cambio de absorción).

It

Figura 2. Espectro de absorciómí de
arsemiazo III (línea continua) y arsenazo
111~Ca2t (línea cliscoatimíua).
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o
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Para la determnimíaciómíde los nivelesde Ca2 acumuladopor RS en estadoestacionariocon

arsenazo[11,utilizamos la diferenciade absorciónentre650 y 700 nrn, que es función lineal de la
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concentraciónde Ca2’. Se preparancubetasde 1-2 ml de volumen total con Tes/KOI-1 50 mM (pH

7,4>, KCI 0,1 M, MgCI
2 5 mM, sacarosa0,25 M, arsemiazoIII 30 gM, y sedejan incubardurante

10 mimuitos a 25
0C, registrandola línea baseen estascondiciones(Figura 3). A continuaciónse

calibra la señal con adicionesde 2 x Ca2~ 40pM. Tras la calibraciómisc añadenlas vesículasde RS

(2 gg/~l) previamentepreincubadascomi o sin inhibidor durante15 minutosa 250C. A continuación

se dispara la reacción añadiendoATP a una concemitraciónfinal de 2,5 mM. El descensode

absorbanciaregistradoes debidoa la acumulaciónde Ca2~ por fosfato inorgánicoy ADP, especies

resultantesde la hidrólisis de ATP, y contamimianteshabitualesen las preparacionescomnercialesde

ATP. Poresta razónse añadióa las cubetasde reacción,una vezestabilizadoel procesode captura

de Ca2~ por el RS, el ionóforo de Ca2~ A23 187 (2 gg/ml), observándoseuna reversiónparcial del

fenómnenode capturade Ca2’, siendoestavariaciónde absorciónla que setoma paradeterminarla

concentraciónde Ca2’ capturadopor las vesículasde RS,

Figura 3. Cambios en la absorciónde arsemiazo III durantela acumulación(le Ca2’. El medio contiene
Tes/KOI-1 50 mM (pH 7,4), sacarosa0,25 M, arsenazoIII 30 ~M,KCI 0,1 M, MgCI

2 5 mM y 0,2 mng/nml de
RS. Adiciones secuencialesde Ca

2’ 40 pM para la calibraciónde la señal,ATP 2,5 mnM paraestimular la
capturacíe Ca24 y A23187 (2 pg/rnl) para determinarel Ca2~ acumulado.
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26. MEDID DE VELOCIDAD DE TRANSPORTE EN PRESENCIA DE OXALATO.

Las medidasde velocidadinicial del transportede calcio serealizaronutilizando arsenazoHl

5 t¿M , como seindica en el apartadoamitemiom y en presenciade oxalato 5 mnM.

lEí oxalato es un agenteprecipitantede calcio, queseequilibra rápidamenteentre el medio

externoy el medio interno de las vesículas(Stefamiovay cols., 1991). Estoproduceuna disminución

del Ca2’ libre en el interior de las vesículasde RS,graciasa la formaciómide oxalatocálcico,y como

consecuenciadesaparecela inhibiciónqueel propio Ca2~ internoproducesobrela actividadAlPasa.

De estaforma la hidrólisis de ATP se estimulay la acumnulaciónde calcio seprolonga.

La camItidad de RS utilizada en estosensayosfue de 25 ¡¿g/ml. La señal secalibra con

adicionesdeCa2’ 40 gM y la reacciónseinicia con ATP 2,5 mM, La velociadadinicial de transporte

de Ca2’ se caleulaa partir de la pendienteque se obtienecom los valoresde los 2 o 3 primeros

mninutos de la reacción.

27. DETERMINACION DEL Ca2~ INTRACELULAR EN CELULAS MESANGIALES DE

RATA.

La concentraciómideCa2’ intracelularfue medidacomosedescribeenOliveray cols. (1992).

Las célulasen cultivo fueron tratadascon tripsinay centrifugadasdurante3 muin a 1.800 rpm. El

precipitado se resuspendióen RPMI 1640 suplementadocon suero fetal bovino al 10%.A

continuación,las célulaserami incubadascon Fura-2/AM 5 gM durante45 mm a 370Cy centrifugadas

paraeliminar el Pura—2 del medio. Las célulasresuspendidasen soluciónsalinaHanks sin Ca2~ ni

Mg2’ sedejanincubar15 mm, paraqueel Fura-2no hidrolizadosalgade la célula, secentrifugami

y resuspendenen soluciónsalinade 1-lanka sin Ca2’ ni Mg2’.

A una cubetade cristal de cuarzoquecontenía1 muí de solucióncíe Hanks,seañade1 ml de

suspensióncelular, CaCI
2 1 mM y MgCI2 IinM, se deja incubar durante15 mm a 37

0C con

agitación.A continuación,la fluorescencia(F) fue medidaa una longitud de onda de excitaciónde

340 mim, registrandola emisióna 510 nm a 37W usandoun espectrofluorimetroPerkin-ElmerL550.

Además,seañadenal mediodistintasconcentracionesdeHHIP. La concentraciónde Ca2~intracelular

se calcula utilizando un valor de Kt~ dc 224 nm (Grynkiewicz y cols. (1985)), segúnla siguiente

expresión:

225
[Ca21

1= ~nax -F

53



Materialesy Métodos

La calibraciónde las medidasse llevan a caboutilizando digitonina50 gM (~iiiaD y 40 ~¿lde

una solucionde IEG’I’A 0,2 M (P,~,).

28. MEDIDAS DE FLUIDEZ DE MEMBRANA.

La fluidez de la membranaha sido estudiada utilizando medidas de polarización de

fluorescencia,para lo cual se utilizó como sondauna moléculahidrofóbicafluorescente(1 ,6-difenil-

1 ,3,5-hexatrieno(DPI-l).

La polarizaciónde fluorescenciase puede medir utilizando dos polarizadores,uno emi la

trayectoriadel haz de excitación (polarizadorde excitación) y otro sesitúaentre la muestray el

detector(polarizadorde emisión). La intensidadde fluorescenciase ha medido con el polarizador

de excitaciónvertical y el polarizadordeemisiónprimero vertical y despuéshorizontal.

En general,sepuededefinir la polarización,P, como:

¡ —9= Vi

’

+ it,,,

dondeI\t~ y 1v~ representanla intensidadde fluorescenciacon el polarizadorde excitaciómi vertical

y el de emisión vertical y horizomital, respectivamnente.

Alternativamemite,sepuededeñmiir la anisotropía,r, , como:

2P39

La relaciónentreestosdosparámetroses:

= IV;, — ‘VII

+ 24,,,

Es necesariointroducirun factorde correcióndadoquecualquiersuperficiereflectanteplana

refleja preferentementela luz polarizadaparalelaa la superficiereflectantey porquelas lentestienen

más transmnitanciapara un plano de polarizaciónque en el otro. El factor de correción, O, se

determinamidiendo la intensidad de fluorescenciacon el polarizadorde excitaciónhorizontal y, el

polarizadorcíe emisión vertical y horizontal:

¡
O = ___1“JI
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La ecuacióndc polarizaciónquedaríaentonces(Lee,1982):

1 -CI
VII

1 +01
VV VII

A partir de la anisotropíade fluorescenciapuedecalcularseel parámetrode orden(5) según

la ecuacióndesarrolladapor Pottel y cols.(1983):

[1 — 2(r~ — r) + S(rJr0fl’~ — 1
= 2(rJr0)

donde r, es la anisotropíade fluorescenciay r0 es la anisotropíade fluorescenciaen ausenciade

cualquiermnovimiento rotacional de la sonda. ParaDPH el valor teóricode r0= 0,4, y los valores

experimnentalesvaríanentre0,362y 0,395 (I-leyn, 1979y Jáhing,1979).El parámnetrode ordemivaría

desdeO, que correspondea un estadode máximiio desordemi,hasta1 que seríael estadode rigidez

total.

Tras incidir sobrela sondauna radiaciónde excitaciónpolarizadaen un plano, el nivel de

polarizaciónde la radiaciómiemitida dependedirectamentede la mnicroviscosidaddel medio, siendo

máxima en un medio altamente viscoso como glicerol (Lee,1982). Por el contrario, una

despolarizaciónde la radiación fluorescenteemitida elevada imidica que la sonda,en el tiempo

transcurridoentrela excitacióny la emisión, havariadosu oriemítación.El gradode despolarización

de la señalrefleja la movilidad rotacionalde la sondafluorescenteque dependedirectamentede la

microviscosidadde la memnhrana.

A partir de5 se puedecalcularla nileroviseosidadcorregida<‘~k”, con la siguienteecuación

(Pottel y cols., 1983>:

v,s
lo (1+S)

domíde y es C r T, C esun factor geométrico,i es el tiempode vida mediaen estadoexcitadode

la moléculafluorescentey T es la temperaturaabsoluta.Paradifenil-hexatrienOV toma el valor de

2,4 poise.

Se utilizó comosondafluorescentepararealizarestasmnedidasel l,6-difenil-í,3,5-heXatrienO

(DPI-I). Estepresentala ventajade tenerun alto coeficientedc extinción y un máximode absorción

a 355 nmn, lejos del máximo de absorcióndel triptófano. Ademásforma microagregadosen aguano

fluorescentes,mientras que es altamentefluorescentecuandose incorporaa la membrana, En la
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Figura4 se muestranlos espectrospolarizadosde emisiónde fluorescenciade DPH obtenidosen

presenciade mnembmanasen cubetas(le cuarzode 1 cmii de pasode luz

n

Co

3

Figura 4. Espectrospolarizados dc
emisión de fluorescenciade DPI-l en
presenciade simíaptosomasa 250C. La ~
posición <le los polarizadores de ‘u‘3

excitacióny emisiónes la siguiente: -~
dI

o

330 38U 430 400 530

Longitud de onda fnmj

DPI-l, disuelto en tetrahidrofurano,se añadió a unasuspensiónde sinaptosomaso vesículas

de retículo sarcoplásmicoen una proporciónmuenor o igual a 1/500 moles DPI-1/moles lípidos. Se

deja incubaren la oscuridaddurante90 mimiutos parapermitir que sealcanceel equilibrio DPI-I en

soluciónacuosa/DPI-lemí membrana.El pasodeluz hacia la cubetaha de estarcerradosiempreque

no se esténrealizandomnedidasparaevitar la fotodescomposicióndel DPH. La longitud de ondade

excitaciónfue de360 nm y la de emisión440 nm. La comnposiciónde la soluciónde medidacontenía

KCI 0,1 M, sacarosa0,3 M, Tes 5 níM(pH 7,4>, ~-mercaptoetanol2 mM en el caso de los

sinaptosomasy Tes 50 mM (pI-I 7,4), sacarosa0,25 M, KCI 0,1 M paralas vesículasde retículo

sarcoplásmico.Todaslas medidasse realizarona unatemperaturade 250C.

29. DETERMINACION DEL COEFICIENTE APARENTE DE PARTí CLON (19 DE RIflE EN

LA MEMBRANA DE SINAPTOSOMAS.

El coeficientede particiónsedefine comnola relaciónentrela concentraciómídc 1-11-1W unido

a la membranay la concentracióndel inhibidor libre. Paradeterminarestasconcentraciomiesliemos

medido la intensidadde fluorescenciacíe 1-II-HP fijando una longitud de ondade excitación y de

emisión de 270 y 304, respectivamenteLa intensidad de fluorescenciacorrespondientea la

concentraciónde1-II-UF unidoa la membranaselía estimadocomo!a diferenciaentrela fluorescencia

correspondientea la concentraciónde inhibidor total y la del libre.
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Las medidasfueron realizadasa una concentraciónde proteínade 25 gg/ml y 50 vg/ml. y

varias concemitracionesde inhibidor en umi medio que contenía Tes/KOI-l 50 mM (pH 7,4),

KCI 0,1 M.

El procesoexperimentalseguidocomisistióen medirla intensidadde fluorescenciadel medio

antesde añadirsinaptosomasen presenciadedistintasconcentracionesde HHIF. A continuación,se

añadenestos,y previaincubacióndurante15 minutosa temperaturaambiente,secentrifugana 45.000

rpm durante2h a 40C. Se mide la fluorescenciadel sobrenadanteparavalorar la concentraciónde

[II-UFlibre que no se ha adsorbidoa la bicapa lipídica.

30. TRATAMIENTO DE DATOS.

30.1. Determninacióndel tiempo de relajación,r.

El cursoen el tiempo de la cinéticaenzimáticade la (Ca2~,MghATPasapuedeser descrito

satisfactoriamentepor la expresión:

1’ = VI +

donde V es la velocidad a tiempo t, VI es la velocíad inicial, V~ es la velociad final y 1< es la

constantede velociad aparentedel proceso. Paraobtenerel valor de 1< se hizo la representación

gráfica de la comcentm’aciónde productofrenteal tiempo(véasela Figura5). La intersecciónde las

dos rectasajustadaspermiteobtenerel valor de 11K o tiempo de relajación(Prieden,1981) . Las

pendiemitesde las lineasseñaladascomo a y b sony
3 y Vf~ respectivamente.
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30.2. Cálculo(le la concentraciónde calcio libre.

121 ajuste de concentraciomiesstmbmicromnolaresde Ca2’ libre en determinadascondicicímes

experimentalesse llevó a caboañadiendotamponesCa2’-EGTA.

El equilibrio químico entreCa2’ y 136TA aun pl-! dado vendríaexpresadocomo:

Ca2’L+EGTAL - Ca2~-EGTA

donde la constantede disociaciónvendríadadapor (1):

[Ca2~1L . [ISGTA]L
Kd= [Ca2~ - ECTA]

considerandoun valor de Kd de 10.72 a pl-l 7,4 (I-larafuji y Ogawa, 1980).

1. Si la concentraciónde Ca2’1 es mayor que la concentraciónde EGTA, la concentraciónde Ca2’

libre es aproximnadamenteigual a:

[Ca2iL — [Ca2i
7 — EEGTM~

2. Cuandola concentraciónde Ca
2~ es inferior a la concemitraciónde 136TA, entonces(2) y (3>:

[Ca2i~ — [RaTA -Ca’i

EEGTAIL [EGTA]T- (Ca2i~

Sustituyendoen la ecuación(1) las expresiomles(2) y (3),

14,
[CahL (~EGTA]

7 — [Ca
2i~~

[Ca2i
7.
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Despejandose obtienela siguienteexpresión:

Kd . [Ca2i~
[Ca2ljIt = [EGTA~T— LCa2ir

donde la concentraciónde ca21 libre es función de las concentracionestotalesde ECTA y de Ca2’.

30.3. Todoslos experimentosserealizaromipor duplicadoo triplicadoconal muenostrespreparaciones

diferentesde membranas.Los valoresrepresentanla media ±OS. En los casosen quela desviación

estándar es <10% no se representa barra de error. El ajuste dc los valores experimentales a las

correspondientes curvas se realizó mediante el programa GraphPad Inplot.
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Resultados

1. PURWICACION.

De extractos de cerebro, hipófisis, hipotálamo y glándula suprarrenalbovinos liemos

purificadoun factorque actúacomo inhibidor de la (Na~,K~)ATPasay de la uniónde 3H-ouabaina

a la enzima. La emízima utilizada procedede médula renal de cerdo y se ha purificado segúnse

describecmi Materialesy Métodos. El factor inhibidor recibe el nombrede HHIF (Hypothalamic

I-IypophysaryInhibitory Factor).

Para su purificación se homogemíizael tejido recién descongeladoen metanol. Tras una

extracciónlipidica con éterde petróleo-cloroformo,la faseacuosaseconcentrapor liofilización y se

resuspendecmi metanol.A continuaciónsecentrifugay el sobrenadantesecromatografíaporfiltración

en gel (véaseMaterialesy Métodos).Comno se¡nuestraen la Figura6, las fraccionescon actividad

inhibidorade la (Na’,K’)ATPasa,eluyeninmediatamenteantesdel pico correspondientea las sales.

Estas fracciones inhibidoras aparecencmi todos los tejidos procesados.Dependiendode cada

cromatografía,el pico abarcadesdeel final del volumende exclusiónteóricode la columna(35% del

volimmen total) hasta el doble de este valor. Previamentese comprobó que estasfracciones no

afectabana las enzimasauxiliaresdel ensayoenzimáticoacoplado(PK y LDH).

Las fraccionesactivassonrecogidas,liofilizadasy concentradas.Estematerial parcialmente

purificadosesometecíe nuevo a cromatografía,enestecasoHPLC semipreparativaen faserevetsa.

Los cromatogramnasobtenidos(Figura 7), registradosa una longitud de onda de 214 nm,

muestrandospicoscon actividadinhibidorade la (Na~/K~)ATPasa.Estoocurreen todos los tejidos

estudiadosexceptoencortex cerebraldondesólo apareceuno. El primerpico, queesel queaparece

en todos los casos,coincidecon el voluníemí de exclusiónde la columnay correspondea un tiempo

de retenciónentre6 y 10 mimí. El segumidopico presentaun tiempode retenciónde 143 mm y aparece

cii todos los tejidosestudiadosa excepcióndel cortexcerebral.

Las fracciones del primer pico (a) conservansu acción inhibidora de la actividad

(Na’,K’)ATPasa níeclida itt vitro tras su reducción a cenizas ~2500Cdurante24 Ii) por lo que

probablemnentecorrespondaa componentesde naturalezainorgánica.Estehechoseconfirmaporque

la incubaciónde estasfracciomíescon EDTA 1 mM, agentequelantede iones metálicosdivalentes,

elimina el efecto inhibidor de estasfracciones.

Las fraccionescon actividad inhibidoracorrespondientesal segundopico (b) sonrecogidas,

liofilizadas y recromatografiadaspor HPLC analítica.La Figura 8 presentael perfil deeluciónenuna

columna
1d3ondapakFatty Acid detodos los tejidos procesados.En el cromatogramaregistradoa 214

nm sedetectaun pico mayoritario,conun tiemposimilar de retenciónen todoslos tejidos procesados.
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En el perfil correspondientea cortex no aparece pico ni hay actividad inhibidora dc la

(Na’ ,K’)ATl~asa.

El análisis espectral, llevado a cabo con un detector de multifotodiodos asociado al

eromnatógrafolíquido de alta resolución(L-IPLC), permite identificar el pico con un mnáximno de

absorcióna 274 nm (Figura 9, columnade la derecha).Al compararlos espectrosde absorciónde

estepico, considerandolas pendientesascendentey descendente,asícorno el máxitnodel pico (puntos

a-e, Figura9, columnadc la izquierda)y normalizandoa 274 nm seobservael solapamientode los

espectroslo cual muestrala presenciade un único componentecon un máximo de absorciómia 274

nm (Figura9).

En la columna de la izquierda de la Figura 9 semuestrala localizaciónde la actividad

inhibidoraen los diferentespicosaisladoscorrespondientesa losdisintostejidosprocesados.El e?ecto

inhibidor medidoutilizandoel ensayoacopladosesuperponecon la absorbanciaa 214 nmde los picos

correspondientesa cadatejido.

Los resultadosmostradosen las Figuras 6-9, 16 correspondena una serie experimental

realizadaconunapreparaciónde cadauno de los tejidosprocesados,obteniéndoseresultadossimilares

en diferentespreparaciones.

Los nivelesmás elevadosde 1-II-UF, a pesarde la variabilidaddebidoa la metodología,han

sido detectadosen glándulasuprarrenale hipófisis. Los valores obtenidosson para los diferentes

tejidos procesados:(1) cerebro0,36 ±0,02 U/g, (2) hipófisis 0,76 ±0,12 U/g, (3) hipotálamo0,43

±0,17 U/g, y (3) glándulasuprarrenal0,64 ±0,18 U/ g de tejido. Estosvalores representanla

media ±ES de los resultadosobtenidos en al mnenos cuatro preparacionesdiferentes de cada

tejido.

La comparación, mediante el programa .Spectrun¡ analysis, del espectro del pico

correspondientea cada uno de los tejidos permite comnprobarque todos correspondenal mismo

(Figura 10).
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El espectrode fluorescenciade 1-II-UF purificado se muestraen la Figura 11. Esteespectro

presentaun máximo de excitación a 280 nm y un máximo de emisióna 305 nm, lo cual sugierela

presemiciade algúnanillo aromáticoen el materialpurificado.
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Este material procedentede cada tejido era ensayadocomo imiliibidor de la actividad

(Na’jK)ATl~asa. El valor control de la actividadde la enzimapurificadaes de 8 ±2 gmoles de

P~hnin/mng de proteína,empleandoel ensayoacopladosegúnlas condicionesdescritasen Materiales

y Métodos. Una unidadarbitrariade imlhibiciómI (U) sedefine como la cantidadde 1-11-UF necesaria

parainhibir un 50% la actividad(Na~,K~)ATPasapurificada.

~,~~/

<1)

a
1—
<1

O

CO

O

u
4

100

75

50

25

a
u

[IIH¡F] . U

Figura 12. Efecto de HHIF purificado cíe diferentestejidossobrc la actividad(NatKtATPasapurificadade
médularenal. Cerebro( U ), hipotálamno(•), hipófisis ( O) y glándulasuprarrenal( O ). La preincubacién
se realizaen ausenciao presenciade ¡-II-hP durante2 Ii a 370C en tmmi medio que conteníaTris/CII-l 1 M (pH
7,4), MgCI

2 6 mM y 36 ~gde proteína/ml.La concentraciónfinal de proteínaen el medio de ensayode
actividadATPasaes 4 pg/ml. La actividadse mnidió a 37

0Cutilizando es sistemnade enzimasacopladasquese
indica en Materiales y Métodos. La referencia (100%) es la actividad A’I’Pasa en ausenciade HHIF y
correspondea umi valor de 9 t 3 Ul.

La Figura 12 muestrala inhibición de la actividad (NatK~)ATPasaen presenciade

cantidadescrecientesdel material purificado procedentede cada tejido. Comopuedeobservarsela

dependenciade la inhibición es exactamentela misma en los diferentestejidos estudiados,lo cual

apoyaqueel material purificadoen cadauno de ellos seael mismo.

1 2 3
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Hl LA Figura 13. Electo de ¡11-1W sobre la
4 actividad(Na’ ,K)ATPasaen función del

CO hicínpo (le incubación.La incubaciónse
O3

realizó a 370Ccmi un medioque contenía
Tris/OH 1 M (pl-1 7,4>, MgCI

2 6 mM, 36
r ~g de proteína/mly 12 U/inI de HHIF.
r La concentraciónfinal de proteimia y de

HHIF en el medio de ensayode actividad
25 AlPasa son 4 ~¿g/mnly 1,3 U/inI,

respectivamnente.
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La Figura 13 muestraque la inhibición de la actividad (Na~,KjATPasapor 1-II-líE es

dependientedel tiempo de preincubación.Para estudiareste efecto se preincubael enzima en

presenciao ausenciade I-lI-IIF hastaun periodo de tiempo de 120 mm a 37
0C, y pH 7,4, En estas

condicionesse observaun aumentocíe la inhibición con el tiempo alcanzándoseun máximo de

inhibición(70%) parala dosisensayada(1,3U/mí> despuésde 60 muin de preincubación.La presencia

de Mg2’ aumentala imihibición de la bombade sodio por HHIF (Figura 14). El enzima en estas

condicionesde ensayosin inhibidor no seve afectada.

M

I~’igimra 14. Inhibición de la (N&,K~)ATPasa por
HHIF cmi ausenciao presenciade Mg2’ 6 mnM en el
mnedio de preincubación. Las condiciones
experimentalesson las indicadasen la Figímra 13.
C: Actividad AlPasa sin Hl-tU’ cmi el medio de
emisayo.
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2. EFECTO DE HHIF SOBRE LA (Na~,K~)ATPasaPURIFICADA. Estudiosde depezideilcia

de la concemitración.Comparacióncon ouabafna.

Debido a la diferenteespecificidadde los ensayosutilizadosparadetectarcompuestoscomo

el descritoes importantela combimiaciónde distintosprocedimientosparaestudiarel efectode 1-U-IlE

sobre la (Na1,K’)ATPasa.Así hemosutilizado tresbioensayosdiferentes: inhibición in vitro de la

actividad(Nat,K’jAlPasa purificada,inhibición de la unión de 31-I-ouabalnaa la enzimay reacción

cruzadaconanticuerposantidigoximia,

La ouabaínaes un potenteinhibidorde la (Na’jK~)ATPasa(Wallick y Schwartz, 1983) por

lo quees imnportanteestablecersi HI-IIF inhibe porun mecanismosimilar. Paraello seha comparado

el efectoqueproduceel factor purificadoconla respuestade ouabainaparacadaunode los ensayos

sefialaclos, Como puedeobservarseen la Figura 15, la actividad biológica del factor purificado es

equivalemiteen las curvasde dependenciade la concentracióncon respectoal comportamiemitode

ouabaína.Ademáslas curvas de desplazamientode 31-I-ouabaínaobtenidacon I-IHIF u ouaba!nasomi

similares. La cantidadde 1-li-ILE necesariaparainhibir un 50% la actividadde la (Na~,KjATPasfl

purificada de médula renal de cerdo equivale a 0,1 t¿M de ouaba!naen las mismascondiciones

experimentales.

El compuesto1-U-UF no presentareaccióncruzadaconanticuerposantidigoxinaa las dosisque

normalmenteimihibe y que desplazan31-l-ouabafnade su sitio de unión al enzima, mientras que

ouabainapresentaun ligera reaccióncruzada.Hayqueseflalarqueel factorhipotaLániicoparcialmente

purificado en SephadexLI-1-20 sí mostrabareaccióncruzadacon estosanticuerposa concentraciones

elevadas.

3. REACCION CRUZADA CON ANTICUERPOS ANTIDIGOXINA.

El comportamientoamiálogoa digoxinaseha empleadocomo unode los criterios de actividad

natriuréticaque todo inhibidor de la bomubade sodio deber!a cumplir (véaseIntroducción),debidoa

la semejanzaestructuraldel posibleinhibidor endógenocon la familia de los digitálicos aisladosde

plantas. Sin embargo, comno se pone <le manifiesto en la gráfica de dependencia de la concentración

de esteensayo(Figura ¡SE), comiforme avanzamnosen la estrategiade purificación, las unidadesde

inhibición de I-l1-IIF pierdenla capacidadde dar reaccióncruzadacon los anticuerposantidigoxina,

incluso a concentraciones de inhibidor hasta 2 veces superiores a las que producen un 100% dc

imlhibiciómI de la enzima. Tami sólo extractoscrudos, material parcialmentepurificado (previo a la

cromatografíaen SephadexLI-I-20) o la zonade conductividadpresentanreaccióncruzada.
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Como puedeverseen la Figura 16 en dondese muestrael perfil de eluciónen LI-1-20 para

muestras (le los diferentes tejidos procesados,la zona de reacción cruzada con anticuerpos

antidigoxinacoincidecon la zonade conductividady/o sales,aunquevaría ligeramentedependiendo

de cada croniatogramay tejido. Los resultadosmostradoscorrespondena una preparaciónde cada

tejido procesadoobteniéndoseresultadossimilaresen diferentespreparaciones.

En los primnerospasosde purificacióna nivel de 11-1-20seha podidoobservarqueen alguna

de las preparacionesestudiadaslas fracciones con reaccióncruzadacon anticuerposantidigoximía

coincidencon las últimas fraccionescon actividadimihibidora de la (Nat,K’)ATPasa.Sin embargo,

la reaccióncruzada de estas fraccionesdesaparecea lo largo del procesode purificación. Estas

variaciones pueden ser debidasa parámetrosdifíciles de controlar a lo largo del proceso de

purificación,talescomola temperatura,extracciónde la muestra,empaquetamientodel gel de11-1-20,

densidadde la muestracargada,etc..

4. PROPIEDADESFISICO-QUIMICAS.

4.1. ComparaciónCali otros compuestos.

Diferentestipos decompuestosqueactúancomoinhibidoresdela actividad(Na~,K’jATPa5a,

que desplazan31-I-ouaba!na<leí sitio de unión al enzimao bien sustanciasquedan reaccióncruzada

con anticuerposantidigoxina,podríanestarimplicadosen la regulaciónendógenadel transportede

sodio (Clarksony cols., 1985; Kelly y cols., 1986; l3raquety cok., 1986>. Entreestoscompuestos

seencuentran:lignanos, digitálicos, fosfolípidos, ácidosbiliares, ácidos grasoslibres, dopamina,

esteroides,etc.

Cabela posibilidadde que el compuestoquenosotrospurificamosfuesesimilar a algunode

estoscompuestos,paraello estudiamosla similitud de los espectrosde todaunaseriede familias de

compuestoscon el espectrode HHIF (véaseApéndiceII).

La selecciónde estoscompuestossehizo teniendoen cuentala posiblepresenciade algún

anillo aromático.Se incluyencompuestostalescomotirosina,hidroxi-fenilácidos,catecolamninasy sus

metabolitos,catecolestrógenosy lignanos (formadospor dimerizaciónoxidativade fenoles). Estos

compuestosse cromatografiaronpor HPLC en una columuna /¿BondapakFatty Acid en idénticas

condicionesexperimentalesque las empleadasparala purificacióndel inhibidor endógeno.

Ninguna de las sustanciasestudiadaspresentaun espectrosimilar ni el mismo tiempo de

retenciónque el inhibidor, tan sólo algunos fenilácidos del tipo de los encontradosen elevada

concentraciónen el fallo hepáticoagudo(Seday cols., 1984) y la L-Tyr presentanun espectromuy

similar aunqueestoseluyenen el volumende exclusiónde la columna.
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Otrostíos compuestoscromatografiadosen lasmismascondicionesdescritaspara el inhibidor

somi nuabainay digoxina. Estoscompuestossomi inhibidoresespecíficosde la bombade sodio quese

aislande plantasy se les ha atribuido poralgunosautoresun papel de reguladoresendógenosde la

(Na/K’)ATPasa(l-lamlyn y cols., 1991b; Tymniak y cols., 1993). Ninguno de ellos eluye con el

mismo tiempo de retenciónque el inhibidor, la ouabalnatieneun tiempo de retenciónde 5,2 mm y

la digoxina de 19 mm - Los tiemposde retenciónparacadauno de los compuestoscromatografmados

se muestranen el ApéndiceII.

4.2. Estudios<le ultrafiltración.

El material purificadosesometióa ultrafiltracióna presiónutilizando célulasde Amicon con

agitación continua y en atmósfera de nitrógeno. Las membranas empleadas tenían un tamaño de

exclusiónde pesomolecimiarcomprendidoentre500 (YC05)y 1000D (YM2). El inhibidor atraviesa

ambos tipos cíe muemubranas.La identificaciónantesy despuésde HHIF en el filtrado se demuestra

porqueproduceimihibición de la (Na4 ,K~)ATPasaantesy despuésdecromatografmar el filtrado por

I-IPLC en una columnagBondapakFattyAcid. La recuperacióndel materialfiltrado no esdel 100%,

probablementedebidoa interaccionesinespecificasdel inhibidorcon las membranas.Estosresultados

sugierenun pesomolecularaparenteparaI-IHIF menorde 500Da, quecoincideconlos descritospara

un factor de estascaracterísticaspor otros autores(Akagawa, 1984; Morgany cols., 1987; Millet y

cols., 1987; I-Iaber y I-laupert, 1981).

4.3. Reduccióna cenizas.

1-II-IIF pierde totalmentesu actividad inhibidora de la (Na~,K~)ATPa5ain vitro cuandose

sometea 2500C durante24 h (véaseTabla 1) lo cual descartala posibilidadde quesetratede iones

inorgánicoscontaminantes.

Esteresultadoseve apoyadopor la ausenciade efecto de EDTA 1 mM sobrela inhibición

del factor aisladosobrela enzima(véaseTabla 1).

4.4. Efecto de la temnpcrattlra.

Comose mnuestraen la Tabla 1, I-II-IIF esestableal incubarloa 37»Cdurante24 h y a 800C

durante10 mm pero pierde ligeramentesu actividad cuandose calientaa 1100C durante24 h o a

1200C durante30 mm.

4.5. 1-lidróliSiS ácida.

La accióncombinadade HCI 5,7 N, temperaturade 1100Cdurante24 h y 2~mercaptoetaflol
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al 0,02%en condicionesde vacíoconlíevala pérdidade la actividadinhibidorade 1-U-IlE. Esteefecto

se observatanto en condicionesreductoraspor la presenciade 2-mercaptoetamiolcomo en ausencia

de éste.

Debido al ligero efectode la temperaturasobreI-IHIF realizamnosel mismo experimentopero

a 370C durante24 h, condicionesquemio afectana la estabilidaddel inhibidor, observándoseque la

presenciade I-ICI 5,7 N no alterala capacidadde inhibición, si biencuandoañadirnosal medio HCI

5,7 N más 2-mercaptoetanolal 0,02%cl factor pierdesu actividadinhibidora (Tabla 1)

Debido a esteefecto del 2-mercaptoetanolsobreI-IHIF, se investigó la posiblepresenciade

grupos sulfhidrilo libres en Hl-líE mediante incubación de éste con 4-vinilpirídina, segúnlas

condicionesdescritasen Materialesy Métodos. Tras la incubación,Hl-UF fue cromatografiadocmi

I-IPLC en fase reversa utilizando umia colummía gl3ondapakFatty Acid. Mediante un detector de

fotodiodosse obtuvo su espectrode absorción,que resultóidénticoal de I-ll-IIF (datosno mostrado),

indicandoal ausenciade grupossulíhidrilos libres en el material purificado.

4.6. DigestiónenzimnátictIncimbacióncon fosfolipasaC o pronasaE.

Al tratar 1-U-líE (Rl> con fosfolipasa C (0,6 mg/muí) o pronasaE (1 mg/mí), segúnLas

condicionesdescritasen Materialesy Métodos, no seve disminuido su efecto inhibidor sobrela

actividad(Na~,K’jATPasa(Tabla 1).

4.7. Oxidacióncon ácidoperfónnico.

El compuestoEHIE se incubacon ácidoperfórmicodurante3 lx en hielo, y tras esetiemnpo

se liofihiza y resuspendeen agua. La comparaciónde los espectrosde absorciónobtenidosantesy

despuésdel tratamientocon ácidoperfórmico muestranqueHHIF pierdesu máximode absorcióna

274 nm. La muestrade HHIF oxidadapor ácido perfórmico es cromatografmadaen una columna

gl3ondapakFattyAcid y seeluyeen las condicionesseñaladascmx el procesode purificación. Durante

la cromatografíasevan realizandoespectrosde absorcióndelas moléculaseluidas,observándoseque

el tiempode retencióndel materialpurificadoaumentaa43 mm al tiempo quedesapareceel máximo

de absorcióna 274 mím. Es interesanteseñalarque el factor mantienesu efecto inhibidor de la

actividad(Na’ ,K~11ATPasa.

4.8. hidrólisis básica.

La capacidadinhibidorade esteagentees estableal tratamientoalcalinocon NaOl-l 0,2 N,

durante30 mm a 120»C o durante2 h a 3<70C (Tabla 1) comparadocon los correspondientes

controles.Paraello serealizanlos correspondientesensayosy controlesde la enzimaen las mismas
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condicionespero sin inhibidor no observándoseningtmn cambioen la actividadATPasa.

4.9. Preimicubacióncon I3SA.

La incubación de HHIF comi ESA (0,1 mg/mí> tampoco varió la inhibiciórx de la

(Na1,K~)ATPasa(véaseTabla 1).

4.10. Análisis de aminoácidos.

En el análisisde amimioácidosdel material purificado sometidoa hidrólisis con Clii 5,7 M

en presenciade 2-mercaptoetanolal 0,02% (y/y) no sedetectóla presenciade aminoácidos,

4.10. Influencia del pH sobrela finorescenciade HHIF.

La intensidadde fluorescenciadel factor 1-II-uF varía con el pH del medio como puede

observarseen la Figura 17, presentandodospuntosde inflexión a pH 4,3 y pi-1 7,5. Esteefectoes

especialmentesignificativo a pl-l ácido donde se observa un gran aumentode la intensidadde

fluorescenciade estecompuesto.

Figura 17. Efecto del plí sobre la intensidad de
fluorescenciade HI-IIF (X~ 280 nin, Xo,~ 315 nni).
El medio de ensayoconteníaTes/KOH25 mM para
la zonade plí básicosy Mes/CíE-! 25 mM parapara
la zona de pH ácidos. En el eje de ordenadasse
representael porcentajecon respectoal valor control
que correspondea la intensidadde fluorescenciade
Hl-UF (F

0) a un pH entre5,7-6,8.

175 e

125

u-

e
e. e

• ~n e
75

25
1 3 5 2 9

p l~m

75



Resultados

‘rabIa i. Efecto de diferentestratamientossobrela actividad inhibidora deI-ll-IIF.

Tratamiento Inhibición (Na’ ,K~)ATPasa

Control (l-IHIF 2U¡ml) 93 ±7

Temperatura(800C, 10 mm) 95 ±6

(370C, 24 h) 100

(1 100C, 24 h) 58 ± 14

(1200C, 30 mnin) 62 ± 5

I-Tidrólisis ácida

(%)

(CII-I 5,7 N, 24h, 1100C)

(CIR 5,7 N, ¡3-ME 0,02%,

24h ,1100C)
(CII-I 5,7 N, 24h, 3700)

(CII-! 5,7 N, ¡3-ME 0,02%,
24h, 3700)

15 + 10

7±4
100

6.Q±14

Hidrólisis básica

(NaO!-! 0,2 N, 30 mm, 12000)

(NaO!-! 0,2 N, 2h, 370C)

62 ±5

100

FosfolipasaC 95 ±1

PronasaE 97 j 3

BSA 94±2

EDTA lmM 83 1 3

Reduccióna cenizas

(24 h, 2500C)
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5. MODULACION DE LA ACTIVIDAD (Ca2~,Mg2~)ATPasaDE SINAPTOSOMAS Y DE

VESíCULAS DE MEMBRANA PLASMATICA SINAPTOSOMAL POR HHIF.

5.1. Actividadesademosimxtrifosfatasade sinaptosomasy de vesícimiasderivadasde ineiixbrana

plasmaticasinaptosoinal.

La membranaplasmáticade sinaptosomasde cerebrode ratapresentadiferentesactividades

ATPasas: (NaF,KI)ATPasa, Ca2’-ATPasa,Mg2~-ATPasa y (Ca2~+Mg2’jATPasa (Sorenseny

Mahíer, 1981; Michaelis y cols., 1983).

En nuestraspreparacionesexisteademásunaactividadcontaminanteMg2~-ATPasade origen

mitocondrial,que correspondeal factorFI-AlPasa,que representaaproximadamnenteel 20%-25%

de la actividadtotal y quees inhibida específicamentepor la adición de azidasódica5 mI\4 en el

mediode ensayo.

La actividad(Na’,K’jATPasasedeterminacomo la actividadArPasaquees inhibida por

ouabaina1 mM en presenciade Na~ 100 mnM y K~ 20 mM en un medio de ensayohipotónico.Esta

actividadesde 0,41 ±0,07 ~molesPi ¡min/ mg proteína.

‘1

Figura 18. Actividad(Ca2 ,Mg2’jATPasa 7

de vesículas derivadasde membrana ~ .3

plasmáticasinaptosomalen función del
tu,

tiempo. Los puntos correspondena los a
valoresobtenidosmidiendo directamente ~ .2

el fosfato (P
1) liberado~) y utilizando cl ~

sistemaacoplado PK-LDI-l ( • ). Otras -~
condiciones experimentales como se ; .1
indica en Materialesy Métodos.

-1:

o
O iii 15 20

Tiempo (mm)

La actividadATPasadependientede Ca
2~ y/o Mg24, (Ca2tMg2~)ATPasadecaelentamente

en función del tiempo(Figura 18) hastaestabilizarseen unaactividadqueesaproximadamenteel 40-

50 % del valor de la actividadinicial (García-Martíny Gutiérrez-Merino,1986, 1990). Esteproceso

sigue una cinética de primer orden con una constantede velocidad de 0~26 ±0,04 mimrm en

sinaptosomasy 0,41 ±0,04 min.m en vesículas.Paraevitar erroresmetodológicosdebidosa esta
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inactivación, todas las medidascinéticas realizadasen este estudio se han llevado a cabo en

condicionesexperimentalesen las que se había alcanzadoel valor de actividad ATPasadel estado

estacionario.

La actividadtotal dependientede Ca2’ y Mg2~ seha medido en presenciade Ca2~ 50 gM

y Mg2’ 2mM alcanzandoun valor mnáximo de 0,16 ±0,03 jtmoles de Pi/min/ mg de proteínaen

vesículasy de 0,1 ±0,015 pinolesde P
1/min/mgproteínaen sinaptosomas.

La actividadATPasadependientedeMg
2’ y activadapor Ca2~seha medidoen presenciade

Mg2 y ATP 2mM y la concentraciónde ECTA necesariaparaalcanzarla concentraciónde Ca2~

libredeseadaen cadacaso(véaseMaterialesy Métodos).El valor obtenidoesde 0,08 ±0,01
1¿moles

Pi/min/ mg proteína.

La actividadATPasadependientedeCa
21 e independientedeMg2~ sehamedido enpresencia

de Ca2’ 50 MM y ATP 2 mM sin Mg2~ en el medio obteniéndoseun valor de 0,06 ±0,007 gmoles

P
1/min/mgproteína.

Todos estos valores son similaresa los publicadospor otros investigadores(Sorenseny

Mahíer, 1981; Michaelis y cols., 1983; García-Martiny Gutiérrez-Merino, 1990) y representanla

media de los resultadosobtenidospor duplicado en diferentes preparacionesde simiaptosomasy

vesículas.Todos los valores de actividadesreseñadoscon anterioridadrepresentanla mediade los

resultadosobtenidosemi 10 preparaciomlesdiferentesde sinaptosomas.

Los valores mnostradosde actividades(Ca
2~,Mg2’jATPasa representaxxvalorestotales de

actividad, La orientaciónde la mnernbranaplasmáticaes igual ensinaptosomnasy enlacélula nerviosa,

por lo que para medir actividadesen que la emzinia presenteel centrode unión del ATP hacia el

citosol, en concreto(Ca2.F+Mg2tATPasay (Na~,K~)ATPasa,es necesariohacerloen un mnedio

hipotónico o permeabilizandola membranacon saponina. Las vesfeulaspresentanun grado de

inversión de la ¡nentranaque en nuestraspreparacionescorrespondeaproximadamenteal 40%

(García-Martíny Gutiérrez-MerinO, 1990).Estos resultadossonsimilaresa los obtenidospor Gilí y

cols. (1986),utilizandoun protocolosimilar al nuestro.En estosestudiosse miden las actividades

ATPasadeestasmembranas,asícomo el efecto de tetradotoxina(bloqueanteno permneablede canales

de Na’ ) y veratridina ( agonistade canales de Na~ que difunde fácilmente a través de las

membranas)sobrela disipacióndel gradientede Na3 a travésde estasmembranas.
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5.2. Efecto de 1-II-UF sobrelas actividadesadenosintrifosfatasaen sinaptosornasy en vesícimías

derivadasde membranaplasnxatica.

5.2.1. Inhibición (le la actividad (Ca2~,Mg2)ATPasatotal por HHIF.

Paraestudiarel efectodel 1-IHIE sobrela actividad (Ca2~,Mg2~)ATPasase ha utilizado el

ensayo enzi¡nático acopladoPK-LDH (véase Materiales y Métodos) para lo cual se comprobó

previamentequeen el intervalo deconcentracionesde HHIF empleadono inhibía adichas enzimas.
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Fig¡mra 19. Inhibición de la actividad(Ca2’,Mg2~)ATPasatotal por HHIF. Los datos mostradoscorresponden
condicionesde ensayoestándar,pH 7,4 y 25’aC ( • ), pH 7 y 250C( C ) y pH 7,4y 370CCO), El medio de
reacciónconteníaTes/KOH50 mM, MgCI

2 2 mM, CaCI250 MM, KCI 100 mM, ~-mercaptoctanol2 mM, azida
sódica5 mM, ATP 2 mM, PEP0,42 mM, NADH 0,22mM, 10 U/ml de PK, 28 U/ml de LDH y 20 pg de
proteína/ml. La referencia (100%) es la actividad ATPasa determinadaen ausenciade Hl-UF. Inserto:
Representacióndc 1-1111 dc los datosde inhibiciónen las condicionesde ensayoestándar,

La Figura 19 ¡nuestra que I-IHIF inhibe la actividad (Ca
2~,Mg2~)ATPa5ade vesículasde

mnembranaplasmática.La dependemiciade estaactividadconrespectoa laconcentraciónde HHIF no

se modifica conel cambio de pI-1 de 7,4 a 7 ni con el de la temnperaturade 250C a 370C. A partir

de la representaciónde 1-luí de estosdatosse obtieneun valorde K
05 aparentede 2,45 U/ml y un

coeficientede Hill de 0,8 ±0,06.

o 2 4 6 8 10 12
{HHIF]. U/ml
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Figura 20. Dependenciadel efecto
u’

inhibidor de 1-IHIE sobre la actividad
(Ca2~,Mg2t)ATPa5a con la
concentración de proteína. Las
concentracionesde proteínaeran 10
U), 20< • ) y 40(Á) ~g/ml

u
.4

t) 2 ‘1 6 0 10 12

[¡INI FI

Como se muestraen la Figura 20 la concentraciónde HHIF necesariaparaproducir el 50%

de inhibición se incrementaal aumentarla concentraciónde proteína,obteniéndosevaloresde 1,24

U/mí, 2,45 Uiml y 4,21 Uimnl para 10, 20 y 40 yg/ml, respectivamente.Esto indica que una

importante fracción del inhibidor se une a la membramia, Por este motivo, hemnos estimado la

incorporaciónde HL-UF a la membranasinaptosomnalmidiendo la intensidadde fluorescenciadel

sobrenadanteantesy despuésde la centrifugacióna 45.OOQrpmdurante2 ha400utilizando distintas

concentracionesde membranay I-IHIF en un mnedio que contieneTes/KOH 50 mM (pH 7,4), KCI

0,1 M. En la Tabla 2 semuestranlos valoresde fluorescenciaobtenidosparaHHIF
101,~ y HH!Fimtrc en

sinaptosomasde cerebrode rataa unaconcentració¡xde prote(nade 25 ng/ml y 50 pgiml. El valor

del coeficientede particiónaparente(1(p) para la unión de HHIF a la membranasinaptosomala partir

de estos datos, calculado segúnse indica en Materiales y Métodos, es de 0,08 (Mg prot de

membrana/mi)’.El mismo valor se obtiene, dentro del error experimental,cuandose estima el

coeficiente de partición a partir de las curvas de dependenciade inhibición de la actividad

(Ca
2~,Mg2tPÁTPasarespectoa 1-11-1W (Figura 20), siguiendoel mnétodo descritopor de Forestay

cols., 1990. Por tanto, las concentracionesde HL-UF totalesutilizadasen esteestudio deberíanser

corregidasteniendoencuentala unión del inhibidor a la membranaplasmática.La concentraciónde

inhibidor libre capazde producirel 50% de inhibiciónde la actividad(Ca~,Mg2¼ATPa5aesde0,88

±0,16 U/ml.

o

U/ rn 1
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Tabla2. Intensidadde fltmorescencia(u.a,)obtenidospara lll~llF.ro.rÁ, y l-l1-llF1~~~ en sinaptosomasde cerebro
de rata. La concentraciónde HHIF unida a sinaptosomasse estimó a partir dc la disminución de la
concentraciónde inhibidoren cl sobrenaclancedespuésde centrifugar,como se indica en el texto.

I-ll{lFr)TAm
(U/mí)

I-lI-IIFmo¡AI
F(u.a.)

HI-IIP¡¡flft1:
F(u.a.)

0,5 12,5 ±2

SINAPTOSOMAS

25 pg/ml 50 ¡ig/ml

3,15 ±1,17 3,05 ±0,03

26,3 ±0,7 5,4 ±0,26

1,5 32,0± 1,7 10,2 ±0,27 73 + 025

2 41,8 ±0,3 15,0 ±1,08 7,2 ±1,65

La actividad(Ca
2~,Mg2~)ATPasatotal de0,25 mng/ml de vesículasde membranaplasmática

derivadasde sinaptosomasimicubadasen ausenciao presenciade 100 U/ml de Hl-HP no se recupera

con respectoal valor control tras 4 Ii dediálisis a 40C frente a un medio quecontieneTes 5 mM (
pH 7,4),¡3-ME 2 mM, sacarosa0,3M, fosfatidilcolina0,5 mM. En estascondicionesexperimentales

la enzimaestabainhibida aproxirnadamnemiteumi 75% con respectoal control, Estehechosugiereque

la inactivaciónde la actividad(Ca2’ ,Mg2’jATPasapor altasconcentracionesde Fil-UF producela

desnaturalizaciónde la enzima.

Tambiénseha estudiadosi la inhibición de la actividad(Ca2~,Mg2’jATPasapor HHIF es

dependientedel tiempode incubación.Paraello sehanincubadolasvesículas,en presemiciao ausencia

de diferentesconcentracionesde inhibidor, duranteun períodode tiempo de hasta30 muin a 25W.

En estascondicionesno seobservaningúnefectosobrela extensiónde la inhibición de la actividad

ATPasa.La estabilidadentre15 s y variosminutosen la velocidadde hidrólisis de ATP ( linealidad

en la variaciónde absorbanciaa 340 nm con el tiempo) despuésde añadirel inhibidor al medio de

ensayode la actividadATPasaapoyaestaconclusión.

La Figura 21 mnuestrael efecto de HHIF sobre la actividad (Ca2~,Mg2’jATPasade

sinaptosomas.Medianterepresemítacióndedobles inversossecalculauna inhibiciónmáximadel 46%,

quecoincidecon el valor obtenido experimentalmemite.A partir de la representaciónde ¡liii de los

datosmostradosen la Figura21 seobtieneuna K
05 aparentede0,47 U/ml y un valor de n11 próximo

a la unidad. Es importante imídicar que hemos encontradouna gran variabilidad en las distintas

preparacionescíe sinaptosomasutilizadas,especialmentecuandoseempleamíconcentracionesaltasde

I-II-IIF paraobtenerla inhibición máxima.Porejemplo,paraunaconcentraciónde 1-IHIF de 10 U/ml

en algunaspreparacionessealcanzaun valor de inhibición del 80%, mientrasque en otrasno llega
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a superarel valor del 50 % indicadoanteriormente.

Fig¡mm~a 21. Efecto de 1-11-1W sobre la
actividad (Ca2~+Mg2t)ATPasa de
s inaptosonias. Las condiciones
experimentalesson las indicadas en la
Figura. En el cje de ordcnadas se
representala actividadATPasareferidaa
la actividadmuedi<la en atmscnciade 1-IHIE
en el mediode ensayo.
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5.2.2. Inhibición de la actividad ~Na4,KjATPasa par 11H11?.

I-IHIF inhibe la actividad (Na%K’jATPasade vesículasderivadasde memnbranaplasmática

sinaptosomnalcomo puedeobservarseen la Figura 22. El análisis cinético de estosdatos mediante

represemitaciónde I-Iill permiteel cálculo<le un valorde ~ aparentede0,76 U/mí, quecorresponde

a un valor de 0,3 U/inI libre cuandose corrigeutilizandoci coeficientede partición. La inhibición

no presentacooperatividadnu = 0,98 ±0,05.
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F¡gimm’a 22. Efecto de 1-IHIE sobrela actividad (NatK’OATPasade vesículasderivadasdesinaptosomas.El
medio de ensayocontenta:Tes/KOI-1 50 mM (pH 7,4), NaCí 100 mM, KCI 20 mM, ¡3-niercaptoetanol2 mM,
MgCI

2 2 mM, ATP 2 mM, ouabaína1 mM, PS’ 0,42 mM, NADH 0,22 mM, 10 Uinil de PK, 28 U/mal dc
LDI-í, azida sódica5 mM y 20 ~g de proteína/mla 25

0C.
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La actividad (Na’,K~)ATPasa de 0,25 mg/ml de vesículasderivadas de sinaptosomas

incubadas en ausencia o presenciade 50 U/ini de FIL-HP no serecuperacon respectoal valor control

tras 4 Ii de diálisis a 40C frente a Tos 5 mM ( pH 7,4 ), WME 2 mM, sacarosa 0,3 M,

fosfatidilcolina 0,5 mM. En estascondicionesexperimentalesla enzima estáinhibida un 70 % con

respectoal control. Estos resultadossugierenque la inhibición de la (Na4,K’jATPasapor altas

concentracionesdeHHIF puedeserdebidoposiblementea la desnaturalizaciónde la enzima,deforma

análogaa los resultadosobtenidoscon la (Ca2~,Mg2~)ATPasa.

6. ESTUDIO SOBRE EL MECANISMO DE INILIBICION DE LA ACTIVIDAD

(Ca1’,Mg2~)ATPasaPOR IIHIF.

En esteapartadose analizael efectodcHl-HP sobrelos factoresreguladoresmás importantes

de la actividad (Ca2’ ,Mg2~)ATPasa. 1-lomos estudiado si la inhibición de la actividad

(Ca2~,Mg2’)ATPasapodríasedebidaa una perturbaciónde la fluidez de la bicapalipídica de estas

membranas en las condiciones experimentalesen la que la actividad ATPasa se inhibe.

Alternativamente,esteefecto podríaserdebidoa unainteraccióndirectacon la prote!naa travésde

la competiciónde 1-11-1W con sustratosy/o ligandosde la actividad(Ca21,Mg21jATPasa.

6.1. Efecto de HHIF sobrela fluidez de la mneinbramiplasmáticaen sinaptosoiflas.

La fluidez de la membranano sólo proporcionala flexibilidad queéstarequiereparadiversos

procesossino que puedeser crítica parala función de muchasproteínas,bien porque la actividad

dependade su difusión lateral o rotacional o porque su funcionamiento implique cambios de

conformacióndentrode la bicapa(I-litzemann y cols,, 1984). Por tanto, es necesarioestudiarsi el

efectoinhibidor de í-miP sobrela actividad(Ca2~,Mg2’jATPasapodríaser debidoa cambiosen este

parámetrode la membranaplasmáticade sinaptosomas.Paraello se han utilizado medidasde la

polarizaciónde fluorescenciadel DPH segúnse indica en Materialesy Métodos.

A partir delos datosde polarizacióndefluorescenciasepuedecalcularel parámetrode orden

(5) y la inicroviscosidadcorregida(~
0) segúnla ecuacióndesarrolladapor PotÉcí y cois (1983)(v¿ase

Materiales y Métodos). Estos mostraronque existe una estrechacorrelaciónentre los valores de

anisotropíarelativa(r5/r0) y el parámetrodc ordenparamembranasen las que el valar de r,/r0 sea

superiora 0,2, mientrasqueexisteunagrandispersiónde puntoscuandoserepresenta~ frentea

En la mayoríade las membranasbiológicas,como ocurreen nuestraspreparaciones,r~/r0 tiene un

valor superiora 0,4, en nuestrocasoestevalor varia entre0,574 y 0,526, segúnse torneun valor
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de r~ de 0,362 o de 0,395. Por esta razón, el parámetro de orden obtenido a partir de los datos de

anisotropía (le fluorescencia es más fiable que el (le microviscosidad corregida para estimar la fluidez

de las membranas.

Los resultadosobtenidosen presencia de distintasconcentracionesde inhibidor a 250C y una

concentraciónde proteína de 25 ~g/¡nl se muestranen la Tabla 3. Puede observarseque las

concentracionesde Hl-UF que inhiben la (Ca2’,Mg2jAlPasano producencambiossignificativosen

el parámetrode orden. No obstante,hay una ligera alteraciónde la fluidez queva siendoprogresiva

segúnaumentala concentraciónde inhibidor hastaalcanzarun valor el parámetrode orden (S) de

0,507 parauna concentraciónde ¡-111W de 10 U/ml quecorrespondea un valor de inhibición de la

actividadATPasadel 80%(Figura 19). Cuandoseempleanunascondicionesexperimentalessimilares

a las utilizadasparaestudiarla inhibición <le la acumulaciónde Ca2 dependientede ATP (véaseel

apartado7.1 de Resultados)con una concentracióncíe proteínade 120 gg/ml no seobservaningún

efectosobrela fluidez de la membranahastaunaconcentraciónde Hl-hPde 10 U/ml. Estosresultados

permitenconcluir que la inhibición de la actividad ATPasano puedeexplicarseexclusivamentepor

alteracionesen la fluidez de la membrana.

Debido a esteerectode 111-UFsobrela fluidez dela membrananoscuestionarnossi esteefecto

podríaserdebido a una accióndetergentede HHIF sobrela membranasinaptosomal.Paramuchas

proteínasintrínsecasde membranala solubilizaciónpor detergentesprovocacambiosen la actividad

por deslipidacióndel lípido anular(de Forestay cols., 1989; Sandermann,1978, 1983) . Por tanto,

nosplanteamossi al añadir1-HIlE al medio de ensayoesteagenteinducealgúntipo de solubilización

de la membrana. La técnicade dispersión de luz es especialmenteútil para determinar la

solubilizaciónde membranas(Tandford, 1980).

Parallevar a caboesteestudiosehanrealizadomedidasde ladispersiónde luz (I~) a 400 nm.

En este métodose haceincidir un rayo cíe luz monocromáticasobreuna solucióno suspensiónde

macromoléculasy semide a 900 la intensidadde luz dispersaa esa longitud de onda. Vesículas

derivadasde sinaptosomas,25 ~xg/ml,se incubancon concentracionescrecientesde inhibidor en el

mismo intervalode las que inhiben la actividad(Ca2~,Mg2’jATPasacon agitacióncontinuay en un

medio que contiene:Tes 5 mM (pl-I 7,4), KCI 100 mM, fi-mercaptoetanol2 mM y sacarosa0,3 M,

a 250C, En estascondiciones1-11-IlE (hasta10 U/inI) no tieneningúnefectosobrela dispersiónde luz
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Resultados

6.2. Efecto de HHIF sobrela dependenciade la actividad (Ca2~,Mg2~)ATPasarespectoa ATP.

Para conocerel mecanismocinético de inh¡bición de la actividad (Ca2~ Mg2 t)ATPasade

sinaptosomasnor 1-II-líE se ha estudiadoel efecto de éstesobre los parámetroscinéticos de la

activaciónpor ATP.

.075
Figura 23, Activación (le la Mg2-
ATPasa basal y dc la ~
<Ca2~+Mg2’)ATPasaporconcentraciones ~.

crecientesde Mg2’-ATP (0-250 ~¿M).La ~
actividadsemidió utilizando el sisernade
enzimas acopladas PK/LDH, Coirio SC

W

describecii Materialesy Métodos, cii un —

medio de reacciónmampo¡íadocon EGTA ~ 0 ~

y unaconcentraciónde Mg2~ libre de250
MM ( O ) y el mismo medio de ensayo
más Ca2~ libre ¡ pM ( • ).

0 50 100 150 250 300

[Mq~ .ATP]

El efectode Mg2’ -ATP sobrela actividadMg2F~ATPasabasaly (Ca2F+Mg2+)ATPasaen el

intervalode concentracionesempleadasen nuestrascondicionesde ensayo,0-250~M, seajustaa una

representaciónhi
1)erbólicacíe Michaelis-Menten(Figura23). La actividadMg

2-ATPasabasaltiene

un Km de21 gM pal-a ATP y de 29 MM parala actividaddependientede Ca2~ y Mg2h Estosvalores

se lían obtenidoa partir dela representaciónde dobles inversoso Lineweaver-Burk.La presenciade

1 ¡xM de Ca2i no altera la afinidad de la enzimaparaATP pero sí incrementala velocidadmáxima

desde0,055~molesPi/mm ¡mg de proteínabasta0,076~mo1esPi/mini mg deproteína.Estosvalores

estánde acuerdocon los descritospreviamentepor otros autores(Miclíaelis y cols., 1983, García-

Martín y Gutiérrez-Merino,1990).

En el medio deensayola concentracióndeCa~librees deaproximadamente1 gM, calculado

corno se indica en Materialesy Métodos,por lo que considerandoque la K,,, paraCa2t-ATPde la

Ca2~-ATPasaesde53 gM (Nagyy cols,, 1986)y dc 17-19,5gM paraCa2~ (Michaelisy cols., 1983;

Sorenseny cols.,1981), la contribuciónde la actividadCa21--ATPasaen estascondicionespuedeser

despreciada.

Los datosobtenidospara1-11-1W sobreambasactividadesATPasase muestraen las Figuras

24 y 25. Para estudiarel efecto dc Hl-UF sobre la dependenciade la actividad ATPasacon la

concentraciónde ATP schanutilizado concentracionesde Hl-lE queproducenuna inhibición entre

el 20 y 50% (le la actividad(Ca2~Mg2’jATPasatotal (Figura 19). Representacionesde Lineweaver-

l3urk de estos datos se ajustan satisfactoriamentea una línea recta, indicando que no existe

cooperatividadpositiva en el procesode activacióndel ATP en esteintervalode concentraciones.

200
ji M
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JI ji

.02 o
-3
4

Figura 24. Efectode Hl-UF sobrela dependenciade la actividadMg2-ATPasacon la concentraciónde Mg2~-
ATP. PanelA. La actividadsemidió encondicionesexperimentalesestándarenun medio deensayotamponado
con EGTA, una concentración(le Mg2~ libre de 250 ~cMy diferentesconcentracionesde HHIF: O ( • ), 0,5

U ) y 2,5 ( A ) U/ini. PanelE. Representaciónde Lineweaver-Eurk.

.IJ 75

.02

Lb
-3

e

-3

o
e

Figura25. Dcpendenciacíe la actividad(Ca’’ +Mg’4jATPasaconla concentracióndeMg’~ATP enpresencia
de distintasconcentracionesdc 1-IHIE. PanelA. Condicionesexperimentalesindicadasen la Figura24 excepto
que la concentraciónde Ca2~ libre es 1 ~Myo ( • ), 0,5 ( U ), 1,5 ( A ) y 2,5 ( • > U/ml de Hl-IlE. Panel
II. Representaciónde Lineweaver-Eurk.

Los parámetroscinéticos,Km y Vm, obtenidosa partir deestosdatossepresentanen la Tabla

4. Tanto para la (Ca’~+Mg’~)ATPa5a como para la actividadMg’~-ATPasa basal la velocidad

máximay la afinidadpor el Mg’~-ATP disminuyeen presenciadel inhibidor. Esteefecto sobreVm

no se reviertepor altasconcentracionesde ATP, por lo que la inhibición producidapor ERIE no es

competitivacon el sustrato,

E
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Tabla4. Electodc HHIE sobrelos parámetroscinéticosde la actividad Mg’~-ATPasay (Ca2 + Mg>)ATPasa
de la membrana¡~lasiiiatica sinapíosomal.

(Cal +Mg21)ATPasaMg>~-ATPasa

0,042

0,040

31,5

34,5

60,8

0,064

0,056

0,050

Se ha estudiadotambiénel efecto de diferentesconcentracionesde ATP sobre la K
05 de

inhibición de la actividad(Ca
2tMg2~)ATPasapor 1-IRTE (Figura26). De estos resultadosse puede

deducirque al incrementarla concentraciónde ATP en el medio de ensayodisminuyela sensibilidad

de la actividad (Ca2 ,Mg2’jATPasa por el inhibidor. La K
05 hacia RETIR se incrementa

aproximadamenteal doble, variandodesde1,3 U/ml a 0, lmM de ATP hasta2,45 U/ml para una

concentracionde ATP de 2 mM. Estosresultadosapoyanlas conclusionesobtenidasa partir de los

datosmostradosen las Eiguras 24 y 25.

3 4

Figura 26. Dependencia de la
actividad (Ca

2~,Mg2’1)ATPasa dc
vesículasderivadasde sinaptosoinas
con la concentración de lIHIE, en
presenciade distintasconcentraciones
dc ATP: ( o ) 0,1 mM y ( • >2 mM.
En el cje de ordenadas se ha
reprcsentado la actividad ATPasa
calculadaen ausenciade 1-IRlE y en
presencia<le ATP 2 mM,
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6.3. Efecto de 1-U-IlE sobrela modulaciónde la actividad (Ca2~,Mg1~>ATPasapor Ct.

La modulaciónpor Ca2 de la actividad (Ca2~+Mg2flATPasade membranaplasmáticade

sínaptosomases compleja, mostrandouna fasede estitnulacióna concentracionessLlbmicromolares

y una fuerte inhibiciónen el rango de concentraciones0,1 mM — 1 mM (Sorenseny Maliler, 1981;

Michaelis y cols., 1983).

Hemosestudiadoel efectode distintasconcentracionesde HHIF que inhiben entreun 25 y

un 50% la actividad (Ca2’1 ,Mg2~)ATPasatotal sobrela activaciónde la (Ca2’ +Mg2flATPasapor

Ca2F libre submicromolar, ajustandoestasconcentracionesutilizando BOTA como se indica en

Materialesy Métodos.La dependenciade la actividad(Ca2~+Mg’1jATPasaconestasconcentraciones

de Ca2~ libre se presenta en la Figura 27. De estos datos se deduce que la actividad

(Ca21 +Mg2’)ATPasaconstituyeaproximadamenteel 50% delaactividadATPasatotal y corresponde

a un valor de 0,08 ±0,01 ¡imoles Pi/min/n-gde proteína.A partir de la representaciónde Hill de

estosdatosse obtieneun valor de K
05 igual a 0,1 gM y un Indice de ¡liii dc 1,42 ±0,18, que indica

la existenciade cooperativi(ladpositivacii el procesodeactivación.Estosresultadosestándeacuerdo

con los publicadospor otros investigadores(Sorenseny Mahíer, 1981; Michaelis y cols., 1983).

Z~T 1úCP-

‘o
IP
‘u

IT

‘.11

r
ti

U

i:
u
<3:

‘u]
-9-0 —8.0

Figura27. EstimulaciónporCa
2’ <le la actividadMg2~-ATPasabasalde la membranaplasínáticasinaptosornal.

La actividad ATPasaera determinadaen el medio de ensayoestándar,a 250C, CI
2Mg 2mM, ATP 2mM y

eoncentracioncscíe ECTA variables corno se describeen Materialesy Métodos, En el ejede ordenadasse
representala actividad ATEasarereridaa la actividadobtenidaen cadaserieexperimentalcon una [Ca

2’]
1de

50 pM.

El efecto de 1-IHIE sobre la dependenciade la actividad (Ca
2~+Mg2’1jAlPasa con la

concentraciónde Ca2 se muestraen la Figura28. El efecto de UHIE es similar sobrela actividad

-8.5 -8.0 -T5 -7.0 -¡3,5
Log (jCa2~] libre
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ResuIta dos

(Ca2t+ Mg24 >ATPasay Mg2F~ATPasabasal.Porotro lado,no seobservaningúncambiosignificativo

en el valor de K
05 ni en el índicede cooperatividaddel procesoen presenciade Hl-IlE.

n

‘.~~1
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«ji

IT

<3:

ti
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ti
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‘--ji

<3:

1 00

75

50

25

0
9.0 --8.5 -8.0 -7.5 -7.0 -13-5 -6.0

Log[Ca
2~V ¡ore

Figura28. EstimulaciónporCa2’- dela actividadMg2F~ATPasabasalen ausencia( • ) y enpresenciade ERIE
0,1, ( O ) 0,5 ( U ), ( ~ >2,5 U/ml. En el ejede ordenadasse representala actividadATPasareferidaa la
actividadobtenidacon una [Ca2i~de50 ~Men ausenciade 1-IHIE.

Como se ha indicado previamente,concentracionesde Ca2t del ordende 0,1 mM - 1 mM

inhiben la actividad(Ca2~+Mg2YlATPasa.Puestoquelos nivelesde Ca2~ libre presentesen el líquido

extracelular son aproximadamente 1 mM, hemos estudiado el efecto de concentraciones

subniulimolaresde Ca2’- sobre la dependenciade la actividad (Ca2t+Mg2~>ATPEi5a con distintas

concentracionesde EHIE (Eigura29). Representacionesde Hill de estosdatospermitenobtenerlos

valoresde 0,213mM y de 1,4 ±0,03 paraK
05 y el índice de Hill, respectivamente,en ausencia

de HEJE. En presenciadel inhibidorse observaun ligero aumentodel valor de I(~,s y del indicede

Hill, obteniéndosevaloresde K05 0,247mM n11 = 1,6 ±0,2 y K~ = 0,336 mM n1, = 2,3 ±

0,2 paraunasconcentracionesde inhibidor de 0,75 U/inI y 2,5 U/mí, respectivamente.
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2 ti ‘1 0 - Li
II Ca ~‘ 1 mM

0W 1.0

Figura 29. Electo de HHIF sobrela
depcndcncia de la actividad
(Ca’’,Mg’’)ATPasatotal devesículas
con la concentración de Ca2t.
Concentracionesde ¡-IHIE en cl medio
de ensayo:O ( • ), 0,75 ( U ) y 2,5

A ) U/nt. En el eje de ordenadasse
ha representadola actividad ATPasa
referida a la actividad obtenida en
presenciade Ca2t 50 pM en ausencia
de EHIE.

1 .2

Puede observarse también que la extensión de la inhibición de la actividad

(Ca’~,Mg’’)ATPasa total por Ca2~ es inferioren presenciade ¡-IHIE. El valor de máxima inhibición

en presenciade 1 mM de Ca2t en el medio de ensayoy en presenciade HHIF alcanzaun valor del

70 % de la actividad medidaen presenciade una concentraciónde Ca2t 50 ~M y en ausenciade

1-11-ILE. Estevalor es sólo aproximadamenteun 20 % mayor que el obtenidoen ausenciade HHIF

sugiriendo un cierto efecto sinergísticoentre Ca24 y HHIF en la inhibición de la actividad

(Ca’’ + Mg’’jATPasa desinaptosoinas.Por esta razónse ha estudiadoel efectode Ca’~ 1 mM sobre

la dependenciade la actividad(Ca2’ ,Mg’flATPasacon la concentraciónde Hl-HE.

Figura 30. Inhibición de la actividad
ATPasa total por 1-IRlE en presenciade
Ca2’ 50 MM ( • ) o 1 mM ( O ). En cl
eje dc ordenadasse ha representadola
actividad ATPasa referida a la actividad
medida en ausenciade Hl-IlE y en
presencia de Ca2t 50 pM. Otras
condiciones experimentales están
indicadasen Materialesy Métodos.
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Como puedeobservarseen la Eigura 30 el valor de K
05 de inhibición se desplazahacia

valores más elevadosen presenciade Ca’~ 1 mM, variandodesdeun valor 2,45 U/ml parauna

concentraciónde Ca’’ 50 gM a 4,2 U/ml a una concentraciónde Ca’
4 lmM sin variaciónen la

cooperatividad del proceso. Podemos concluir, pues, que la sensibilidad de la actividad
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(Ca2, Mg2’)ATpasa a la inhibición por H1-IIF disminuyeen presenciade altas concentracionesde

calcio cii el medio,

7. EFECTODE uuw SOBREEL TRANSPORTEDE Ca2~ EN SINAPTOSOMAS.

El controlde los nivelesde Ca2~ en las terminalessinápticasseJieva a cabo,principalmente,

a través de tres sistemasdiferentes:canalesde Ca2~, intercambioNa4fCa24y transportede calcio

dependientede ATP y Mg2’1(Akermany Nicholís, 1983; Gilly cols., 1984; Carafoli, 1987;Blaustein,

1991). Por tanto, liemosestudiadoel efectode Hl-IlE sobrecadauno de estossistemas.

7.1. Transporteactivode Ca2’.

El transporteactivo de Ca~ a través de la membranaplasmáticade vesículasderivadasde

sinaptosonnsesdependientedeATP y estáacopladoala hidrólisisde éstepor labombade Ca24 (Gil!

y cols., 1981; Carafoli, 1991b). Como ya hemos señalado anteriormente la actividad

(Ca24 -I-Mg2’jATpasa es inhibida por 1-11-1W lo cual debe acompañarsede una inhibición en el

transportede Ca24 dependiente(le ATP, Paracomprobarlose lía estudiadola captacióndeCa2~ en

vesículasy el efectode Hl-HP.

1~>

SI?
‘—-y

o
-o
«ji
:3

E
<-ji 50
«1

+
Cd

2

00 10 12

Figura 31, Inhibición de la captaciónde Ca2~ dependientede ATP por Hl-IlE en vesículasdc membrana
plasmáticaa 25~C.El medio deensayocontenía:Tes/KOI-I50 mM (pH 7,4), KCI 0,1 M, MgCI

2 2 mM, ATP
1 mM, CaCI2 50 MM (0,4gC,/ml, Ca

3’ libre 42 pM), fi-mercaptoetanol2 mM y 0,12 mg de proteína/ml.El
calcio acumuladosedeterminaa los 2 primerosminutosdespuésde añadirA]’? 1 mM y esexpresadocomo
porcentajedel valor control medidoen ausenciadeHEJEen el mediode ensayo.Cada valor ha sidocorregido
porel calcio acumuladoen ausenciadeATP cony sin inhibidor. VéaseMaterialesy Métodosparamásdetalles
experimentales,

75

2 Li E

[HHIF] U/ml
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La acumulaciónde calcio se determinapor filtración rápida, segúnse ha descrito en

Materialesy Métodos,siendoen ausenciade Hl-HE a los 2 y 5 niin de 3 6 + 0,6 nmolesde Ca2t/mg

de proteínay 5,0 ±0,8 nmolesde Ca2t/ mg de proteina, respectivamente.Estos resultadosson

similaresa los obtenidospor otros investigadoresen similarescondicionesexperimentales.El Ca2~

acumuladoes liberado cuandose añadeel ionóforo A23187 al medio externo indicando que la

acumulaciónes en contrade gradientede concentración,

La Figura 31 muestrael efectode diferentesconcentracionesde 1-IHIE sobrela acumulación

(le Ca2’ dependientecíe ATP. Cada valor representala acumulación de Ca21 debida a la

(Ca2’ -I-Mg2’)ATPasa y está corregidopor el transportepasivo y la unión no específicade Ca2’

(leterinina(la en ausenciade ATP, con y sin inhibidor. La representaciónde Hill de estos datos

permitecalcularun valorde K
05 aparentede6,25 U/ml y un valor decoeficientede Hill (n11) de 1,42

±0,07, lo cual indicaqueel procesopresentauna ligera cooperatividadpositiva.Debido a la alta

adsorcióncíe estecompuestoa la bicapa lipídica es necesariocorregir esta concentraciónpor el

coeficientede particiónaparente,determinadosegúnse indicaen Materialesy Métodos.El valor de

1-II-IlE libre capazde inhibir el 50% del transportede Ca
2~ es de aproximadamente0,6 Ti/mi, En

Presenciadc A23187 19 gM la unión de Ca2~~~ por ¡ng de proteínaes de 2,9 ±0,4 nmoles/mgde

proteína. Las concentracionesde 111-UF que inhiben la acumulación de Ca2t no alteran

significativamentela capacidaddeunión de Ca2’1 de las membranassinápticashasta10 U/ml donde

el valor disminuye ligeramentecon respectoal control siendoéste de 1,98 ±0,18 nrnoles/mg

proteína.

7.2. Flujo pasivode Ca24.

Fiemos estudiadola variaciónde la permeabilidadde la membranaplasmáticade vesículas

(dializadas frente a Tes 5mM) para el calcio en presenciade diferentesconcentracionesde HHIF

utilizando paraello la dependenciaconel tiempode la dispersiónde luz tras choqueosmóticocon

CaCI
2 lOOmM ( véaseMaterialesy Métodos).

Se ha consideradola posibilidaddequela presenciade HHIF en el mediodeensayoinduzca

cambiosen el estadode agregaciónde los sinaptosoniasquepodríanenmascararlos resultados.Para

descartarlo, se incuban 25 ~xg/mlde vesículasderivadas de sinaptosomascon concentraciones

crecientesde 1-11-IlE. Estetratamientono produceningunavariaciónapreciableen la intensidadde luz

dispersa(l~). La Elgura32 muestrael efectode diferentesconcentracionesde 1-IHIE sobreel influjo

pasivode Ca
2k traschoqueosmótico. Los resultadosmostradosen la Figura 32 correspondenauna

serieexperimentalrealizadaconunapreparaciónde sinaptosomas,obteniéndoseresultadossimilares

en diferentesseriesy preparaciones.
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En cl PanelA (registrodirecto) puedeobservarsecorno concentracionescrecientesde Hl-fíE

(1, 2, 3, 4 U/mI) aceleranel procesode disminuciói~de la intensidadde luz dispersa,debidoa un

atimentocíe la permeabilidada Ca2’ -

‘a /6

20 25

Figura32. Efecto cíe 1-II-IlE sobrela cleíendenciacon cl tiempode la intensidadde dispersiónde luz (y~ de
vesículascíe nieml)ranaplasmática(0,1 mg/mí) (dializadasfrente a Tes 5 mM) traschoqueosmóticocon CaCI

2
10<) mM a 25

0C, Panel A. Registro directo. Panel 13. Representaciónsemilogarítmicade los datos
cxjicrimentalcs.

La representaciónseniilogarírniicadeestosdatos<PanelE) permiteobtenerlosvaloresde la

constantede velocidaddel procesoy el t
1~ paraCa

2t (véaseMaterialesy Metodos).Se observaque

la representaciónno se ajusta a una línea recta, sino que representala suma de dos procesos

exponenciales.Estosresultadossugierenque ladifusióndel ion 052+ haciael interiorde las vesículas

tiene Itígar a u-avés de dos tipos de canales con características cinéticas diferentes. Este

comportamientoes similar al encontradocuandose utilizan preparacionesde retículosarcoplásmico

cíe músculoesqueléticode conejo (Escuderoy Gutiérrez-Merino,1987). La constantede difusión

obtenidaes de 0,284 j- 0,055 muy’ (procesorápido)y 0,02 ±0,0035ruin-’ (procesolento),

Tabla 5. Efecto de 1-11-1W sobre el r,,~ aparencedel influjo de Ca’~ al interior de vesículasderivadasde
sinaptosonias.Las condicionesexperimentalesestánindicadasen la Figura32.

t
1,2 (mm)

21,2 ±2,7CONTROL

¡11-IlE (U/mí)

1 14,0±1,5

2 9,0±0,9

3 4,5± 1,1

4 20+01

(II’’

L2

II rs) is 21J 25 o 5 40 15
1 i 4MU{5(T (mm ‘i) TSea.po (anal)
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En la Tabla 5 se muestran los valores de t1~ aparente en presencia de diferentes

concentracionesde 1-IHIF.

Comopuedeverseenla Tabla6, 1-11-uF alterasignificativamentelaconstantede difusiónpara

Ca
2 tanto del procesorápido (aproximadamente4 veces)como del procesolento (aproximadamente

12 veces),si bien no hay variaciónsignificativa del valor de A (fracción de canalesde tipo 1 o en

estadoconforinacional1),

rUabla 6. Efecto <le 1-11-IlE sobrela constantededifusióndel influjo de Ca2~ a travésde la membranaplasmática

sinaí3tosomal.D
1 y D2 hansido estimadospor ajustede la dependenciacon el tiempode la intensidadde luz

dispersaa la suma(le <los lJrocesosexponenciales(véaseMaterialesy Métodos).D1 y D2 son las constantesde
difusión del Ca

2’ a través de a) <los canalesdistintosen la membranao b) dos estadosconformacionales
diferentes(leí mismo canalcon propiedadesdistintasde permeabilidad,y A es la fracción de canalestipo 1 o
en estatloconforinacional 1

A

(niin-’) (niin-’>

CONTROL 0,28 ±0,05 0,02 ±0,003 0,28 ±0,05

I-1I-IIF(U/ml)

1 0,34 j 0,07 0,030 ±0004 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 ±0,02

7.3. Efecto <le Hl-IlE sobreel intercambioNa~/Ca2~.

Las vesículasderivadasde la membranaplasmáticade sinaptosornastransportanCa2~ en

contrade un gradientede concentraciónutilizando la energíadel gradientede Na~ a través de la

membrana,vía el intercambiadorNa’l Ca2~ (Reeves,1991).Paradeterminarel efectode HUlE sobre

esteprocesode transportese ha utilizadocorno marcadorel compuestofluorescenteclorotetraciclina

(OTO), segúnse indica en Materialesy Métodos.
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(10
Figura 33. Efecto <le di terentes iones
sobrela <lependenciacon el tiempo de la
intensidadde fluorescenciade CTC trás
dilución de las vesículasde membrana
plasmática (45 ~¿g/ml)preincubadas a

nl
370Cdurante30 miii con Tes5 mM (pH
7,4), NaCí 0,1 M y CTC 50 jcM en un

60 medio isoosiuótico (37 0C) que contiene:
Tes 5mM (pH 7,4), CaCI

2 50 pM y KCI
0,IM (a) o cloruro de colina0,IM ( b

o NaCí 0,1 M < e).

‘5(1
(1 ti

La Figura33 muestrael efectode diferentesionessobrela dependenciaconel tiempo de la

intensidadde fluorescenciade OTO. Puedeobservarsecomo cuandolas vesículasprecargadascon

NaCí 0,1 M, por incubacióndurante30 miii a 37~C, sondiluidasen un medio isoosnióticoconKCI

0,1 M, imponiendode estaforma un gradientede Na~ haciael exterior,el Ca 2+ es captadopor las

vesículas,Comocontrol,en ausenciade gradientede Na
1 , es decircuandola concentraciónde sodio

a amboslados de la membranaes la inisn2a, no se observaunaacumulaciónsignificativa de Ca2~

(Figura 33). La presenciade un gradientede K1 no es esencialparael transportede 0524 porque

puedeser reemplazadoen el medioexternopor cloruro de colina (véasela Figura 33).

~1.1 3.5

3.0

1.0
25

0.9 u- 2.0
E O

1.5 -99 e

1.0 -

0.3

0.5 -

0.6 0.0
0 5 3 7 0 1 2 3 5

Tiempo (mi n)

Figura 34. Efecto de 1-II-IlE sobre la dependencia de la intensidad de fluorescencia de CTC tras dilución de las
vesículas derivadas dc simiaptosoinas <45 pg/ml) preincubadas durante 30 mio, a 370C, con Tes 5 mM<pH 7,4),
NaCí 0,1 M y CTC 50 pM en un medio isoosrnótico(370C) quecontiene:Tes5 mM (pH 7,4), CaCI

2 50 MM,
CTC 50 ¡dvi y KCI 0,1 M. Las concentracionesde 1-IHW en el medio son O ( a), 0,5 ( U ), 1 (e) y 2 ( d
U/ini. PanelA. Registrodirecto. Panel13. Representaciónsemilogar!tmieade los datos experimentales.

¡ enirJo (ni i y]

2 3 ‘1

tiempo (mm)

13

4
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En las Eiguras 34 y 35 (Panel A) (registro directo) se muestrael efecto de diferentes

concentraciones de l-ll-IIF sobre la intensidad de fluorescencia de CTC con el tiempo después de la

dilución de las vesículas precargadas con sodio (NaCí 0,1 M) en un medio con KG 0,1 M (Figura

34> o clorurode colina 0,1 M (Figura 35). Como puedeobservarseen amboscasosconcentraciones

crecientes de 1-II-ILE hasta un valor de 2 U/inI estimulan el influjo de Ca2~. La representaciónde Ln

(E
0, - E) frente al tiempo (Panel 13) permitecalculara partir de lapendientede las rectasajustadas

la constantede velocidady el t112 del proceso.

.1

ti 3 1

Figura 35. Efecto de 1-11-IlE sobre la dependencia con el tiempo de la intensidad de fluorescencia de CTC tras
dilución <le las vesículasen un medio isoosmóticocon cloruro de colina 0,1 M, en presenciade distintas
concentracionesde 1-II-líE: O ( a ), 0,5 ( b >, 1 ( c ) y 2 ( d ) U/ini. PanelA. Registrodirecto. Panel 13.
Representaciónseniilogar<tmicade los datos experimentales.Las demás condicionesexperimentalesestán
indicadasen la leyendadc la Eigtmra 34.

El efectode 1-II-ILE sobrelos parámetrosmás relevantesdelprocesode intercambioNa~/Ca
2~

semuestraen la Tabla7. La constantede velocidaddelprocesoaumenta,mientrasqueel incremento

E
0, -E0) relacionadoconel calcio captadoasaturacióndel proceso,no se modifica. Los resultados

mostradosenla Figuras34 y 35 corresponden a una serieexperimentalrealizadaconunapreparación

de sinaptosomas,obteniéndoseresultadossimilaresen diferentesseriesy preparaciones.

3.5

3.0

2.5

LI- 2.0

e
Li- 1.5

A
1.0

(LS

0.0
2

2 ‘1 6 U Tiempo (Ojal)

TiempO (a,lia<)
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8. MODULACION DE LA ACTIVIDAD (Ca24+Mg24)ATPasa DEL RETICULO

SARCOPLASMICO.

Resultados

Uabla 7. Efecto de 11H1F sobre los parámetroscinéticosdel intercambio Na/Ca2t.(A): Medio externo
coiiticmíc cloruro cíe colina0, 1 M - (¡3): Medio externocontieneKCI 0, 1 M

(A) (B)

0,48±0,09 11+ 1,4 0,71±0,02 103+06

1 0,64±0,1 12±1,3 0,89±0,14 9,2±0,9

1,03±0,17 11±2,4 1,55±0,25 10,0±1,0

Los estudiosllevados a cabo sobrela (Ca2’+Mg2~)ATPa15ade membranaplasmáticade

sinaptosomasponende manifiestoqueHl-HE inhibe la actividadATPasade estasmembranas(véase

el apartado5.2.1 de Resultados).Estaenzimapertenecea las ATPasastipo E
1-W (Regay Garraban,

1986) y representamenosdel 0,1 % de la proteínatotal de la membranaplasmática(Hakim y cols.,

1982). La (Ca
2m +Mg2t)ATPasade retículo sarcoplásmicode músculoesqueléticoes una proteína

mayoritariade la membranadel RS (70-90 %) (Inesi, 1972; Hasselbach,1974)y es unade las mejor

caracterizadasa nivel bioquímicoy biofísico, por lo que nos planteamosel estudiocon más detalle

de la interacciónde Fn-ILE conla membranadel retículosarcoplásmico(RS) corno sistemamodelo,

con el fin de profundizaren la basemolecularde la inhibición de la ATPasapor este compuesto.

Además,diferentesgruposhan mostradoque la bombade Ca24 de RS es moduladapor una gran

variedaddecompuestosde naturalezahidrofébica(Solkoloveycols., 1986;Gutiérrez-Merinoy cois,,

1989; Michelangeli y coN., 1990; Martlnez-Azorin y cols., 1992).

Parapoderentenderel mecanismomolecularde accióndel HHIF es importanteesclarecersi

la perturbaciónde las proptedadesfuncionales de estas membranases una consecuenciade la

perturbaciónde propiedadesfísico-químicasde lamatriz lipídica o, por el contrario,es consecuencia

de la interaccióndirectadel Hl-IlE con la proteína.Por esta razón, hemos estudiadoel efectodel

¡11-IlE sobrela fluidez de la membranade RS y se han realizado estudioscinéticostendentesa

CONTROL 0,34±0,03 lOjí

0.5

0,61±0,02 9,3j 1,5
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cuestionarla posibleinfluenciadel ATP y del Ca2~ en la inhibiciónpor I-IHIF.

8.1. Efecto dc I-1~F sobre la actividad (Ca2’ +Mg )ATPasa en muenibranasdel retículo

sarcoplásniico.

En el RS nativo la hidrólisisdel ATP estáacopladoal transportede Ca2 y se estableceun

fuertegradientede Ca2’ en las comidicionesdeensayo,0,1 mM de Ca2tenel medioexterno, 1-5 mM

de Ca24 en el lumenvesicular( de Meis y Vianna. 1979). En estascondicionesexperimentales,la

actividad(Ca2’ -1-Mg2’)ATPasadel retículosarcoplásmicoestáfuertementeinhibida,aproximadamente

un 80 % (Gould y cols., 1986) debidoa los elevadosnivelesde Ca2’ en el interior de las vesículas.

Cuando se añadenal medio detergenteso ionóforos selectivospara Ca 24 como la calcimicina

(A23187) al 4 % (p/p), que disipan el gradientede calcio, se produce una estimulaciónde la

actividad ATPasa(Maddeny cols., 1981; Quinn y cols., 1981), Por consiguiente,se ha estudiado

la dependenciade la actividadATPasacon 1-11-IlE emi membranascon o sin gradientede Ca2.

“‘~1

&
‘-A

‘o
(fi
‘o
a-
4

O
‘o
r

4.-’

<~~1

it)

7

5

2

12 14 16

Figura36. Efecto <le Hl-LÍE sobrela (Ca’4 +Mg’jATPasade vesículasde RS desacopladascomí A23 187 (0,04
mng/mgproteína)en funcióndel tiempo cíe preincubación.La preincubaciónse realizó a2500 enun medioque
conteníaTes/Tris 100 mM (pl-I 7,4), RS 80 pg/mrl y HL-UF 25 U/inI. La actividadse midió a2500 utilizando
el sistemade enzimasacopladasque se imídica en Materiales y Métodos. El medio cíe reacción contenía:
Tes/KOH0,1 M (pH 7,4), 1<010,1M, CaO,0,1 M, MgCI, 0,1 M, AlT 2,5 mM, PEP0,42 mM, NAIJH
0,25 mM, PK 7,5 Ul., LO!-! 18 U.I,, A23187 4% (p/p) y 4 pg de RS/muí.

o
0 2 4 5 8 10

Tiempo (mm)
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1-lemosestudiadola influencia del tiempode preincubaciónsobrela inhibiciónde la actividad

ATPasa.Paraclic) se preincubaRS 80 gg/ml cmi ausencia o presencia de inhibidor 25 U/ml a 2500

en un mecho que contiene ‘Ves/Tris 10<) mM1)1-1 7,4, A distimitos tiempossetoman50 gl y seañaden

al medio de ensayo de la actividad ATPasa (uní), Las comicentraciones finales de ATPasa y NI-UF en

el mediosondc 4 ,ug/ml y 1,25 U/mí, respectivamente.Paralelamentese lleva a caboun control en

ausenciade inhibidor comprobandoquela actividadATPasapermanececonstanteduranteestetiempo.

La Figura 36 muestraque la actividadATPasadecaeen función del tiempo siguiendouna

cinética <le priii~er orden, La constante del proceso de inactivación obtenida a partir de estos datos es

0,26 ±0,01 miii’.

La Figura 37 (Panel A) muestra la dependemiciade la actividad (Ca2~±Mg2’jATPasadel RS

nativo con la concentración cíe 1-11-IlE, previa preincubacióndurante5 mm a 250C en Tes/Tris 100

mM (pH 7,4), la concentraciónfinal del RS enel medio de ensayoes de 4 ng/ml. Puedeobservarse

que el efecto cíe 1-li-IlE presenta característicascomplejas, mostrando dos fases claramente

diferenciadasdepemidiendode la concentración<le 1-II-líE en el medio de ensayo:unaprimerafasede

activaciónde la (Ca2’ +Mg2)ATPasacon un valor de K
05 aparentede 0,52 U/ml y un coeficiente

de ¡-luí dc 1,8 ±0,2 y umia segundafase<le inhibición altamentecooperativa(n1, = 13 ±2), conun

valorde ~ aparentede 1,2 U/ml. Seha tomadocomo 100% el valor máximode actividadATPasa

calculadoen presenciade A23187, que coincidecon el valor de actividadmáxima obtenidapor el

efecto“ionofórico” del inhibidor y quecorrespondea un valor de 4 1 0,5 Ul.

En la Figura 37 (Panel A) se presentaademi3ás la dependenciade la actividad ATEasaen

presenciade A23187 con la concentraciónde Hl-IlE. No existediferenciaen la inhibición de la

actividad ATPasa,obteniéndoseel mismo valor dc K05 aparentedentro del error experimental,

El panel 13 de la Figura 37 se muestrala relaciónentrela actividadATPasaen ausenciao

presenciacíe A23 187 al 4 % (p/p) cmi el medio deensayo(RS acoplado/RSdesacoplado),a diferentes

concentracionesde 1-11-ILE. Puedeobservarsecomo estarelación aumentahastaalcanzarel mismo

valor cíe actividadqueel obtenidoen presemíciade A23187 ( 4 ±0,5 fil). Estosresultadossugieren

que 1-II-IlE a bajas concentraciomíes estimnula la actividad ATPasadisipandoel gradientede Ca
2~.
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FIgura 37, PanelA. Dependenciadela actividad (Ca24+Mg2’) con la concentracióncíeHl-nF en el mecho <le
ensayo:vesículas<le RS acopladas( ¿ ) y vesículasdesacopladasconA23 187 (0,04rnghngproteína)( O ). La
preincubación se realiza en presencia o ausencia de Hl-HE durante 5 mm a 250C en un medio que contiene
Tes/Tris 100 mM(pl-! 7,4), RS 80 pg/mnl. La actividad se midió a 250C utilizando el sistema de enzimas
acopladas que se indica en Materiales y Métodos, La referencia (100%) es la actividad ATPasa en ausencia de
1-II-IlE y correspondeal valor máximo calculadocmx presenciade A23187 ( 4 ±0,5 Uf.). Panel 13. Relación
entrela actividad ATPasadel RS acopladoy RS desacopladoa diferentesconcentracionesde 1-IHIF.
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Cuamído se estudiael efectode HHIE sobrela actividadATPasaa diferentesconcentraciones

del RS (Figura38) seobservaquea mayorconcentraciónde RSes necesariaunamayorconcentración

de Hl-IlE paraalcanzarla mismainhibición. Un incrementodela concentraciónde RSde4 a 8 ng/ml

imicremnentala K
05 de inhibición aparentede 1,2 U/ml a 2 U/inI sin variación significativa de la

cooperatividad(n11 = II ±1). La K05 de activaciónse increnientade 0,52 U/ml a 0,9 U/ml.

Paracomprobarsi la inhibiciónde la ATPasapor Hl-IlE es reversibleseha incubadoRS 80

gg/mnl enpresenciade25 U/inI de 1-II-ILE durante15 mm a 2500. Enestascondicionesexperimentales

la actividad (Na~,K~)ATPasaestá inhibida un 80 % con respectoal control. La actividad no se

recuperacon respectoal valor control tras 17 horasdediálisis a 4~C frentea un medio que contiene

Tes/KOI-l 50 mM (pI-I 7,4), KCI 100 mM, sacarosa250 mM, fosfatidilcolina50 mM. Estehecho

sugiereque la inactivaciónpor Hl-nF producela desnaturalizaciónde la ATPasa.
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8.2. Efectode 1-111W sobrela fluidez de la ¡nembraiiadcl retículo sarcoplásmico.

Puestoqueunocíe los posiblesmecanismoscíe acciómide HHIF, tal y comoseha mencionado

anteriormenteen los esttmdiosrealizadosutilizando sinaptosomas,seríaalterarla fluidez de la bleapa

lipídica, se ha estudiadoel efectodel inhibidor sobreesteparámetroen membranasde RS utilizando

medidasde polarizaciónde fluorescemiciade! DPI-! (véaseMaterialesy Métodos>.

Los resultadosobtenidospara una concentraciónde RS de 25 ng/ml a 2500 y distintas

concentracionesde Hl-HE se presemítan en la Tabla 8. Estos datos muestran que tanto las

concentracionescíe 1-IRLE que inhiben la actividad <Ca2’ -3-Mg2”’)ATPasa corno las que disipanel

gradiente de Ca2) (“ionofóricas’9, no producen cambios significativos del parámetrode ordenni de

la microviscosidadde la membranadel RS que justifiquen esosefectos.

Debido al efecto de la concentración de! RS y del tiempo de ineubaeiómi sobre la la inhibición

de la actividad ATPasa debida a 1-IRTE, se hanrealizadomedidasde polarizaciónde fluorescenciaa

una concentración de RS de 100 ¿g/ml y diferentes tiempos de incubación,no observándoseningún

efecto hasta una concentración de 10 U/ml.

Por otro lado, seha estudiadoel posibleefectodetergentede 1-11-IlE sobrelas membranasde

RS midiendo la intensidad de luz dispersa (¼)a 400 nm de vesículasde RS (20-25 hg/ml> en

presenciade diferentesconcentracionesde inhibidor hasta 10 U/ni! a 2500, con agitacióncontinua

y en un medio que contieneTcs/KOH 50 tnM (pH 7,4), 1(01100mM y sacarosa250 mM, No se

ha encontrado efecto significativo de J-ÍHIF sobrela dispersiónde luz (menosdeI 10% de cambio

en esteparámetro),por lo quepodemosexcluirqueéstaseala causade la inhibición de la actividad

(Ca2~+Mg2~)ATPasay dcl efecto “ionofórico”.

Paralelamenteseha realizadoun control en las mismascondicionesexperimentalespero en

ausenciade RS dediferentesconcentracionesde Hl-ILE hasta10 U/mí, mio observándoseningúnefecto

sobrela dispersiónde luz quepudieraenmascararel resultadoanterior.
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8.3. Efecto cíe 1-11-11V sobrela acumulación(le Ca2~ en estadoestacionarioy sobrela velocidad

inicial <le acimmntilación <le Ca2” 1)0V cl retículo sarcopiásnilco.

8.3.1. Acuinímíaciónactiva <le Ca2” en estadoestacionario.

La actividad de la ATPasadependientede Ca2~’ del retículo sarcoplásmicoestáacopladaal

transportecíe calcio, con una estequiomnetria(le dos iones transportadospor molécula de ATP

hidrolizada(Ebashiy Lipmnan, 1962: l-lasselbach,1964).

Sc Ita utilizado parahacerestasmedidasel indicadormetalocrómicoarsenazoIII, Comose

indica en Materiales y Métodos, tras calibrar la seflal con adiciones dc Ca2~, se induce su

acumulaciónactiva por adiciónde MP. Una vezestabilizadase añadeA23 187 paracuantificar el

calcio acunnilado,El procesocíe acumulaciónalcanzael equilibrio aproximadamentecii el primer

mimiuto y ~ pmecs~añadir el jonóloro inmediatamentedespuésde la estabilizaciónde la señalpara

evilar la liberaciómí espontánea(leí Ca2~ acumulado(Goumíd y cols.,1987>. Se ha descritoqueesta

1 iberación tiene una fase inicial lenta en presenciade ATP, y una segundafase rápidacuandola

concentmaciómi(le ATP disminuyehastaniveles cercanosal valor de 1<d íara ATP (McWhirter y

cok.,1987), El nivel (le acumniulacióndel Ca2’ obtenido en nuestrascondicionesexperimentalesen

ausenciade imíhibidor es de 90,5 ±6,6 nmoles Ca2”’/mg de proteína,valor que está dentro del

intervalo publicado por otros autores(Meissner, 1975: Gould y cok., 1987; McWhirter y cois.,

1987>.

Figura 39. Erecto (lo 1-II-IlE sobre los
niveles de Ca3’ acumulado por RS en 2
estado estacionarioa 2500, El medio
contenía Tcs/KOI’l 50 mM (pH 7,4), ~
sacarosa0,25 M, arsenazoIII 30 ~M, ~
KCI 100 mM, MgCI

2 5 mM, MI> 2,5 t~
mM, CaO2 40 ¡xM y 0,2 mg cíe ¿ 50

í>roieina/inl. Los niveles dc Ca
21

acumuladose determinamítras la adición ru

dc A23 187 al 4% (p/p) como sc indicaen ~ 25
Materialesy Métodos.

o

En la Figura 39 se muestrael efectodeHl-HE sobrelos nivelesdelCa2” acumuladoenestado

estacionariotras incubaciónde 2 mg/mI de vesículasde RS y diferemitesconcentracionesde inhibidor

a pl-l 7,4 durante15 miii a 2500 . Puedoobservarseque los niveles de Ca21 acumuladopor e! RS

0 1 3 5 7 10

[ oH ¡ F 3. U/a ¡
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disminuyencii presenciade concentracionescreciemítesde 1-II-IlE hastaun valor de 10 U/ml al cual

la acumulaciónestácompletamenteinhibida con respectoal control (véasela Figura 39)

8.3.2. Velocidadinicial del transporte<le Ca2~’.

Figura 40. Efecto <le Hl-HP sobrela
2’ velocidad inicial del transporte de

Ca2’F por vesículasde RS, El medio
contenía Tes/KO¡I 0, 1 M (pl-I 7,4>,

~2 ¡<Cl 0,1 M, MgCI
2 5 mM, CaCl2 0,1

mM, arsenazo111 5 gM, oxalato 5
mM y 25 gg de RS/ini. La reacciónse
inicia con ATP 2,5 mM (25

0C). Las
ciernas condiciones experimemítalcs
cstám¡ indicadas cmi el apartado <le

Malerialesy Métodos.

Debido a la rapidez del proceso, las medidas de transporte de calcio se realizan en presencia

deun aniónprecipitante,oxalato,queseunealcalcio interno formandounasal insoluble. En ausencia

de oxalato el transportecesacuando la concentraciónde calcio en el interior de las vesfculases de

1 mM (l3erman, 1982) concentracióna la cual los sitios de unión de Ca~ de bajaafinidad en la

ATPasaestámísaturados,En presenciadeoxalato, la concentraciónde calcio internono excedede 10-

20
1¿M (l-lasselbachy Makinose,1963), pudiendoprolongarsela acumulacióndel Ca

2’ durante10-15

mm. Sin embargo, debido probablementea una limitación del lumen vesicular para acumular

cantidadesaltas de oxalato cálcico el transportede Ca24 cesaa los 5-10 miii. La concentraciónde

arsenazoIII utilizada es 5 ¡vM , paraevitar el posibleefecto inhibidor del transportedel calcio a

concentracionesmás altas(Riollet y Chanípeil, 1987). La velocidadinicial del transportodel Ca2~ en

nuestras condiciones experimentales en ausenciade inhibidor es dc 1038 ±100 nmolesCa2’- /min/

mg de proteína. Para estudiarel efecto cíe 1-II-LÍE sobrela velocidad del transportedel calcio se

preincuban0,25 mg/ml de RS y diferentescomícentraeionesde 1-U-LÍE a pH 7,4 y 250C durante15

miii. La Figura 40 muestra que la velocidad inicial <leí transportede calcio disminuye con

concentracionescrecientescíe 1-II-ILE en el medio de ensayo,obteniéndoseun valor de K~,
5 aparente

de 1,75 U/ml. En las mismascondicionesexperimentales<unaconcentraciónde HHLF de2 U/inI (que

reduceaproximadamenteun 80 % la velocidadde transporte)no inhibe la actividad ATPasay 5
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U/mí, que bloqucatotalmenteel transportede Ca2”, solamenteproducenel 50 % de inhibición de

la actividadATPasa.Estos resultadossugierenque el efecto observadoa concentracionesbajas de

1-II-ilE esprobablementedebidoa su accioncomo “ionóforo” y no a la inhibición del transporteactivo

de Ca2”.

8.4. Efecto del Mg2~- ADP sobrela inhibición de la actividadATPasaporHHIF

Para proftndizaren el mecanismode inhibición de la actividad ATEasa por Hl-LíE se ha

estudiado el efecto del Mg2~-ADP en el medio de preincubación.Para ello el RS 80 ~tg/mn1se

preincubaa 250C en un medio que contieneTes/Tris 100 mM (pH 7,4). Mg2~-ADP 2,5 mM en

ausenciao presenciade 1-11-lÍE. Se tomanvoltimnenesdc 50 gí a distintostiempos y se añadenal medio

de ensayode actividadA1’Pasa(Imí). Las concentracionesfinales cii el medio de ensayode RS y

1-LI-lÍE son dc4 gg/ml y 1,25 U/mí, respectivamente.

‘~2 lE)
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Figura41. Efecto del Mg2”’-ADP sobrela inhibiciónde la actividadATPasapor 1-IHIE. La preincubaciónse
realizó a 2500 en un medio que conteníaTes/Tris100 mM (pH 7,4),80 ¡¿g de RS/ml ( • ), y M~~-ADP 2,5
mM ( ~ ) o Mg2”’-ADP 2,5 mM y FOTA 1 mM ( A ). Las concentracionesfinalesdc RS y HHIF en el medio
de ensayoson4 gg/ml y 1<25 U/mí, respectivamente.

La figura 41 muestraque la presenciade Mg2’--ADP en el medio de preincubaciónprotege

contra la imihibición por 1-II-HE, si bien esta protecciónes solo parcial cuando la inhibición es

prácticamentedel 100 %, Paraevitar el posibleefectodel calcio contaminante(10 gM) presenteen

el medio de ensayo,se añadeal medio dc preincubaciómIEGTA 1 mM. Los valoresde la actividad

ATPasacontrol no varianen fumícián del tiempo. Se obtienenresultadossimilaresde protecciónpor

Mg2’-ADP cuandoen el mediode preincubaciómíse añadeEGEA ImM.

2 4 13 0 10
TIempo [mí o)
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8.5. Efecto del Ca2~ sobre la imihibición de ¡a actividad (Ca2~ +Mr)ATPasa por 1111W.

El ion Ca2”’ protege contra la inactivación irreversible por desnaturalizacióna la

(Ca2~,Mg2~)ATPa5apurificada(Moller y cols., 1989; Andersen,1980). Por tanto, hemosestudiado

el efectodel ión calcio sobrela inhibición por HI-ÍLF de la actividadATPasaen flínción del tiempo.

Se preincubanlas membranasde RS a 250C en un medio quecontieneTes/Tris 100 mM (pI-I 7,4),

y Ca2”’ 0,2 mM o EGTA 1 mM con el fui de eliminar el calcio contaminante( aprox. 10 gM). La

concentraciónde Ca2”’ libre es < 6 4 nM, calculadosegúnse indica en Materialesy Métodos. Se

tomanvolumenesde 50 gl a distintostiempos y se añadenal medio de ensayode actividadATPasa

(Irní). Las concentracionesfinales de RS y Hl-HE sonde 4 ng/ml y 1,25 U/mí, respectivamemite.La

figura 42 muestra el efecto del calcio sobre la inhibición por FIHIE de la actividad

(Ca2”+Mg2’~)ATPasa. Puedeobservarsea partirde estosdatosque lapresenciadecalcioen el medio

protegemertementede la inhibición por HHIE mientrasque la elimimíacióndel calciodel medio por

EOTAaumentala velocidadde inactivaciónde la ATPasa,obteniéndoseuna constantede inactivación

de 1,43 ±0,1 miii’,

2’ 1
Figuma 42, Efecto del Ca2~ sobre la
inhibición dc la actividad

ni

(Ca2~+Mg2flATPasa por HHÍF. La
« preincubaciónsc realizó a 2500en un inedia

que contenía Tes/Tris 100 mM (pH 7,4>, 80
~gdc RS/ml ( • ), y Ca2~ 0,2 mM (0)0
EGEA 1 mM ( U ). Las concentraciones
finales de RS y Hl-UF en el medio de ensayo

lx’

son4~g/ínly 1,25 U/mlrespectivanlente.
I]

11 2 ‘1 6 8 II] 12 14 16

TIempo Cmli)

8.6. Efecto de Hl-UF sobrela inaetivaciónde la (Ca2~+Mg~)ATPaSfl por isotiocianato

de fluoresceína.

Los resultadosobtenidos en los estudios cinéticos expuestosanteriormentesugieren la

posibilidad de que 1-LI-LíE interaccione con el cemitro de unión del ATP o bien, con un dominio

estructuralmuy próximoa éste,liemoscuestionadoestaposibleinteracciónestudiandola cinéticade

inactivacióncíe la (Ca2”- ±Mg2’jATPa5a,en ausenciay presenciade inhibidor, por isotiocianatode

fluoresceína(EÍTC), que seune dc forma irreversibleen el centrode unión del ATP a la Lys-515

(Pick y Bassilian,1981; Anderseny col., 1982).Paraello sepreincubana 250C ELTC 48 gM y RS

0,16 mg/ml ( relaciónmol:mol 35:1 ) en un medio que contieneTes/KO1-¡50 mM (pH 7,4), 1(01

PS

SI]

25

Li

LI
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0,1 M y sacarosa250 mM. A distintos tiempos se toman volumnenesde 50 gl de la mezclade

incubacióny se añadeal medio de ensayode actividadATPasa(1 inI). Las concentracionesfinales,

en el medio de ensayo,de RS y PITO son8 gg/ml y 2,4 ~M, respectivamente.En estascondiciones

experimentalesseobtieneun t,~ de inactivaciónpor PITO de3 - 4 mm. Paralelamentesepreimícuban

RS 0,16 mg/ml y ¡-IHIE 35 U/ml. Se toman volúmenesde 50 gl a distintostiemposy seañadea la

mezclade reacciónde actividadATPasa.Las concentracionesfinalesson 8 gg/ml y 175 U/ml para

RS y 1-filÍE, respectivamente.El t,~ de inactivaciánobtenido en presenciade 1-IRTE es de 18 mm.

Estos t,,2 resultanóptimos paradeterminarsi existeo no un efecto de protecciónde 1-II-uF sobrela

inactivaciónpor ELTC. Finalmentese preincubana 2500 RS 0,1.6 mg/ml y 1-U-UF 35 U/ml durante

10 mm para favorecer la unión de 1-II-LÍE a la proteína y se añade a continuaciónFITC 48 ~M. A

distimítos tiempos se toman 50 ~dy se íride la actividad ATPasaen las condicionesdescritas

previamente.El t1,~ de inactivaciónobtenido es de 3 .. 3,4 miii. Por consiguiente la velocidadde

inactivaciónde la actividad(Ca
2~+ Mg2”jATPasa por PITO no sc ve afectadapor la presenciade

1-11-IlE enel medio de preimícubación.Estosresultadosindicanqueen estascondicionesexperimentales

H1-IÍE no compite con ELTC por el centrocatalíticode la AlPasa.

8.7. Extinción de la fluorescenciaintrínsecadel retículosarcoph¶smnicopor 1111W.

Cerca del 95 % de los Trp y Tyr totales de las membranasde RS pertenecena la

(Ca2”-+Mg2’)ATPasa(M0llcr y cols., 1982>. Por tanto, se puedeestudiarla posibleinteracciónde

Hl-ILE con la ATPasamidiemido su efectosobrela fluorescenciaintrínsecadel retícUlo sarcoplásniico.

Paraello hemos incubadodiferentesconcentracionesde 1-11-IlE hasta12 U/muí y RS 20 gg/ml en un

medio que contieneTes 50 mM ( pH 7,4 ), KCI 100 mM y sacarosa250 mM a 2500. Debido al

solapamientoentreel espectrodc emisiómí de Hl-HE y cl de las membranasdel RS desplazamosla X

de excitación a 290 nm y fijamos la X de emisión a 360 nmn, con el fin de que la contribuciónde

HL-LÍE seamínima.

La Figura 43 muestraque 1-IRTE produceextinción de la fluorescenciaintrínsecade estas

membranas.Los datospresentadosen la Figura43 lían sidocorregidospor el efectode filtro interno,

debidoa una absorbanciade la suspensiónde RS de 0,2. Las correcionespor atenuacióno filtro

intermio se hanrealizadoutilizando la aproximaciónempíricadescritapor Birdsall y cols. (1983):

= xC’

dondeE
0~~ y ~corr sonla fluorescenciaexperimentaly corregida, respectivamentey O es el factorde
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correcciónquevienedefinido por la expresión:

A = Absorbanciaexperimental.

2,303 A

1 tI tiC
Figura 43. Extinción de la l1I]OICScCflCiEl ¡
intrínsecadcl retículo~arcoplásmico(\«
290 nm) IJOr 1-II-IlE. 131 mcdl io de
incubacióncontemilaTes 50 mM (pH 7,4), 21 u
¡<Cl 100 mM, sacarosa250 mM y 20 pg ~5
de RS/ml. Otras comidiciomies y
experimentales están indicadas ca el
texto.

‘jI]
0 2 4 8 lID 12
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La extinciónde la fluorescenciapodríaserdebido a un procesocolisional, típico de aminas

y óxidos (Lakowicz, 1983)o a un procesode transferenciade energíadebidoal solaparnientoentre

el espectrodeemisión dela fhmorescenciaintrínsecade las membranasde RS y el cte absorciónde

HULE.

9. MODULACION POR HHIF DE LA ACTIVIDAD (Ca1~+M¿~)ATPasaPURIFICADA DE

RETICULO SARCOPLASMICO.

9.1. Inhibición por HULE dc Ja actividad (Ca2~+Mr)ATPasapurificada dc RS.

El efecto imihibidor de 1-11-LÍE sobrela (Ca2’ +Mg2jATPasapurificada es función del tiempo,

como se muestraen la Figura44. 1-Ternos medido la actividad(Ca2~+Mg2’jATPasaen presenciao

ausenciadeinhibidor trasdiferentestiemposde incubacióna 250C enun medioquecontieneTes/Tris

100Mm pL-I 7,4. La concentraciónfinal de ATPasay 1-11-LÍE en el medio de ensayoes 4 gg/rnl y 1,5

U/mí, respectivamente.Corno sepuedeobservarenJaFigura44 la actividadde la ATPasapurificada

decaeen funcióndel tiempo con unaconstantede imiactivacióndel procesode 0,034 ±0,004 miii’.

o o
o
o o

o o o
o O

o
o
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F¡gtíra 44. EItcbo <le IlíIIE sobreLa (Ca2’’ -l-Mg2”’>ATPasa pimrilicada de retículosarcoplásmnicoen ftmnción del
tiempocíe l)rcilictil)!iciomI. La pmeincutniciómisc realizó, a 250C, en un medioquecontentaTes/Tris 100Mm (pl-!
7,4), RS 80 ;tg/ml y 1111W 30 U/mI, La acÉividadse midió a 2500 utilizando el sistemadeenzimasacopladas
quese indica en Matemialesy Métodos.Las demáscoíidiciomics exporiníeníalesestánindicadasen laFigura36.
Imiserio: Repí-esentaciónsemilogarlimica<le los datosdía inhibición.

Adíemás <le la depemidencia con el tiempo, el erecto imihibidor de 1-U-UF sobre la

(Ca2” +Mg2”’)ATPasa es función de la concemítraciónde Hl-UF enel medio de preincubación(Figura

45>. A partir cíe la representaciónde 1-luí de los datosmostradosen la Figura45 seobtieneun valor

de k
05 aparentede 1,6 U/muí y un coeficientede ¡¡III aparentede 8 ±1, lo cual indica queel proceso

cíe inhibiciónes altamnemítecooperativo.Los resultadosobtenidosson similares a los observadoscon

la actividad(Ca
2”+Mg2”)ATPasade RS nativo.

Adicionalmente,la inhibición de la actividadATPasaesdependientede la concentraciónde

protelmía,siendo necesarioconcentracionesmás altas de 1-U-uF para alcanzarla misma inhibición

cuandola concentracióndc proteínaautuenta,sin variacióncmi la cooperatividaddel proceso(Figura

46). Los valoresde K
05 obtenidosson 1 U/mí, 1,6 U/ml y 2,3 U/inI parauna concentraciónde

proteínafinal cmi el medio dcensayodeactividadA’rPasa de 2, 4 y E pg/ml, respectivamente.

II
III 2’) lID

riD 1)
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II II ¡ 1 —

Figura 45. Dependencia (le la
activi(lad ,X’l’Pasa purificada cíe RS
con la concentración de HIIIF. El
tiempo (le inctmbaciómx fue 5 mm. La
concentracióndc enzimaen el medio
dic reacción fue dic 4 pg/mnl. La
referencia (100%) es la actividad
ATPasa cmx ausencia de 1-11-1W y
correspondea tui valorde 7 ±1 Ul.
Lasdemáscondicionesexperimentales
están indicadas en la lcyemída de la
Pigimra 44.

U/ml

FIguro 46. Dependenciadelelecto laluíbidorde¡-II-líE sobrela actividadATPasapurificadacon laconcentración
de proteína.Las concentracionesde proteínaenel medio deensayoson 2 ( ‘ ), 4( • ) y 6 ( U ) pg/mnl.

9. 2. Efecto <leí Calt y del Mg2~- MW sobrela inímibición <le la actividad ATPasapurificada por

1111W.

La enzimapuedeencontrarseen dos estadosconfornuacionalesmayoritariosCa
2.E,y E2. La

forma E1 cíe la enzimatiene los centrosde alta afinidad paraCa
2’ orientadoshaciael citoplasma.Tras

la umíión del calcio, la forma Oa
2E1 se fosforila por ATÍ’ formuándoseOa2Em— E (Makinose,1973).

Paracvaluar,elefectodel calcio y del Mg
2’--ADP sobrela inhibiciómu por 1-IHIE hemosestudiadola
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imiliib¡ciómi dc la actividadATPasaen función dcl tiempo en presenciao ausenciadel Ca2~ y Mg2”—

A Dl3 - Paraello sc preincubala emizimnaa 2500 cmi un medioquecomítieneTes/Tris 100 Mm (1)1-1 7,4),

Ca 0,2 mM o EGEA 1 mM, en ausenciao presenciade 1-II-IlE. La Figura 47 (Pamiel A) muestraqtte

una concentracióndIc calcio 0,2 mM protegefuertementecontra la inhibición por Hl-UF, mientrasque

la eliminación del calcio contaminantedel medio al aftadir BOTA ([Ca2~]~ =6,4 nM) acelera

considerablementela im3activacióndc la (Ca2’ +Mg2’jATPasa producida por 1-11-UF, obteniéndoseuna

constantede inactivaciómídel procesodc 0,52 ±0,04 miii’.

III

‘lx’

.1 —c

U

¾II U

II
II

I”igmmra 47. Erectodel Ca2 sobrela inhibiciéndela actividad(Ca2”’+Mg2”9ATPasapurificadaporHÍÍIE, Piuiel
A. La preincubaciónsc realizó ea tul medioque contenía Tes/Tris 100 mM <pH 7,4), 80 pg de RS/ml ( •
y Ca2”’ 0,2 mM ( Li ) o BOTA 1 mM ( U ), Panel 13. Dependenciade la actividad ATPasacon la
concentración<le Ca’’ libre cmi el mncdio <le preincmmbación,ajustandoestasconcentracionesutilizando BOTA.
La referencia(100%)es la actividadATPasacii ausenciadc HHIP y correspondea umivalor deS±1 III. Las
concentracionesfinales(le RS y 1-lElE en el mediocíe ensayoson4 pg/ml y 1,5 U/mí, respectivamente.

Bu condiciones experimentales similares, hemos estudiado el efecto de diferentes

concentracionesde Ca2’ libre en el medio de preincubación,ajustandoestas concentraciones

utilizandoEGTA comosc indicaen Materialesy Métodos,sobrela inhibiciómídela actividadATPasa

por 1-flIIE a 250C y 5 mm de incubación(Figura47 (PanelB)). A partir de estosdatosseobtieneun

valor dc K
0, aparentedc protecciómípoí calcio de4-5 ~M.

Cuandloselleva a caboel mismoexperimentoperosustituyendocmi el medio depreincubación

el Ca’~ por Mg”’—ADP 2,5 mM seobservanresultadossimilares.Comopuedeverseen laFigura48,

Mg
2t ADP protegea la (Ca2’-l-Mg2”)ATPa5ft de la inhibición por 1-II-IlE.

111 20 30
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lot)’
Figura48. li ferio del Mg2 — Al) 1> sobrela
imihíbícion de la actividad ATPasa pc~r1’
1 l1í1 en atisemicia ( • ) o presenciade 0

Mg2 ‘-AOl’ 2,5 mM ( U ) o Mg2’ -AI)P
2,5 muM /EGlA 1 mM ( II) ). Las -

comiccn[ racionesrumIes <le RS y 11111E cii ti

el medio cíe ensayo son 4 ¡mg/inI y 1,5
ti ¡muí, respeeti vamrente. Las coatíiciolmes

exper¡ínentalesson las indicadas en la
leveimibí de la Figura‘17.

II II ‘Ii II

Nos plamitelimilOS la posit~lidadde que el calcio comitanlinamitepresemiteen el medio (10 gM)

fuesecl responsable(le esteelectoprttectorpara lo cual añadimosal medio de preincubaciónMg’’—

Afll~ 2,5 mM y EGI’A 1 mM. Como muestrala Figura 48 el efectoobtenidoes el mistno que en

atísemícia cíe 1iG’l’A. Los resultadosson similares a los obtenidoscon la actividad A’rPasa de

membranasnativasde metíctilo sareoplásmico.

10. EFItCTO i)E I’IHIF SOBRELA ACTIVIDAD <Ca2~+Mg’~)ATPasaRECONSTITUIDA EN

VESICULAS I)E FOSFATIDILCOLINA.

La dependemíciadIc la inhibición producidapor 111-IlE con la concentraciónde proteína,así

comola posiblenaturalezalipofílica del imíhibidory los estudiosrealizadospreviamnemiteen membrana

plasmáticade sinaptosomasdondlesemuestrala alta adsorciónde estecompuestoa la bicapa lipídica,

sugierenqtme la inhibicióndela actividad(Ca”~ +Mg’”)ATPasapuedaserpor interacciónconel lípido

anularel cual estáimplicado en la estabilidadde la enzima.

Considerando estos hechos decidimos estudiar el efecto <le 111-ILE sobre la

<Ca”’ -1- Mg””>ATPasmt reconstituidaen vesículasde fosfatidilcolina(300:1, lfpido:proteina),segúnel

protocolo descritoen Materialesy Métodos.

La relaciómí lipido/protelmíaen la membranadel RS es90/1. De estas90 moléculasde lípido,

aproxiina<lamCntl230 interaccionancon la ATPasadependiemitede Ca’’ (Warreny cols., 1974), En

la (Ca2” -1 Mg”’jA’l’Pasa lnmri ficada estarelaciónes aproximadamente60/1 (MacLenílail, 1970).
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Figtmra 49. Dependemicia de la
Y’ actividad(Ca2”- +Mg2”’)ATPasacon la

concentración de ¡lElE
‘xx’ (Ca2~+Mg2”-)ATPasa purificada de

(.1. retículo sarcoplúsmnico ( • ) y
reconstituida en vesículas de

‘o fosfaticlilcolina ( O ), Las condiciones
experimentales están indicadas en
Materiales y Métodos. La
concentraciónfinal de proteínaen el
ine<lio dc ensayoes 2 ~¿g/ml.

3

La Figura 49 muestraque 1-11-lÍE inhibe la actividad de la ATPasareconstituidapero son

necesariasconcentracionesmás altasparaproducir la inhibición. El valor de ~ aparenteobtenido

a partir de estos datos es 2,75 U/mI, mientras que el valor de K
0,5 de inhibición de la ATPasa

ptmrificadaes cíe 1 U/mI, paraunaconcentraciónde proteína,en amboscasos,de 2 ¡ig/ml.

Estos resultadossugierenque cuandola concentraciónde lípido es muy alta partedel

inhibidor se adsorbea la bicapa lipidica, lo cual produceel desplazamientode la ~ aparentede

inhibición hacia valoresmás elevados.

Figura 50. Efecto de 1-IHIE sobre la
(Ca

2~+Mg’flATPasareconstituidaen
21I] función del tiempo de preinciibación.

Las condicionesexperimentalessonlas
Ci

descritasen la leyendade la Figura
a 36. Las concentracionesfinales de

ATPasa y EHIE en el medio de
50 reacción son 2 pg/nd y 2,75 U/mI,

respectivamente.La referencia (100
%) es la actividadATPasaen ausencia

2 de 1-lElE y correspondea un valor dexx,

3,3 ± 0,7 Ul. Inserto:
Representaciónsemilogaritmicade los
datos de inhibición.

o
Tiempo (mm)

Resultadossimilaresa los descritospara(Ca2~+Mg2~)ATPasadeRS y purificadaseobtienen

cuando se estudia la inactivaciónde la bombade Ca2~ en función del tiempo (Figura 50). La

constantede inactivacióndel procesoes de 0,11 ±0,01 mifft.

o

II
‘ji

[11,11’: ,

5 10 15

115



Resultados

‘lx

U

2’

lxlx

—r

ti
Clx
ti

lx’

Fig¡mma 5Í. Efecto dcl Ca2”’ y dci Mg””-ADP sobre la inhibición de la
rcconstittmidapor 1-11-1W. Panel A. En atísemicia ( • ) o presenciade EGIA 1
). PanelE: En ausencia( • ) o ínesencia( A ) de Mg2~-ADP 2,5 mM o ( á

mM. Otras condicionesexperimnenialesen la leyendadic la Figura.

actividad (Ca2~+Mg2~)ATPasa
mM ( U ) o Ca~ 0,2 mM ( E
) Mg2~-ADP2,5 mM/EOTA 1

El electo del Ca2”’ y Mg2’. ADP sobrela inhibición de la actividadATPasaen presenciade

1-hilE (Figura 51 (Panel A y 13)) es similar al obtenidoen vesículasde RS y (Ca2~+Mg2~)ATPasa

purificada. En presenciade ECTA lniM en el medio de preincubaciónla constantede inactivación

es 0,25 ±0,02 miii’,

114 EFECTO DE fI-uF SOBRE LA. CONCENTRACION DE Ca2~ INTRACELULAR EN

CELULAS MESANGIALES.
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Figura 52. Efecto de
HHÍE sobre la
concentracióndel calcio
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medido por
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indicadasen Materiales
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H1-IÍF induceun lento y progresivoincrementoen la [Ca2~]
1dependiendode La concefltracióiI

de inhibidor en el medio comno puedeobservarseen la Figura52. Esteaumentoes dependiente(leí

tiemnpo,conun incrementoen la concentraciónde Ca2+ a los 10 mm de aproximadamente2 veceslos

valoresbasales(203 ±58 vs 101 ±2 nM en condicionescontrol).
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Discusión

1. PURIFICACION DE UN INHIBIDOR ENDOGENO DE LA (Nat,K)ATPasa.

La existencia cíe un sitio específicopara digitálicos emi la estructuraenzimáticade la

(Na“,K”’)ATPasa ha dacio lugar a múltipleshipótesisde trabajo tendentesa identificar una molécula

endógenaqueacflíe comoinhibidor fisiológico de la enzima,de formaanálogaala observadaconlos

glicósidos cardíacos.Los esfuerzosexperimentalesen estadirección, se intensificaroncuandose

idemtificaron niveles elevadosde factorescirculantesquío inhibían la bombade Nat en estadosde

hipertensiónexpeminiental(expansióncíe volumen>o esencial(véasela Introducción).

La síntesiso almacenamientode la llamada“hormuomianatriurética”estáasociadaadiferentes

[ejidos. Bu relaciónccii estehecho,elcerebroy másespecíficamenteel hipotálamoy la hipófisis, han

sido consideradoscomo posible lugar de síntesisy/o almacenamientode un inhibidor endógenode

la (Na”’ ,K”’)ATPasa. Debido a la posible naturaleza esteroideade este inhibidor la glándula

sul)rarremlalse ha propuestotambiéncomoposibleorigen (véasela Introducción>.

Varios gruposhamí cí-icontradoactividadinhibidoraen extractosde cerebro,plasma,orinay

glándula sumprarrenal (de Wardener, 1983, 1-labor y Haupert, 1987; Wechter y Benaksas,1990;

1-Iamlyn, 199 la), pero hay discrepanciasacercade su estructuraquímica y posiblemecanismode

acción (véasela Introdlucción).

Los resultadospresentadosen estaTesis muestranla purificacióndc un inhibidor endógeno

cíe la boiiiba de Na’’ a Partir dic hipotálamoe hipófisis bovimios (1-II-UF). Estasustanciaseha aislado

tambiénde la glándulasuprarrenal.La ausenciadel inhibidor en cortexcerebraly ¡os altos niveles

presentesen hipófisis y glándulasuprarremialsugiereque alguímio de estostejidospodríaser el lugar

cíe síntesisy/o almacenamientodel inhibidor.

Nuestrosresultadosconcuerdanen cuantoal origendc un posiblefactor endógenocon los

obtemiidospor Tamura y cols, (1988) y I-Iaupert y cols.(1984, 1987, 1988b), que muestranla

existenciadeun factor aisladocíe glándulasuprarrenalehipotálamo,respectivamente,capazde inhibir

la bombacíe Na” y desplazar31-l-ouabalnade susitio de unión a la emizima.

El factor purificadoes unasustanciade bajo pesomolecular,de naturalezano peptídicay no

lipídica, queeluye comoun sólo pico purode acuerdoal criterio de coincidenciade suspropiedades

espectrales.Estecompuestopareceser el mismo de acuerdocon estoscriterios en todos los tejidos

procesados.La existenciacíetía inhibidor endógenode la (Na’ Kt)ATPasaidénticoen todos estos

tejidos no habíasiclo mostradapreviamente.

Se han descritomiumuerosassustanciasconocidascapacesde imliibir la bombade Na’ tales

como fosfolípidos(Kclly y cols., 1986), ácidosgrasos(Bidardy coís., 1984; Taniuray cols., 1985),
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sales biliares (Vasdevy cols., 1986), DI-IEA-S (sumífato de DH-epiandrosterona)(Vasdev y cois,,

1985), lignamios (l3raquety cols., 1986)y dopamina(Clarksony cols., 1985), si bienningunade ellas

a concentracionesfisiológicas iii vivo tienen ningún efecto apreciablesobrela bombade Na~. La

mayoríade estoscompuestosinhiben la (Na’,K4’)ATPasaen preparacionesaisladas,pero no inhiben

el transportede Na1 en células intactas(Seccombey cois,, 1989>.

Las característicascromatográficasy espectralesde 1-II-lÍE son diferentes de ouabMna,

digoxina y otros compuestosdescritoscomo inhibidoresde la bombade Na~ y Ca2~ (ApéndiceII).

Además, l-ÍI-IÍF a diferencia de la ouabaína, específica para la (Na~,K’jATPasa, inhibe la

(Ca2~+Mg2 )ATPasa.

El descensode reactividadcruzadacon anticuerposantidigoxinaduranteel procedimientode

purificaciónindica,porumn lado,el riesgodeutilizar esteparámetrocomomarcadoren la purificación

de factoresanálogostal y como se ha venidousandopor diferentesgrupos (véasela Introducción),

y apoya la hipótesisde que ¡-IHIE no es ni ouabaína,ni digoxina. Esteresultadocontrastacon los

últimos resultadospresentadospor 1-Íamlyn y cols. (1991b) y Tymiak y cols.(1993)que han

identificadocomoouabainao un isómerode ouabafnaumi factor inhibidorde labombadeNa’ aislado

cíe plasnia humanoy de hipotálamo, respectivamente.Se ha de notar, asimismo, que la ruita

biosintéticade glicósidoscardiacosno es conocidaen mamíferos.

Por otro lado, mio está claro si las concentracionesen suero de estos compuestosson

suficientesparainducir efectosfisiológicos:por ejemplo,la constantede disociaciónde ouabafnapara

su sito dc unión en músculo cardiacohumano es de 2,5 nM. Asumiendoque la concentraciónde

onabainaendógenaes aprox. 50 pM (Harrisy cols., 1990)en sujetosnormales,solamenteun 2% de

los sitiosdeuniónestaríanocupados(Sehoner,1991).El aumentoenla concentraciónde unas3 veces

deestefactorenpacientescon hipertensiónesencial(Sehonery cols., 1986)producirlaunainhibición

de un 5,6% de las bombas.Estos resultadosllevan a cuestionarsi seriasuficienteestainhibición de

la bombaparaproducirun aumentoen la presiónarterial.

1-II-ILE tiene un espectroUy y de fluorescenciacaracterístico,con un máximo de absorción

a274 nm (Figura 10) y de emisióny excitacióna 305 mu y 280 nm (Figura 11), respectivamente.

Estosresultadossugierenla existenciadeun anillo aromático,probablementefenólica,en la estructura

de estecompuesto.Estahipótesisse ve apoyadapor la pérdidadel máximo de absorcióna274 nm

de estecompuestoenpresenciade ácido perfórmico.Hay múltiplesevidenciasexperimentalesde la

existenciade compuestosfenólicosqueson inhibidoresde la (Na’,K’)ATPa5a (Seday cols., 1984>

y de la (Ca2”,Mg2’)ATPasade retículo sarcoplásmico(Solokovey cola., 1986; Gutiérrez-Merinoy

cola., 1989; Michelangeli y cols,, 199Gb;Martlnez-Azoríny cola., 1992).

Múltiples evidenciasexperimentalesapoyanquealteraciomiesen la horneostasisdeNa’ y Ca2’
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somi posiblementela basedel aumentode la reactividadvascularresponsablede la hipertensiónarterial

(Poston, 1987; Í-laupert, 1988w Aviv y Lasker, 1990; Marín, 1993). En basea esta hipótesishemos

analizadoel mecanismopor el cimal ¡int~ podría aumentarla concentraciónde Ca2~ intracelular,

utilizando los sinaptosomnascomo modelo paraestudiarlos mecanismosde la membranaplasmática

implicadosen la regulacióndel calcio.

2. MODULACION POR UHil? DE LA ACTIVIDAD (Ca2~+MghATPasaDE LA

MEMBRANA PLASMATICA SINAPTOSOMAL.

El factor purificado inhibe la bomba de Ca2~ y la actividadMg2~-ATPasade membrana

plasmáticade sinaptosomascon aproximadamenteel mismovalorde K
05, La potenciadeH1-ÍIF como

imihibidor de la actividad(Ca
2~,Mg2flATPasatotal dependede la concentraciónde membranaen el

medio de ensayo.Puestoque1-IHIE es moderadamentehidrofóbico,esteresultadosugiereque o bien

es la concentraciónde Hl-UF libre en el medio acuoso,o bien la relaciónentrelípido total y HHIF

adsorbidoen la bicapala variablede la quedependedirectamentela actividad (Ca2’,Mg2’)ATPasa.

La existenciade diferentesmoléculashidrofóbicasqueafectanla actividad (Ca2~+Mg2~)ATPasade

RS han sido ampliamenteestuchadas(Solokovey cols,, 1986; Petretski y cols., 1989; Gutiérrez-

Merino y cols., 1989; Miehelangeliy cola., 199Gb; Martinez-Azorfn y cola., 1992). Todas estas

moléculastienen en comúnuna alta tendenciaa particionaren la membrana,dandolugar a que su

efecto seadependientede la concentraciónde membrana.HHIF, debido a su naturalezalipofílica

particionaentrela membranay el agua,y por lo tanto, las concentracionesde I-IHÍF libre en este

estudiodebensercorregidasteniendoencuentasu adsorcióna la membranaplasmática.El coeficiente

de particiónaparente(Ko) obtenidoparaI-IHIF (0,08 @cg proteína/mí)tm)esmuy similar al calculado

por de Forestay cols., 1990 paraotros compuestosinhibidores de la (Ca2~,Mg2’~ATPasa,como

caleimicimia, derivado brominado de calcimicina, nonilfenol,etc; lo cual sugiere una naturaleza

hidrofóbicacomúny unamodulaciónde la actividadenzimáticasimilar paraestoscompuestos.

Una vez corregido por la unión a la membrana, el valor de 14,5 aparente de inhibición por

Í-fl-UF libre de la bombade Ca2”’ esaproximadamente0,9 U/mI, queesaproximadamente2 vecesmás

alto queel valor deK
05 de inhibiciónpor UHIE librede la (Na~ ,KflATPasade membranaplasmática

sinaptosomnal.
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3. MODULACI7ON DE LA ACTIVIDAD (Ca2~±Mg2~)ATPasaDEL RETíCULO

SARCOPLASMICODE MUSCULO ESQUELETICO.

Debido a la baja especificidadde los inhibidores de las ATPasasque transportaniones

(Pederseny Carafoll, 1987)y a la altahomologíaestucturalentrelas ATPasastipo P (Cantley. 1986;

Greeny cols., 1988; Inesi y Kirtley, 1992) hemos estudiadolos efectosde HHÍF sobrela actividad

(Ca2’±Mg2DATPasadel retículo sarcoplásmico.

La (Ca2” +MghATPasade RS de músculoesquelético,representacercadel 70-90%del RS

de la membrana,y está mejor caracterizadaa nivel bioquímicoy biofísico que la de membrana

plasmática, por lo que hemos estudiadoen más detalle la interacciónde 1-UflE con el RS corno

sistemamodelo paratenerun mayor conocimientomolecularde la inhibición por Hl-ILE.

Í-II-IIF inhibe la actividad (Ca2” + Mg2~)ATPasa de RS y la ATPasa purificada. La

dependenciade la actividad(Ca24-I-Mg2’)ATPasade RS acopladorespectoa 1-IHÍF presentadosfases

claramentediferenciadas(Figura37). A concentracionesbajasde 1-II-UF se observaunaprimerafase

de activación,quesecorrelacionacon la pérdidade acumulaciónde Ca2’ por las membranasde RS,

y una segundafase de inhibición con fuerte cooperatividadpositiva. Dado que en el retículo

sarcoplámicoacoplado la actividad (Ca2’ + Mg2’jATPasa se halla fliertemente inhibida por la

acumulaciónde Ca2~ en el interior de las vesículas(Gouldy cols., 1986>, la fasede estimulaciónde

la actividad(Ca2’+Mg21)ATPasapodríacorrelacionarseconunaelevaciónde la permeabilidadpasiva

a Ca2’ de estasmembranas,lo cual estaríade acuerdocon el incrementode la permeabilidadpasiva

a Ca2~ de sinaptosomasen presenciade HHIF. Medidas del nivel de Ca’’ acumuladopor estas

vesículasutilizando arsenazoIII y de la velocidad de transportepara Ca2~ ‘utilizando oxalato

confirmanqueesteincrementode eflujo de Ca’1~ se producetambiénduranteel procesode transporte

activo cíe Ca’~, puesto que Hl-ILE, a concentraciones que no inhiben la actividad

(Ca’~ -fi- Mg2”)ATPasa,disminuyenapreciablementeel nivel de Ca2’ acumuladoen vesículasde RS

(Figura39). La estimulaciónde la actividad(Ca2’+Mg2’jATPasaa bajasconcentracionesdeHULE

puedeser explicadocomoun mecanismocompensatorioderivadode la desrepresiónde la actividad

(Ca’~-I-Mg2”)ATPasaal disminuir la concentraciónde Ca2~ en el interior de las vesículas.Una

arguimentaciónsimilar ha sido utilizadapor Escuderoy Gutiérrez-Merino,1987 paraexplicar la fase

de activaciónde la Ca2F~ATPasa<le RS observadaabajasconcentracionesde anestésicoslocales. El

efecto cíe la disipacióndel gradientede Ca’4 a travésde estasmembranasa bajasconcentracionesde

1-II-UF y un efecto inhibidor de la bombade Ca2’ a altasconcentracionesessimilar al descritopara

el ionóforo A23 187 (1-laray Kanazawa,1986).

Los dos efectosseñaladossondependientesde la concentracióndemembranaen el medio dc

121



Discusión

ensayoy del tiempo de preincubaciónde la enzimacon el factor inhibidor. Debido a que 1-II-líE es

un compuesto lipofílico, estos (latos confirman la existenciade cambios en la concentraciónde

inhibidor libre por adsorciónde estecompuestoa las membranase indicanademásquela modulación

de la actividad(Ca2” +Mg2”)ATPasaimplica una reorganizaciónestructurallentade la estructurade

la membrana.

La perturbaciónde la actividadenzimáticaproducidapor 1-11-1W (Figura38) permnitecalcular

un K~ aparente,segúnel métododescritopor de Forestay cols., 1990, dc 0,6 (¡tg/mD’. Estepuede

ser expresadoen unidadesde concemitraciónmolar de lípido, como I<~ = 10 x 1 0~ (mol lípido/IY’,

asumiendoque hay 0,5 g de lípiclo/g de proteínaen las membranasde RS, y que el pesomolecular

calculadopara lípidos es de 800. Coeficientesde particiónaparenteen el rango de 10~ (expresado

como(molesde lipido/IXí) han sidoobtenidosparadiferentesmoléculashidrofóbicasdescritascomo

inhibidoras de la Ca2’-ATPasa de RS (de Foresta y cols., 1990).

La relación lípido/proteína en el RS es 90/1. De estas 90 moléculas de lípido,

aproximadamente30 interaccionancon la ATPasadependiemitede Ca2’ (Warren,1974). En la Ca24-

ATPasa puirificada esta relación es de aproximadamente60/1 (MacLennan, 1970). Las

concentracionesde 1-IHIE necesariaspara producir la inhibiciómi de la ATPasa reconstituida,en

vesículasde fosfatidilcolimiadondela relaciónlípido/proteínaes de 300/1,sonmás altascon respecto

a la Ca2~-ATPasapurificada.Al corregirlos respectivosvaloresde inhibiciónpor el valor de IS, las

concentracionesde HULE libre necesariasparaproducirel 50% de inhibición sonsimilaresparala

(Ca2~+Mg2’)ATPasa purificada y para la reconstituida en vesículas de fosfatidilcolina y

aproximadamenteigual a 0,4 U/ml en las condicionesde ensayodescritas.Dadoque el coeficiente

de partición es una constantede equilibrio, este resultadoimplica que la inhibición se producea

niveles similaresde saturación de la bicapa lipidica por HUIR

La presenciade colesteroldentrode la bicapalipídica disminuyefuertementeel valor de

de compuestosmoderadamentelipofilicos (Luxnat y cols., 1986), lo cual justificarla la disminución

del valor del coeficientede particiónde 1-IHIE en la membranaplasmáticasinaptosomalcon respecto

a la de RS, ya quela proporciónde colesteroles muy diferenteentrelas membranaplasmáticay el

RS, en esteúltimo el colesterolestáprácticamenteausemite(< 10%) (Michelangeliy cols., 1990a>.

Kwan y cols. (1994) hanpropuestoquela inhibiciónde la bombade Ca2’ en el RS de células

vascularesde musculaturalisa (VSCM) puedeser un factor que contribuya al desarrollode la

hipertensiónarterial. Haber y Haupert(1987) han obtenido un factor hipotalámicoinhibidor de la

bombade Na~ y de la (Ca2~*MgflATPasaderetículosarcoplámico.Estosautoresseñalanqueesta

inhibición estaríade acuerdocon la homología estructuralentre las ATPasastransportadorasde

122



Discusión

cationes (Pederseny Carafoli, 1987; lnesi y Kirtley, 1992> pero podría carecerde importancia

fisiológica, ya que el inhibidor deberíapenetrara travéscíe la membranacelumíarpara actuara nivel

del RS. Dacio cíue 1-11-IlE es lipofílico, para poder confirmar la relevancia fisiológica de la inhibición

por 1-11-IlE de la (Ca2’ -fi- Mg2”jATPasa de RS seriannecesariosexperimentosen célumíasintactas.

4. MECANISMODE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD (Ca2’ +Mg~ATPasa DE LA

MEMBRANA PLASMÁTICA SINAPTOSOMAL Y DEL RETíCULO SARCOPLASMICO POR

111-IlE.

La fluidez de las membranasbiológicasdesempeñaun importantepapelen la modulaciónde

la permeabilidadde iones a travésde ellas, El mecanismode inhibiciónde la (Ca2 +Mg2~)ATPasa

y el efectosobrela permeabilidada Ca2’ debidoa 1-11-IlE no pareceserconsecuenciadeunaalteración

apreciable cíe las propiedades estruictuirales cíe la bicapa lipidica. Esta comiclusiónse deriva de la

mínimaperturbacióndel parámetrode ordencíe la bicapa lipiclica de la membranade sinaptosomas

y del retículosarcoplásmicodetermimiadoa partirde medidasdepolarizaciónde fluorescenciadeDPH

en presenciade 1-II-ILE (véaselos apartados6.1 y 8.3 del capitulode Resumítados).Puesto qume DPI-1

se localizaen la partecentralde la bicapalipidica (Davenporty cols., 1985>, estasondafluorescente

da información sobreel parámetrode orden en la regiómi hidrocarbonadade los lípidos. Así pues,

¡IHIE no perturbasignificativamenteel grado de empaquetamientode las cadenasde ácidosgrasos

en esta regiónde la bicapa lipidica, a las concentracionesque inhiben fuertementelas actividades

(Ca2tMg2’jATPasay los flujos de Ca2’ a travésde estasmiiembranas.Adicionalmente,los estudios

cíe turbidez (apartados6.1 y 8.3 de Resultados)indican que a estasconcentraciones1-IHIE no

solubiliza significativamente las membramias de RS y de sinaptosomas.

Teniendo en cuenta lo anterior, la imíhibición de la actividad (Ca2’ +Mg2’jATPasa de estas

membranaspodría ser racionalizadaen términos de interacción de 1-11-UF con sitios de unión

específicosde la enzimao vía perturbacióndel lípido anular.La cuestiónessi el sitio de modulación

de la (Ca24 -1- Mg2’)ATPasa por Hl-líE tiene lugar por interacción con un sitio especifico en la proteína

o en la interfaselípido/proteína.

La inhibición por 1-114W de la actividad (Ca2F,Mg2mjATPasa de membrana plasmática de

sinaptosomuasno muestracaracterísticasde competicióncon el sustratoMg2’-ATP (véaseel apartado

6.2 dc Resultados).Los resultadosobtenidos en el estuchosobre el efecto de 141-HE sobre la

inactivaciónde la (Ca2” + Mg2”’)ATPasa de retículo sarcoplásmicopor isotiocianatode fluoresceína

(apartado8.8 de Resultados)señalanque no hay competiciónemitre el ATP y 1-11-ILE, por lo tanto
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puedeserexcluido que la inhibición de Hl-UF resultede una interaccióndirecta de Hl-UF con el

centrocatalíticode la (Ca24’ -fi- Mg2”’)ATPasa cmi nuestrascondicionesexperimentales.

Sin embargo, la presenciade Mg2’’-ADP (2,5 mM) en el medio de preimicubaciónprotege

fuertementecontrael efecto inhibidor de 1-II-ILE sobre la actividad(Ca2”’+ Mg24’>ATPasade retículo

sarcoplásmicoy de ATPasapurificada. Resultadossimilaresse observanen simíaptosomasdondeal

incrementarla comícentracióndeMV en el medio de ensayodisminuyela sensibilidadde la actividad

(Ca2”’,Mg2’)ATPasa por el inhibidor.

El efecto protectorde ATP seproducea concentracionesmilimolaresde estenucleótido.A

estas concentraciones el ATP ejerce umn efecto modulador de la actividad(Ca2~+Mg2’jATPasaen RS

(de Meis, 1981, Andersen,1989, Guillain y cols., 1988). Estos electoshansido observadostambién

en la (Na’,K’)ATPasa(Schuurmnansy flonting, 1981>y en la (Ca2’ +Mg2~)ATPasade membrana

plasmática(Regay Garrahan,1986).Se ha sugeridoqueesteefectomoduladorde ATP deriva de la

aceleraciónde los cambios de la conformaciónE
2 a E1 del ciclo catalítico por unión al centro

catalíticofosforilado despuésde la salidade ADP del mismo (Gould y cols., 1986).

Alternativamente,el efectode ATP sobrela imihibición dela actividad(Ca
2’ +Mg24)ATPasa

por 1-U-ILE podríaexplicarsesuponiendola interacciómideATP con un cemitro reguladordiferentedel

catalítico, La posible existenciade un centro reguladordiferente del catalítico,de baja afinidad

presenteenla conformación 2’ hasidosugeridaparaexplicaralgunosresultadoscinéticos,entreellos

la estimulaciónde la actividad(Ca2’ +Mg21jATPasaenpresenciade concentracionesmilirnolaresde

ATP (Carvallio-Alvesy cola., 1985;Nakamotoe lnesi, 1984), No obstante,hay queindicarqueestos

resultadoshansido explicadosmás recientementeen basea la entradadeATP emi el centrocatalítico

tras liberación de ADP(Goníd y cols,, 1986).

Alternativamente, estos resultados podrían interpretarsesuponiendola unión de HL-LíE a

centros hidrofóbicos emí la (Ca24+Mg21jATPasadiferentes del lípido anular. Se ha descrito la

existencia de sitios de unión diferentes del lípido amiular para drogas hidrofóbicas en la

(Ca21+Mg2’-)ATPasa(Rooneyy Lee, 1983; Michelangeli y cola., 1990a).

Existe la posibilidadcíe queestoscentroshidrofóbicossolapem,al menosparcialmemíte,con

el centrode unión de ATP. Hay que indicar quederivadoshidrofóbicosde ATP como TNP-ATP se

une a la (Ca2’+Mg2’)ATPasacom mayor afinidadqueATP (Duponty cols., 1982),Se lía sugerido

que estos sitios estaríanlocalizadosen la imíterfaseproteína—proteínadentro del oligómero y en la

superficiede la proteínaque resultaexpuestaa los lípidosdebidoa la disocicióndel oligómneroen

monómeros(Simmondsy cols., 1982),Se lía sugeridoquelos centrosde unión de ATP localizados

en monómerosdiferentesse hallan muy próximos entre si, en la zonade la interfasemonómero-

monómero(Cuenday cols., 1990).
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Seha mostradoqueconcentracionesniicrornolaresdeCa24’ en el mediodesplazanel equilibrio

conformacionalE
1/E2 de la ATEasa,estabilizándolaen el estadoE1 y que la adición de EGTA a

concentracionesmilimolares o vanadatodesplazanla conformaciómide la ATPasahacia E2 (Pick y

Karlish, 1982; Eroud y Lee, 1986). La unión preferencial de ligandosal estado F,~ , desplazanel

equilibrioconformacional hacia esteestadoestabilizándolo,y disminuyendo,asimismo,la velocidad

de la catálisis (imihibición alostérica). Esta es la base de la inhibición por Ca
2” a concentracionesdel

rangosubmnilimolara miliniolar (Gould y cols., 1986>.

Por esta razómi decidimos estudiar el efecto de estos ligandos en la inhibición de la Ca2~-

ATPasa de RS por HHLE(apartados 8.6 y 9.2 de Resultados).La inhibición de la bombade Ca2’ por

1-11-ILE sepotenciapor EGTA y seprotegepor la presenciade calcio enel medio de preincubación.

Estos resultadossugierenque la conformaciónE
2 de la ATPasa(inducidaporECTA) podría

favorecerla inhibición de Hl-ILE. Estahipótesises consistentecon el efecto de protecciónobservado

en la membranaplasmáticade sinaptosomnas.

No se ha encontrado ningún efecto significativo de Fil-ILE sobre la afinidad de la

(Ca
24’ ,Mg2’>ATPasa de membranaplasmáticasimiaptosomnalpara Ca2t. Es improbable, pues, que

Hl-HE compitacon los centrosde alta afinidadde Ca21 cii la (Ca24+ Mg2~)ATPasa.

Ademásdel efecto activadorde comicentracionesde Ca2’ entre0,1 pM y 1 ptM, el Ca2~ a

concentracionesdel ordende 0,1 a 1 mM inhibe fuertementela actividad(Ca2~+Mg2jATPasade

sinaptosomas(Sorenseny Mahíer, 1981; Michaelis y cols., 1983). Este efecto del Ca2’ ha sido

atribuidoa la presenciade un centro inhibidor de bajaafinidad paraCa2~ (Rega y Garrahan,1986)

enla conformaciónE
2. La (Ca

2t+Mg2’jATPasade membranaplasmáticade sirmaptosoinasesdel tipo

EmE
2 (Rega y Garrahan, 1986). Los sitios de unión de Ca

2’ en las formas E~ y E
2 de la

(Ca
2~+Mg2t>ATPasasonaccesiblesdesdediferentesladosde la membrana(de Meis y Vianna,1979;

Gouldy cols., 1986>. Así, los sitios de uniónde Ca2Fen la formaE
2 sonaccesiblesdesdeel espacio

extracelular.La existenciade centrosde unión de Ca
24 de bajaafinidad, K

05 aproximadamentede

1 mM, ha sido suficientementecontrastadaen la (Ca
2t+Mg2~>ATPasade RS (de Meis y Vianna,

1979). Se ha mostradoque la saturaciónde estoscentrosproduceinhibición de estaactividadporque

estabilizanla conformación E
2 de la enzima y disminuyen la velocidad de regeneraciónde la

conformaciónE~ (de Meis y Viamina, 1979).

Como seindicó en Resultados,estainhibiciónpor niveleselevadosde Ca
2” seve alteradapor

la presenciade HHIF que aparentementeproduceun efectosimilar a Ca2’. ya queen presenciadel

inhibidor se observaunainhibición adicionalde la producidapor 1 mM de Ca2’ claramenteinferior

a la medidaen ausenciade HULE. La presenciade FIHIE en el medio de ensayomodificaligeramente
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la sensibilidadde la (Ca~-bMg21jATPasahaciaCa~ y disminuye la sensibilidad de ésta hacia el

inhibidor en presencia de altas concentraciones de Ca21 en el medio de ensayo. Estos resultados
2-1-sugierenla posibilidadde que 1-IRlE compita por los sitios de unión de baja afinidad para Ca en

la enzima.

Debido a la naturalezahidrofóbica de REIlE sugerimosque la presenciade una región

hidrofóbicaen la proteína,próxima a un centro de interaccióncon iones divalentes,podríaformar

el centrode umnión de HHIF. Estahipótesises fácil de explicaren proteínasintrínsecasde membrana,

pues es suficientequeexistaun centro de unión de cationesdivalentescercade la interfaselípido-

agua.Esta interaccióndeberíaser favorecidacuandolos dominioshidrofóbicosesténmás cercade

los centrosdeuniónde los cationesdivalentes.Los resultadosobtenidosen el estudiosobreel efecto

de UHIE sobrela fluorescenciaintrínsecade RS (apartado8.8 de Resultados)apoyanestahipótesis.

La fluorescenciaintrínsecadel RS es I~undamnentalmemiteatribuiblea la fluorescenciade la

(Ca2” ±Mg2flATPasadadoque los flp y Tyr de estaenzimaconstituyenaproximadamenteel 95%

del total de estosaminoácidosen la membranade RS (M~ller y cols., 1982). Fía sido demostrado,

asimismo,queestafluorescenciaseextingueeficientementepor interaccionesdederivadoslipídicos

brominados(Easty Lee, 1982; de Forestay cols., 1989) o marcadoscon radicaleslibres (London

y Feigenson,198i) incorporadosen membranasreconstituidas.La primeraconclusiónderivadade

estos datos es que, para que se produzcaun nivel apreciablede extinción de la fluorescencia

intrínseca,esprecisoqueel inhibidor sehalle muy próximoa la regiónde interfaselípido-proteína.

La extinciónde la fluorescenciaintrínsecade RS por HHIF estádirectamenterelacionadacon

la interaccióndeHUlE condominioshidrofóbicosde la (Ca24+Mg~jATPasaembebidosenla bicapa

lipidica. Dos sonlos mecanismosbásicospor los quese puedeextinguir la fluorescenciaintrínseca

del RS: (1) medianteun mecanismo colisional o estático o (2) por transferenciade energía.

Considerandolos espectrosde emisiónde fluorescenciaintrínsecade RS y de excitación(absorción)

de1-IHIE la extinciónpodríaser debidaaun procesode transferenciade energíaentreTrp y la unión

de Hl-ILE lo suficientementecerca, paraque tengalugaresteproceso.

La fluorescenciade los residuosde Trp dela ATPasaes sensiblea la unióndeCa2’ (Dupont,

1976>. Estosestudiossugieren,quede los 13 Trp contenidosen la estructuraprimariade la ATPasa,

unapartede los 11 Trp situadosen la región intrarnembranosa(BrandI y cols., 1986) interacciona

con los sitios de unión del Ca2+, y que los sitios de transporteestaríansituados en la región

intramnembranosao al menoscercade la interfase,

El centro de um-mión de Ca2’ en la Ca24-ATPasa,ha sido localizado próximo a la interfase

lípido-agua,a unadistanciade aproximadamente10 A (Teruel y Gómez-Fernandez,1986; Munkonge

y cols., 1989).
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Los resultadosque hemos obtenidosugierenque l-IHIF podríaestarlocalizado cerca de la

interfaselípido/proteína,de maneraquela unión dcl inhibidor podríainterfir con los sitios deunión

de Ca2”’. La protecciónde la Ca2”’ -ATPasacontra la desnaturalizaciónpareceestarasociadacon la

uniónde Ca2’ a los sitios de alta afinidad(Andersen,1989). La presenciade HOTA en el medio hace

quela ATPasapierdaestabilidad,lo cualpodríafavorecerla accióndeHUlE desorganizandoel lípido

anularde la enzimay como consecuenciainactivandola ATPasa.

Un tipo particular de sitios Ixidrofóbicos de una gran importancia para las proteínasde

membranaes el lipidoanular(CaffreyEcigenson,1981;EastyLee,1981; Lentzycols., 1985; Lund

y cols., 1989>. Los lípidos anularesmodulan la actividad de la bombade Ca2’ de la membrana

plasmáticade sinaptosomas(Niggli y cols., 1981; I-lennoni-Levine y Rahamimoff, 1990) y del

retículo sarcoplásmnico(Caffrey y Feigenson,1981; Easty Lee, 1982; l3ick y cols., 1991).

Debido a sus propiedadeslipofílicas, Hl-UF podríaperturbarla estructuradel lípido anular

de la (Ca2’±Mg2’)ATPasa.

Ha sido demostradoque la desorganizacióndel lípido anular conducea una inactivación

irreversiblede la (Ca2F+Mg2jArPasa(1-Iardwickey Oreen, 1974; Warrem y cols,, 1975; Lund y

cols., 1989). La inhibición por I-1I-IIF de la (Ca2’+Mg2’)ATPasade sinaptosómasy de retículo

sarcoplásmico,y la (Na” ,K’ )ATPasademembranaplasmáticadesinaptosoinas¡nuestracaracterísticas

de inactivaciónirreversibledc la enzima,lo cual permiteespecularqueel lípido anularde la enzima

es desorganizadopor la unión de HHIE. La inhibiciónde la (Ca2~+Mg24jATPasade la membrana

plasmáticade sinaptosornaspor Hl-UF podríaserdebidaal desplazamientode algún lípido anularde

estasproteínas,activadorde la misma. Más concretamente,seha demostradoque la fosfatidilserina

es un potenteactivador de la actividad (Ca24 +Mg2~>ATPasade sinaptosomas.La activaciónpor

fosfatidhlserinaes de hecho tan fuerte corno la producidapor calmodulina (Niggli y cois., 1981;

Gandhiy Ross, 1986>.

La elevadaadsorciónde Hl-UF en la membranade sinaptosmasy del retículo sarcoplámico,

la dependenciade la inhibición por HUlE con la concentraciónde proteína,así como una mayor

sensibilidadde la (Ca2~+Mg2~)ATPasapurificadaa la inhibición por 1-11-rIF que la reconstituidaen

vesículasde fosfatidilcolinaapoyanla hipótesisde que la inhibición de la (Ca2”’+Mg2)ATPasapor

HUlE estédirectamenterelacionadacon la desorganizacióndel lípido anularalrededorde la proteína.

Estahipótesisseve corroboradapor la dependenciatan acusadaobservadaen la inhibición de la

(Ca2”+Mg2’jATPasacon la concentraciónde inhibidor (mostrandocoeficientesde Hill de 13 ±2).

De hecho se ha mostradoque la actividad de proteínas intrínsecasde membranamuestranun

comportamientoalostérico con respectoa la saturaciónde su sitio de unión anularpor lípidos
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(Sanderniann,1983).

El conjunto de resultados presentadossugieren que la inhibición de la actividad

(Ca2”+Mg2~)ATPasade retículo sarcoplásmicoy de membranaplasmáticasinaptosomnales debida

a la desorganizacióndel lípido anularasociadoa la proteína.Aden~ás,las interaccioneslípido-proteína

emi el dominio de la proteínaen contactocon el lípido y cerca de la interfaselípido-aguaparecen

desempeñarun importantepapel cmi el controldel estadocomiformacionalde la <Ca2~+Mg2~)ATPasa

(Andersen,1989).

Aunqueestepunto necesitaun mayor númerode estudiosque estaríanfuerade los objetivos

de esta Tesis, es importante señalar que la inhibición por anestésicos locales de la

(Ca2”’ +Mg2’jATPasa de RS y sinaptosomas ha sido racionalizado en estos términos (Gutiérrez-

Merino y cols.,1989; García-Martín y cols., 1989).

5. EFECTODE I*IIF SOBREEL TRANSPORTEDE Ca24 EN SINAPTOSOMAS.

La actividad (Ca2”’ +Mg2”)ATPasa de membranaplasmáticade la célula nerviosa está

acopladaal transporteactivo de Ca2~ a travésde estamembrana(Javorsy cols., 1981; Gilí y cols,,

1981; Carafoli, 1991b). Este transporteactivo operaen la direcciónde sacarCa~ desdeel citosol

hacia el espacioextravesicular,siendoésteuno de los mecanismosmás importantesparamantener

niveles de Ca24 citosólicos submicromnolares(Akermany Nicholís, 1983). Por tanto, una posible

implicaciónfisiológicade la inhibición de la actividad(Ca2”+Mg2~)ATPasade estasmembranases

la elevaciónde los nivelesde Ca24 citosólicosen la neurona.Porsu importanciaestepuntoha sido

abordadoen esteestudio,

La actividad(Ca2t+Mg2’)ATPasay el transporteactivo deCa24soninhibidospor HHIF con

similares valoresde I<~ despuésde corregirla adsorcióndeHEIIE a la membrana.Estosvaloresson

aproximadamentede 0,9 U/ml y 0,6 U/mí, respectivamemite.

En condiciones fisiológicas, la bomba de Ca24 de la membranaplasmáticaes el sistemamás

importanteimplicado en mantenerlos bajos nivelesde Ca24 neuromial (Akermami y Nicholís, 1983;

Blaustein,1988).En nuestraspreparaciones,estesistematieneuna velocidadde transportede Ca24

de 4-5 nmolesCa2”/mg proteína/mm (teniendoen cuentaque las vesículaspresentanun gradode

inversiónde la membranadeaproximadamenteel 40%).Estevalorestáde acuerdocon los resultados

obtenidospor otros investigadoresutilizando técnicassimilares a la nuestra(GuI y cols., 1981;

García-Martíny cols., 1990).

Otros procesosde transportede Ca21, como el flujo pasivo de Ca2” y el intercambio
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Na”/Ca2”’,estánimplicadosen el mantenimientode los gradientesdel Ca2” fisiológicos a travésde

la membranaplasmáticadeneuronas(Akermany Nieholls, 1983; Blaustein, 1988; DiPolo y Beaugé,

1990). Por lo tanto, hemosestudiadoy cuantificadoel efectode 1-II-UF sobretodosestosprocesos.

Los resultados presentados en las Tablas 5 y 6 (apartado 7.2 de Resultados) muestran, que

el influjo pasivode Ca2”’ a travésde la membranaplasmáticade sinaptosomasno sepuededescribir

satisfactoriamentepor un procesoexponencialsimple, sino como la suma de dos expomienciales

(Figura 32). Este comnportamientesugiere la existenciade das tipos de canales con diferentes

característicascinéticas,Estos resultadossonsimilaresa los descritosemx RS (Escuderoy Gutiérrez-

Merino, 1987), en donde se ha sugeridoque cadauno de estos canalesse halla preferentemente

localizado en cada ‘una de las regiones diferenciadas del RS, cisternas transversaleso tubos

longitudinales.Los resultadosobtenidosen miuestraspreparacionesindican quela entradapasivade

Ca2”’ a través de la membrana plasmática de sinaptosomastienelugarcon unaconstantede velocidad

aparente (K) de 0,033 mnini. Umi valor similar de K se puede derivarde la salidapasivade Ca2t de

sinaptosomasprecargadoscon 5Ca2~,calculadopor Gilí y cols. (1981)y la entradapasivade Ca2t

utilizando las medidasde dispersiónde luz (Escuderoy Gutiérrez-Merino,1987; Garcia-Martíny

cols., 1990). Estosresultadossehanobtenidopreimponiendoun elevadogradientede Ca2~,de forma

que la concentraciónde Ca2t fuera seade 100 mM y la concentraciónde Ca21’ dentrofuerade 10

pM. Considerandoque el volumen internode estasvesículasesde 3-7 pl/mg proteína<Rahamimoff

y Spanier, 1984), y paraun gradientefisiológico de Ca2t, es decir, paraconcentracionesde Ca2t

dentro y fuera de las vesículasde 0,1 ~M y 1 mM de Ca2t libre, respectivamente,la cantidadde

Ca2t transportadoduranteel primer minuto es de 0,1- 0,2 nmoles/mgde proteína.Este resultado

concuerdasatisfactoriamentecon experimentosutilizando45Ca2t y filtración Millipore (Gilí y cols.,

1981). Los datos mostradosen las Tablas5 y 6 muestranque 1-II-UF incremnentanotablementela

velocidad de influjo pasivo de Ca2’ a concentracionesmás bajasque las necesariaspara inhibir la

bombade Ca2t.El flujo pasivode Ca2t ha sido calculadoa una concentraciónde membranade 0,1

mg proteína/mí, por lo que, las concentraciones de HUlE utilizadas en este estudio requieren una

correciónpor la unión de HHIF a los sinaptosomas.Para una concentraciónde inhibidor libre de

aproximadamente0,45 U/ml la cantidadde Ca2t transportadoduranteel primer minuto es de 1,06-

2,12 nmoles/mg proteína, un valor de 10-11 veces superior con respectoal control.

A partir de las medidasde fluorescenciade CTC, utilizando la constantede la Tabla 7, y

tomando un volumen interno de las vesículasde membranaplasmáticade 3-7 rl/mg proteína

(Rahamimoff y Spanier, 1984), la velocidad de entradade Ca~ en ausenciade 1-II-IlE, parauna

concentraciónde Ca2t exterior de 1 mM , en condiciones despolarizadasde la membrana,
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correspondea un valor dc 1,4—3,2 nmoles/mg/mnin.

La despolarizaciónde la membramiaplasmáticade sinaptosomascon altasconcentracionesde

K1’ extracelularabrelos canalesde Ca2”’ dependientesde voltajey la entradade Ca2t a travésdeestos

canalespuedeafectarla estimaciónde la velociadde entradade Ca2t vía intercambiadorNa”/Ca2’.

Para mantenerel potencialde membranay la osmolaridaddel medio extravesicularel KCI file

sustituido por cloruro de colina. En estas condicionestiene lugar una ligera disminuciónde la

constantedevelocidaddeentradade Ca24 y un ligero aumentodel incrementode fluorescencia(véase

apartado7.3 de Resultados).El valor de la constantede velocidadcalculadoes de 0,34 miii’. En

estas condiciones la cantidad de Ca2t transportadopor el intercambioNat/Ca2” operandoa favorde

la entradade Ca2” es de 0,9-2 nmoles/min/mg.Los valoresobtenidosparael intercambioNat/Ca2t

operando de esa forma están de acuerdo con los resultados obtenidos por GUI y cols., 1981, 1984 y

Rahamimoffy Spanier, 1984 usando45Ca2t y filtración Millipore, así como por García-Martiny

Gutiérrez-Merino, 1990 utilizando la fluorescenciade CTC.

La presencia de I-IHIF en el medio de ensayo estimnula la entradade Ca2” vía intercambio

Nat/Ca2”, aproximadamente2,5- 3 vecescon respectoal valor control, a concentracionesinferiores

a las necesarias para inhibir la bomba de Ca2’, tanto en condiciones despolarizadhs como de reposo

de la membrana.Esto suponeun valor de entradacíe Ca2-”, en presenciade HHIF, de 3,5-8 nmoles

Ca2”/mg proteínay 2,7-6 nmoles Ca2’Jmgproteína,en condicionesdespolarizadasy en reposode

la membrana,respectivamente.

La (Na,K’jATPasa mantieneel gradienteelectroquímicode Nat y Kt a través de la

membranaplasmáticay contribuye al mantenimientodel potencial de membranade la célula en

reposo. A suvez, estegradientede Na-” es utilizado por el sistemade intercambioNa/Ca2tpara

eliminar Ca2” de la célula.Cuandoel gradientede concentracionesde Na es reducido estesistema

puederevertir, introduciendoCa2thaciael interiorde la célula(GuI y cols,, 1984; IJiPolo y Báauge,

1990).

HUlE inhibe la (Nat,K”)ATPasade membranaplasmáticade sinaptosomascon una mayor

semisibilidad que la bombade Ca2t. La inhibición de la (Nat,KflATPasa puedeconducira una

elevadaconcentraciómide Ca2~ intracelularpor diferentesmecanismos:

(1) Estainhibición de la bombade Na2 puederesultaren unapequeñadespolarizaciónde la

membrana(Mulvany, 1985>y consecuentemente,un incrementode la entradade Ca21 a travésde los

camialesdependiemitesdevoltaje (Meyer-Lehnerty cols., 1988).Meyer-Lehnerty cols.(1993)y Okada

y cois. <1990> han mostradoque ouabalnainduceen VSCM un incrementoen la concentraciónde

Ca2”’ intracelular, que puede ser inhibido por verapamil, sugiriendo que la entrada de Ca2t
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transmemnbranala travésde los canalesdc Ca2” depemidientesde voltaje tiene un importantepapelen

cl incremnento (le la concentración de Ca2’’ intracelularen estascéltmlas- Meycr—Lehnerty cols. (1993)

describen la existenciade una sustanciacapaz de estimular la entrada de Ca2~ a través de la

muembranaen VSMC a travésde canalesde Ca2t dependientede voltaje. Sin embargo,la inhibición

de la bombade Na4’ enla mayoríadc las célulasprovocaunadespolarizaciónmuy pequeñahaciendo

pocoprobableqtme influya cmi los canalesde Ca2~ dependientede voltaje (Castecísy cols,, 1985).

Comoya hemosseñalado previamente, ERIE, independientemente de suefecto a travésde la bomba

de Na”, actúadirectamnenteaumentandolaentradade Ca2” vía canalesdependientesde voltaje. Estos

resultadosconcuerdancon los obtenidospor Goto y cola. (1988c) mostrandoque un factor aislado

a partir de oria humanaincrementala capturade 45Ca24 en VSCM.

(2) En segtmnclo lugar, la inhibición de la bombade Na” conducirla aun incremnentoen la

concentraciónde Na” citosólica, umi descensoen el gradientede Na” tranamnembranaly así, una

inhibicióndel intercambioNa~/Ca2~(Blaustein, 1977a;Goto y cola., 1988c>. Existen, sin embargo,

numerosasdiscrepanciasen cuantoa la presenciade estesistemadc transporteen todas las células,

Aumíqueel intercambioNa”/Ca2” ha sido demostradoen grandesvasos(Blaustein, 1977a), en VSM

y en células mesangiales(Rink y cola., 1982; Aviv y Lasker, 1990), su existenciaen vasos

precapilares(Vanbreeneny cola., 1979; Mulvany, 1985)y, comnoconsecuencia,suposiblepapelen

el aumentodel tono vascularen presenciade un inhibidor, ha sido puestoen dudapor numerosos

grupos(Poston, 1987; Mir y cola,, 1988).

(3) 1-II-IlE es capazde inhibir la actividad (Ca2 -l-Mgtt>ATPasa de membranaplasmática.

Como la bombacíeCa2” está implicadaen la regulacióndeCa2t intracelularbombeandoCa2 desde

elcitosol, éstepodríaserun mecanismoporel cualHl-uF seríacapazdeincrementarla concentración

de Ca2t intracelular,hechoconfirmadoen esteestudio. Estahipótesisestá de acuerdocon Goto y

cola. (1988c, 1989b)quehanmostradoqueun factorpurificadode orina humanainhibía la salidaal

exterior de la célulade 45Ca2” en VSM.

La actividadcíe la (Ca2’ +Mg2’jATPasa disminuye con respectoa los controlesen ratas

hipertensasy en pacientescon hipertensiónesencial (Orlov y cols.,1983;Postnovy cols., 1984;

Vezzoli y cols.., 1985; l3ukoski, 1990), lo cual podría contribuir al aumentoen la concentraciónde

Ca2” intracelulardescritoen estadosde hipertensión(Postnovy Orlov, 1984; BUhíer y cola., 1986;

Marín, 1993).

Se ha descritoun aumnentoenplasmade unaactividadsimilar a la de digoxinaen pacientes

y en ratashipertensos(Sugiyamay cola., 1990; Le Quangy cola., 1990). Esteaumentoes paralelo
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a un incrementoen la [Ca2fl, en plaquetasy en VSMC. Estos hechossugierenque 1-11-IlE podría

desempeñarun importantepapel en el incrementode la resistenciaperiféricacaracterísticode la

hipertensiónarterial.

Emi conjunto, estos resultados sugieren que los niveles de Ca2t citosólicos estarían

incrementadosen presenciade HHIF, debido a una alteracióngeneralizadade los sistemasde

transportede Ca2t dc la memubranaplasmática,que han sido implicados en la patogénesisde la

hipertensiónesencial(Postnovy Orlov, 1984). Paraasegurarestepuntoseha estudiadoel efectode

1-lUJE sobrecl cultivo de célulasmesangialesde rata, utilizado como mnodelo de musculaturalisa

vascular(VSM). 1-11-1W induce un lemito y progresivoaumnentoen la concentraciónde Ca2’ en el

citosol, si bienconcentracionesaltasdeinhibidorsontóxicasparala célula(resultadosno mostrados).

Estoshallazgosestar!an de acuerdocon los descritospor numerososautoreslos cualeshan aislado

a partir de diferemItes tejidos un inhibidor endógenode la bomba de Na~ que incrementa la

comicentraciónde Ca2’ imítracelularen cultivosde célulasdc musculaturalisa (Meyer-Lehnerty cols.,

1993; Schonery cols, 1993; Hallaq y Haupert, 1989; Mir y cols., 1988; Coto y cols., 1989b;

Kramery cols., 1991).

En resumen,1-TUlE bloqucafuertementeel mnecanismííode extrusiónde Ca2tdesdeel espacio

intra al extravesicularmediadopor la (Ca2’ +Mg2’jATPasa.Por otra parte, el efecto de HHIF de

estimulacióndel intercambioNa”/Ca2ta de contribuira potenciaresteefecto trasestimulaciónde la

célula nerviosa,ya queestesistemapuedeoperarentoncesen sentidode entradade Ca2” acoplado

a salida de Na’ (Mullins, 1985). Hl-uF podría tener dos efectos simultáneos sobre el Ca2

intracelular: incrementarlos nivelesde Ca2’ citosólicosy disminuir el contenidode Ca2’1 dentrodel

retículo sarcoplásmico.Por consiguiente,estosresultadosapoyanla hipótesisde que HULE puede

actuar iii vivo elevandolos nivelesde Ca2’ citosólico.

Debemosdestacarqueun incrementomantenidodeCa2’ libre citosólicoen la neuronadebería

conducira un aumentoen la velocidadde liberación de neurotransmisores(Akerman y Nieholís,

1983; Smith y Agustine, 1988>. Unade las hipótesismás apoyadaesque la inhibición del transporte

de Na” en los terminalesnerviosossimpáticosalteraríael sistemade intercambioNa”’/Ca2”’ a través

de la membranaplasmáticaneuronal,imícrementandola concentraciónde Ca2’ y por consiguientela

liberación de neurotransmisores.Esta inhibiciómí de la bomba de Na” también conducirla a un

descensoen la recaptura de éstos. Ello resultará en un aumento en la concentraciónde

neurotransmisores,tales como la noradremialina,en la unión neuromuscular.La noradrenalina

incrementaríala concentraciónde Ca2ten la mnusculaturavascularpor activaciónde receptoresque
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controlanla entradade Ca2t desdeel exteriorcelular o por La liberacióndel Ca2”’ almacenadoen el

retículosarcoplásmico(Blaustein y I-Iamnlyn, 1983). Mir y cols. (1988); Janseny cols. (1993) han

mostradoque un factor aisladoa partir de cultivo de céltmlas hipotalámicasincrememítael efecto

vasoconstrictordc mioradremíalina.Estosresultadosliami sido confirmadospor otros autores(Hallaqy

I-Iaupert, 1989: Janseny cols., 1993; Meyer-Lehnertycols., 1993)y, junto con los obtenidosen esta

Tesis,apoyanestaúltima hipótesis.

6. HHIF EHIPERTENSION.

Un aumentode la reactividadvasculares una característicacomnún en ciertas formas de

hipertensión, bien como consecuencia de umi aumentode la comícentracióndc Ca2t citosólico en las

células de musculaturalisa, bien por hiperactividadde las terminales smápticasde inervación

muscular. La existenciade umía alteracióncmi las concentracionesde CaíF citosólico en rntmsculatura

lisa vascular ha sido bien documentada (Blaustein y I-lamlyn, 1983; Elausteimí y Hamlyn, 1984;

Rasgado-Eloresy cols., 1989) y relacionadacon la inhibición de la (NatK~)ATPasa(Blaustein,

1977a). Por otro lado, una inhibición de la bombade Ca2t deberlaproducirun incrementode la

concentraciónde Ca2’ en las terminalessinápticasqueconducirlaa una Imiperactividadsináptica.Los

resultadosmostradosen esta Tesis apoyanla existenciade un factor endógenoque podría estar

implicado cmi el incrementode la concentraciónde Ca2~ en células de musculaturalisa y en un

aumentode la hiperactividadsinápticacontribuyendoa mantenerun tonoaumentadode la musculatura

lisa vasculary deestarforma mantenerla etiologíade ciertas formas de hipertensiónesencial.
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Conclusiones

1. Se ha purificado un factor inhibidor endógenode (Na~,K’)ATPasa,no peptídico,de bajo peso

molecular,a partir de hipófisis, hipotálamoy glándulasuprarrenal.El espectrode absoreiómiy de

fluorescemiciade 1-11-IlE sugierenla existenciade un anillo aromnáticoen su estructura.

2. HHIF inhibe la actividad(Ca2~+Mg2~)ATPasade la membranaplasmáticasinaptosomaly del

retículosareoplásmico,por un mecanismono competitivo con el sustrato.

3, La dependenciade laactividadATPasadevesículasdel retículosarcoplásmicocon la concentración

de inhibidor es bifásica,con una primera fase de activación que se correlacionacon la pérdidade

acumulacióncíe Ca24 por estasmembranasy una segundafasede inhibición a concentracionesmás

altasde inhibidor.

5. El efecto dc Hl-líE sobrela actividadATPasaes dependientede la concentraciónde membramias

en el medio de ensayo,lo cual sugierecambiosemi la concentraciónde inhibidor librepor adsorción

a las membranasde simiaptosomasy retículo sarcoplásmnico.

6. Comicentracionesde 1-11-IlE que inhiben la actividad(Ca2~+Mg2~>ATPasade estasmembranasno

producen cambios apreciables en el parámetro de orden de las mismnas.Por tanto, la acciónde este

compuestoa nivel molecularno parecesera nivel de alteracionesenel estadode fluidifieaciómi de la

membranaplasmáticade la célula nerviosay del retículo sarcoplásmico.

‘7. 1-lI-HE altera los flujos de Ca2~ a travésde las vesículasderivadasde la membranaplasmática

sinaptosomal:

A. Inhibe el transportede Ca2~ dependientede ATP.

B. Aumentala permeabilidadpasivaa Ca2t,

C. Estimulael influjo de Ca2’ vía intercambiadorNa~/Ca2~.

8. 1-11-UF aumentala concentracióndeCa2” intracelularen cultivo de células muesangiales,utilizadas

comnomuodelo dc célulascíe musculaturalisa.
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9. 1-II-IlE podríadesempeñarun importantepapelen el control de la lioineostasiscelulardel Ca2t,

incrementandola concentraciónde Ca”” intracelulartanto en las terminalessinápticascomo en las

célulasdemusculaturalisa. El aumentode Ca21 intracelularen sinaptosomasconduciríaa un aumento

en la liberaciónde neurotransmmsores.

10, La modulaciónde la bombade Ca2”’ por 1-11-HE podríadebersea la interaccióndirectacon sitios

hidrofóbicosde la proteína,desorganizandoel lípido anular.
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APENIJICE II

COMPUESTO DISOLVENTE X Tr
(11111) (uxún)

AZUCARES Agua
L(-f- )Arabinosa 206
13<+)Galactosa 218
D(+)Glucosa 206
Maltosa 207
L-Ramnosa 206
D(+)Xilosa 207

DIGITALICOS Etanol
Acetil Estrofantidina 221
Acetil Digitoxina 213

D(+> Digitoxosa 203
o igitonina 205
Dmgox;na 221 19
Estrofantidina 220
Estrofantidol 223
EstrofantinaK 217
Gitoxina 207>218
Oleandrigenina 223
Ouabaína 220 5,2
Oleandrina 218

GENINAS DMSO
3-Acetatode
Gitoxigenina 259
Bufal irma 305
Cimarina 259,310
Convallatoxina 261
Digitoxigenina 259
3, 12-Diacetatode
Digoxigenina 260
3, 16-Diacetatode
Gitoxigenina 259
Gitoxigenina 259
Hormalina 264,383
1-leivelicósido 260
Ouabagenina 260
Tomatidina 287,344
Tomatina 262
Yohimbina 284,294

LíPIDOS Metanol
Araquidónico 206,230,268
Esteárico 205,262
L-cv-Fosfatidilcolina,
j3-acetil--y-oleil 207,286
L-a-Fosfatidilcolma,
¡3~araquidonoil-y-estearoil 218,248,324
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L-a-Eosfatidilcolina,
dioleil
b-rx-Eosfatidilcolina,
diaraquidoil
b—a—Eosfatidilcolina,
¡3-estearoil--y-olci 1
b-a—Fosfatidilcolma,
/3-palmito i 1 -y-oleil
L—a—bisofoslatid i Icol ma,
oleil
L-a-Eosfatidiletanolamina,
dioleil
L-a-bisofosfatidiletanolamina,
oleil
Mirístico
Linoléico
Palmftico

207,284

205,216

206

206

207

205

207
204

214,236
205,218,262

ESTEROIDES
Acetatode cortisol
Acetatode cortisomia
Acetato de clormnadinona
3-Acetatodc
deshidroisoandroteromia
Acetatode liproterona
Acetato de6-a-metil-7-
a-hidroxiprogesterona
Acetatode testosterona
D-Aldosterona
Androsterona
Canrenona
Colesterol
Corticosterona
Cortisona
Cortisol
Deshidroisoandrosterona
Desoxicorticosterona
Estrio1
Estradiol
Estrona
Epiandrosterona
3-Olucurónido
cleshidroisooamidrosterona
2-1-lidroxiestrona
4-l-Iidroxiestradiol
2-1-1idrox iestriol
17-cx-l-Iidroxiprogesterofla
18-1-lidroxicorticosterona
¡ 7-Isoaldosterona
1 7-a-Metil-testosterona

2-Metoxyestromia
Progesterona
‘l?etrahidrocortisoma

Metanol

<Cloroformo)

242
204,240
210,288

213,296
281

206,242
240
240

205,222,292
283
209

204,244
238,285

243
212,294
204,240
210,282
209,282
240,281
204,294

214,296
205,273,291

2 13,284
205,273,291

243
241

203,240
240

211,288
244

206,298

25,5
35,3

15,7

27

25,15
15,46
27,4

27,6
23,85

11

28
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Testosterona
3-sulfato-deshidroisodroandrosterona

ACIDOS BILIARES
Glicocólico
Quenodeoxicól ico
Olicoqimenodeoxicólico

LIGNANOS
Cubebina
4-Desoxiisodipliyllyna
1-lelioxantina
Isodiphil lyna
JusticidinaE
M atairesinoldimnetiléter
7-O-Metilkonyamiymia
Sesaniina

AMINOACIDOS
L-Penilalanina
L-Histidina
L-Triptófano

L—Tirosina

CATECOLAMINAS E
INTERMEDIARIOS
Adrenalina
Acido Mandélico
UL-Acido Mandélico
clii éster
DL-Acido Mandélico
metil éster
Acido 1-lomovanfíico
Alcohol 1-lomnovanílico
Dopamina
L-DOPA
DOIPAC
DL-Metanefrina
3—Metoxitiramina
Noradrenalina
DL-Normetanefrina
4-1-lidroxi-3-Metoxifenil
glicol

Metanol

(Acetonitri[o/agua)
(65:35)

Acetonitrilo

(Metano1>

Agua
Agua
Agua
Metanol
Agua
Metanol

Agua

206,280
205,220
204,224

207,236,289
202,257,308,352

202,219,267
202,230,267,311,355

206,288
210,233,282

202,288
210,238,288

208,258
206

218,274,280,290
223,276,282,291

223,275
203,226,278

205 282
205,260

210258

210,258
205,280,224

207,280
205,282
208,282
207,282

205,228,280
207,224,280

207,282
207,228,280

207,228,280

ACIDOS
Ascórbico
mn-I-Iidroxibenzoico
p-I-Iidroxibenzoico
o-I-I idroxifenilácetico
p-Hidroxifenilpiróvico
p-Hidroxifenilláctico

Agua
252

212,235,294
204,254
217,274
224,280
224,276

240
211,296

29
31
35
29
35
28
28
33

6

4,75

3,2
6,4

13,2

9,7
6,7
6,2
4,6
4,6
5,2
4,6
4,9
3,1
4,5

4,7

7,25
7,46
5,5
5,3
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OTROS
DL—Tironina
D-Tiroxina
Bilirrimbina

Agua
Metanol
Cloroformo
Aguabipopolisacárido

¡-II-II E Agua
Metamiol

209,230,282
2 13,226,303

242,454
204,260

274
209,277

11,78
26,2

39
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