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RESUMEN

El ion calcio posee un papel fundamental en la fisiologia del misculo
esquelético. En este contexto, los antecedentes sobre la participacion del
intercambiador Na-Ca en la regulacién del calcio citosélico, en fibras musculares
esqueléticas de anfibios, son escasos. Para caracterizar la contribucion del
intercambiador Na-Ca a la homeostasis de calcio, se estudié el modo reverso de
operacién de este transportador en vesiculas de tibulos-t aisladas del anfibjo
Caudiverbera caudiverbera. Ademaés, se estudiaron ambos modos, directo y
reverso, en fibras musculares Gnicas aisladas de Rana catesbiana.

El intercambiador Na-Ca se estudié in vitro en vesiculas de tubulos-t,
caracterizando los flujos de salida de Ca®* dependientes de sodio extravesicular.
Los flujos de salida de calcio, correspondientes al funcionamiento del
intercambiador en el modo reverso, mostraron que solo una fraccién del calcio
contenido en las vesiculas se intercambi6é por sodio extravesicular, y que la
velocidad de salida de Ca® fue modulada por las concentraciones de calcio y de
sodio extravesiculares. Se observd una disminucién de la velocidad de salida de
Ca®" al aumentar la concentracion extravesicular de calcio. El 50% de este efecto

se obtuvo a una concentracion de calcio de 0,1 uM (pCa = 7,06). En ausencia de




calcio extravesicular, el sodio extravesicular aumento la constante de velocidad de
salida de Ca®* en forma cooperativa (nimero de Hill de 2,7).

Los flujos de salida de calcio, medidos a pCa > 9 y a 5°C, se caracterizaron
con una constante de velocidad de salida de 70 + 30 x 107 seg'l (x = SD, N =4).
Por otra parte, los flujos de entrada de calcio, mediados por intercambio Ca-Ca, se
caracterizaron por una constante de velocidad de entrada de 4,3 + 0,7 x 10° seg™
X+ SD,N=4,5°C).

La preparacién de vesiculas de tubulos-t utilizada en estos estudios esta
altamente enriquecida en tibulos-t, a juzgar por la densidad de sitios de unién de
dihidropiridinas de 79 + 21 pmol [*H]-nitrendipina / mg proteina (X + SD, N = 5),
y estd formada en mdas de un 80% por vesiculas selladas con la configuracion
interior-afuera. Ademads, se encontrd q'ue las vesiculas de tiibulos-t son capaces
de acumular calcio en su interior, indicando que poseen sitios de unién de calcio.
La constante de afinidad de estos sitios de union fue de 3,5 £ 1,1 mM (N =3).

En forma complementaria, se estudi6 mediante inmunodeteccion cuiles
isoformas del intercambiador Na-Ca estaban presentes en las preparaciones de
tabulos-t. Los resultados sugirieron que en miusculo esquelético de Rana
catesbiana estin presentes tanto la isoforma cardiaca (NCX1) como la isoforma
de cerebro y musculo esquelético (NCX2). En musculo esquelético de

Caudiverbera caudiverbera solo se detect? la presencia de la isoforma NCX2.




En fibras musculares aisladas de Rana catesbiana, se estudiaron las
corrientes i6nicas producidas en respuesta a variaciones en €l gradiente de sodio,
0 a aumentos repentinos en la concentracién de calcio intracelular (producto de la
fotolisis de 'DM-nitrophen:Caz‘L presente en el citoplasma). Al superfundir las
fibras musculares con soluciones externas en las que se reemplaz6 el sodio por
otro cati6n, se encontrd que se producian corrientes iénicas de salida con valores
de 0,36 + 0,17 pA/uF (X + SD, N = 6) a un potencial de membrana de -90 mV.
Ademas, se observaron pequefios aumentos de la concentracion de calcio
citosolico en respuesta a estas sustituciones ionicas. En experimentos paralelos
con sodio externo normal, la fot6lisis del complejo DM-nitrophen:Ca** activé una
corriente de entrada de valores entre 0,3-1 puA/uF. Ambas respuestas serian
consistentes con la operacion del intercambiador Na-Ca, funcionando ya sea en el
modo reverso (entrando calcio a la fibra muscular) o en el modo directo (sacando
calcio de la fibra muscular).

Los valores de flujos de calcio mediados por el intercambiador medidos en
vesiculas fueron de magnitud comparables a los flujos obtenidos en experimentos
realizados en fibras musculares aisladas.

Los resultados se discuten en el contexto del posible papel del
intercambiador Na-Ca en la homeostasis de calcio en musculo esquelético de

anfibio.
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SUMMARY

Calcium ion plays a key role in skeletal muscle physiology. In skeletal
muscle, the role of Na-Ca exchanger in calcium homeostasis is poorly understood.
This work describes the properties of the reverse mode of action of the Na-Ca
exchanéer studied in t-tubules vesicles isolated from skeletal muscle of
Caudiverbera caudiverbera. Both modes of action, forward and reverse, of the
exchanger were studied in single skeletal muscle fibers isolated from Rana
catesbiana.

In order to study the reverse mode of action of Na-Ca exchanger,
extravesicular sodium dependent—Ca2+ efflux was measured in t-tubule vesicles.
The experiments showed that a fraction of the vesicular calcium content was
exchanged by extravesicular sodium. The results indicated that the rate constant
of Ca®* release depended on external calcium and sodium concentrations. In fact,
extravesicular calcium decreased the rate of Ca®* release with a Kos of 0,1 pM

(pCa = 7.06). Extravesicular sodium increased the rate constant of calcium

release in a cooperative fashion (Hill number = 2.7).
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The estimated rate constant of calcium release was 70 + 30 x 1023 st (& +
SD, N = 4), at pCa> 9, 5 °C. The rate constant of calcium influx was estimated at
43+0.7x10%sT (X+=SD,N=4).

The t-tubule membrane vesicles contained a high density of
dihydropyridine derivatives binding sites (79 + 21 pmol [*H]nitrendipine/mg
protein, X * SD, n = 5) and they were at least 80 % sealed in an inside-out
configuration. These vesicles accumulated calcium which indicates the presence
of intravesicular calcium binding sites. The affinity of these calcium binding sites
was 3.5+ 1.1 mM (n = 3).

Immunodetection studies using policlonal antibodies indicated the presence
of both Na-Ca exchanger isoforms in t-tubule vesicles isolated from Rana
catesbiana, the cardiac isoform (NCX1) and the brain and skeletal muscle
isoform (NCX2). However, in t-tubule vesicles isolated from Caudiverbera
caudiverbera, only NCX2 isoform was detected.

The effect of extracellular sodium removal or sudden increase in
intracellular calcium concentration (produced by photolysis of DM-nitrophen) on
ion currents were studied in single muscle fibers isolated from Rana catesbiana.
Replacement of extracellular sodium by an univalent cation produced an outward
current (0.36 £ 0.17 pA/pF at -90 mV); at same time, a small increase in cytosolic

free calcium concentration was observed. In normal Ringer solution, photolysis
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of intracellular DM-nitrophen:Ca2+ complex activated an inward current of 0.3-1
uA/uF. Both results were attributed to the Na-Ca exchanger functioning either in
the reverse mode (allowing calcium entry to the muscle fiber) or in the forward
mode (removing calcium from the muscle fiber).

Calcium fluxes measured either in vesicles or in muscle fibers were
equivalent in magnitude. The physiological role of Na-Ca exchanger in skeletal

muscle is discussed.
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INTRODUCCION

El ion calcio posee un papel fundamental como segundo mensajero'
intracelular. El aumento de la concentracion intracelular de calcio desencadena
procesos tan diversos como el acoplamiento excitacién-contraccion en musculo
esquelético, cardiaco y liso (Bers, 1991), la liberacién de neurotransmisores y los
cambios en la eficiencia sinéptica en neuronas (Ghosh y Greenberg, 1995), y el
acoplamiento excitacion-secrecion en células secretoras (Baker y Knight, 1986).
Sin embargo, los niveles intracelulares elevados de calcio son altamente tOxicos
para las células, por lo cual siempre los aumentos del calcio citoplasmatico son de
naturaleza transitoria. Por lo tanto, para regular la funcién del calcio como
segundo mensajero las células poseen mecanismos que mantienen con precision la
concentracion de Ca* en reposo y que aseguran la naturaleza transitoria de los
cambios producidos en respuesta a diferentes estimulos.

En el caso particular de las fibras musculares esqueléticas, la
despolarizacion. de los tibulos transversales (tiibulos-t) induce a nivel de las
iriadas la liberacién de calcio desde las cisternas terminales del reticulo

sarcoplasmatico (RS). El CaZ" liberado se une a la troponina C iniciando la

r




Tabulos-t ) ]
_ Reticulo ClSte_ma
Sarcolema | sarcoplasmatico Terminal

Triada

Figura 1. Esquema de una fibra muscular esquelética de anfibio. Se
muestra la disposicion relativa de los tibulos-t y del RS, los cuales rodean a
las miofibrillas. Las cisternas terminales y los tibulos-t forman las triadas,

que se ubican a nivel de la linea Z. (Tomado de Peachey, 1965).

J
contraccion muscular. El mecanismo por el cual se acopla la despolarizacién de

los ttibulos-t y la liberacién de calcio atin no se aclara completamente.
La Figura 1 representa un dibujo esquemético de la estructura del masculo
esquelético de anfibios. Se muestra que el RS y los tibulos-t rodean las

miofibrillas. EI RS se ensancha formando las cisternas terminales, que se asocian

con los tabulos-t formando las triadas. De estos estudios anatémicos, Peachey




(1965) determiné que mas del 80% de los tabulos-t se asocia con el RS en
musculo esquelético de anfibios.

La Figura 2 ilustra,.algunos de los canales y transportadores que participan
en la homeostasis i6nica de la fibra muscular esquelética. Entre otros, se
muestran los canales de sodio y potasio responsables del potencial de accion, los
canales de calcio tipo L, la Ca?*-ATPasa de la membrana plasmatica y la Na"-K'-
ATPasa. FEstos canales y transportadores estan presentes en proporciones
variables en los tibulos-t y en la membrana de superficie. Para mayor claridad no
se incluyeron en el esquema los tampones citoplasmaticos solubles de calcio,

como la parvoalbimina.

1 Homeostasis de calcio en la célula muscular esquelética.

La concentracion de Ca®* en las fibras musculares en reposo estd en el
rango submicromolar (Harkins. y cols., 1993). En xl'espuesta al potencial de
aqcién el E:alcio se eleva transitoriamente, alcanzando niveles micromolares
durante 50 milisegundos aproximadamente (Vergara y Escobar, 1993).

JLos depositos intracelulares de Ca® (mitocondrias y reticulo
sarcoplasmatico) tienen una capacidad finita para almacenar calcio. Esto implica
que la célula debe poseer mecanismos en su membrana plasmatica que le

permitan regular la concentracién intracelular de Ca’* atn en condiciones




Sarcolema

t-C

tibulos-t

. e er_ . rqe -+
Figura 2. Homeostasis i6nica en una fibra muscular esquelética. El Ca®

puede entrar a la fibra por vias especificas: los canales de calcio y el
intercambiador Na-Ca operando en el modo reverso, y también por vias
pasivas no especificas (fugas). El calcio es liberado al citoplasma desde el
reticulo sarcoplasmatico (RS) via canales de liberacion sensibles a ryanodina,
y es removido del citoplasma, e indirectamente de los miofilamentos, por
accion, primariamente, de la Ca?*-ATPasa del RS, y por la Ca?*-ATPasa de la

. membrana plasmatica y el intercambiador Na-Ca actuando en el modo directo

" (Fig. 3). (Modificada de Bers, 1991).

extremas, en las cuales los depdsitos intracelulares estdn saturados con calcio o se

han vaciado tras estimulacion sostenida. Pequefios desbalances conducirian a una




progresiva ganancia o pérdida del calcio celular, lo cual podria sobrecargar o
vaciar la célula con calcio, y por consiguiente afectar los depositos intracelulares.
Vias de entrada de calcio a la célula. Los canales de calcio (tipo L) activados
por voltaje representan una via especifica de entrada de calcio a las fibras '
musculares. Otfra via especifica podria ser el intercambiador Na-Ca operando en
el modo. reverso (\;er Figura 3), si es que en musculo esquelético este sistema
operara como en musculo cardiaco, lo que no se ha demostrado hasta el morﬁento
y constituye uno de los objetivos de esta'tesis. Considerando, ademas, que en
repc.>so el gradiente electroquimico para Ca?* favorece su entrada’, cualquier tipo\
de fuga en la membrana plasmética representard una entrada de calcio no
especifica.

Los canales de Ca®>* de miusculo esquelético son principalmente del tipo L
y se encuentran localizados selectivamente en la membrana de los tabulos-t.
Entre las caracteristicas- principales de estos canales se pueden citar: a) que son
bloqueados (o activados) por un grupo de drogas, entre las cuales destaca los
derivados de dihidropiridinas (DHP) y de verapamil (Curtis y Catterall, 1984;
Flockerzi y cols., 1986), debido a lo cual estos canales se denominan receptores

de DHP, b) que se activan en forma lenta en respuesta a los cambios en el

! femeg= 2(Vm-Egy) = 2(-90-128) = - 436 mV (En reposo)




potencial de membrana (Sanchez y Stefani, 1983), ¢) que presentan una
inactivacion dependiente de voltaje (Cota y Stefani, 1989) y d) que poseen una
conductancia de 12 pS, en 100 mM Ba?" simétrico (Ma y Coronado, 1988). Los
tabulos-t poseen la mayor densidad de sitios de unién de dihidropiridinas que se
conoce hasta el momento (Fosset y cols., 1983; Jaimovich y cols., 1986).

Debido a que los canales de calcio de musculo esquelético se activan
lentamente en respuesta a los cambios de potencial, es poco probable que ellos
produzcan una corriente de entrada de calcio durante un potencial de accion
(Sénchez y Stefani, 1983). El rol fisiolégico que se ha propuesto para estos
canales de calcio es que actuarian como las moléculas detectoras de los cambios
en el potencial de membrana, comunicando estos cambios a los canales de
liberacion de calcio del RS (Rios y Brum, 1987).

La otra via especifica posible de entrada de calcio a la célula muscular
esquelética es el intercambiador Na-Ca, ya que se ha demostrado la presencia de
este transportador en vesiculas de tibulos-t (Donoso e Hidalgo, 1989; Hidalgo y
cols., 1991). En otras células excitables, dependiendo del potencial de membrana
y de los gradientes quimicos de sodio y calcio, este intercambiador permite la
entrada o la salida de calcio, como se analiza en detalle més adelante.

Vias de salida de calcio hacia el medio extracelular. Se ha demostrado que la

[

membrana plasmatica de misculo esquelético posee una bomba de calcio que se




denomina PMCA (por plasma membrane Ca’*-ATPase). Esta enzima posee
mayor afinidad por calcio que la ATPasa del RS, aunque estd presente en menor
densidad que esta dltima. Debido a su mayor afinidad por calcio, esta ATPasa es
la responsable mayoritaria de bombear calcio fuera de la célula en el estado de
reposo, y por consiguiente, del mantenimiento de la concentracion intracelular de
calcio en reposo. La PMCA de musculo esquelético, que estd presente tanto en la
membrana ‘de superficie como en los tibulos-t, es regulada por calmodulina
(Hidalgo y cols., 1986a), proteina quinasa A (Hilfiker y cols., 1994) y proteina
quinasa C. Estudios recientes han demostrado por inmunodeteccién que en
musculo esquelético de mamiferos se encuentra la isoforma PMCA 1, con una
masa molecular de 135 kDa, e indican que esta proteina co-purifica con el
receﬁtor de DHP y con el intercambiador Na-Ca (Sacchetto y cols., 1996).

El otro sistema de transporte que podria participar en la remocion del
calcio hacia el exterior de la células es el intercambiador Na-Ca actuando en el
modo directo (Donoso ¢ Hidalgo, 1989; Hidalgo y cols., 1991). No se ha
demostrado en forma concluyente que este fcransportador participe efectivamente
removiendo calcio hacig el exterior del musculo, aunque su baja afinidad por el
calcio citosélico determinada in vitro (ver Tabla 1) hace poco probable que

participe en condiciones de reposo. Una discusion mds detallada de las




propiedades de este intercambiador se presenta en la seccion de Discusion
Bibliografica.
Liberacién y captacién de calcio por el RS. Ademaés de los sistemas que
permiten la entrada o la salida de calcio de la célula muscular esquelética, el RS
tiene un papel central en la homeostasis del calcio intracelular. En respuesta al
potencial de accién se produce la liberacién de calcio desde las cisternas
terminales del RS, a través de canales de calcio de alta conductancia. Aun esta en
discusién el mecanismo fisiolégico que activa la apertura de estos canales, puesto
que se ha demostrado que no responden directamente a los cambios de potencial
que se producen en la membrana tubular. Los canales de liberacion de calcio del
RS. son sensibles a un alcaloide derivado del arbusto Ryana speciosa, denominado
ryanodina, que se une a los canales con alta afinidad (Inui y cols., 1987; Lai y
cols., 1988). Actualmente, se acepta que estos canales corresponderian a las
estructuras densas presentes en las triadas, observadas primero mediante
microscopia electrénica e inicialmente denominadas “pies” (Franzini-Armstroné,
1970).

La concgntracic’m de calcio al interior del RS esta en el rango milimolar, lo
que genera un gradiente quimico que favorece la salida de Ca*" desde su interior.
Por esta razon, las fugas de calcio del RS representan una pérdida del contenido

de calcio intrareticular. Sin embargo, la membrana del RS posee una muy baja




permeabilidad a calcio en reposo, lo que hace que las fugas de calcio al
citoplasma sean pequefias.

En musculo esquelético existe, ademas de la Ca’*-ATPasa de la membrana
plasmética ya mencionada, otra ATPasa que se encuentra en muy alta densidad en
la membrana del RS y se denomiﬁa SERCA (por sarco-endoplasmic reticulum
Ca’*-ATPase). Esta enzima se activa al aumentar la concentracion de calcio
citosolico al rango inicromolar y recaptura el calcio hacia el RS durante la
relajacion muscular. Hasta el momento, s¢ han encontrado dos isoformas de esta
enzima: SERCA 1, que se expresa exclusivamente en fibras de misculo
esquelético de contraccién ripida y SERCA 2a, que se expresa en fibras
esqueléticas lentas y también en musculo cardiaco.

Un resumen de las propiedades cinéticas de lbs sistemas que participan en
]a homeostasis del Ca>* en miisculo esquelético se ilustra en la Tabla 1.

Considerando la afinidad relativa por Ca®" de estos sistemas, la bomba de
Ca?* de los tbulos-t es el sistema principal que participa en la remocién de Ca®*
en reposo, en tanto que la bomba de Ca®" del RS se activa sélo después de
estimular el miisculo. Como ya se indicd, no existen antecedentes sobre el papel
del intercambiador Na-Ca en fibras musculares esqueléticas, tanto en reposo

como durante el potencial de accién, pero es probable que, al igual que en
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musculo cardiaco, participe al menos en la relajacion de la fibra muscular

actuando en el modo directo.

Tabla 1. Comparacién de los sistemas de transporte de Ca®" presentes en
musculo esquelético.

velocidad K5 [pM]

nmol/mg/min, 25°C (para Ca2+)
Tubulos-t
Ca**-ATPasa 7-10 0,3
intercambiador Na-Ca * 50-90 2,7
(modo directo de salida de Ca®* de
la célula)
Canal de Ca*, tipo L * 12 pS (100 mM BaCly) i
Reticulo sarcoplasmatico (RS)
Ca’*-ATPasa 2.000 1,6
Canal de Ca**, activado por ATP 60.000-200.000 4,0

110-120 pS (50 mM Ca®")

* estos datos corresponden a musculo esquelético de anfibios, el resto a misculo
esquelético de mamiferos. $ Ma y Coronado, 1988.

2 Antecedentes Bibliograficos.

2.1 Intercambiador Na-Ca.

Reuter y Seitz (1968) baséndose en el hallazgo que el flujo de salida de
calcio desde células cardiacas se reducia al remover el sodio en el medio extei'no,
propusieron que en miisculo cardiaco existe un mecanismo que acopla los flujos
de sodio y calcio. Baker y cols. (1967) encontraron resultados similares en axon

gigante de calamar. Posteriormente, demostraron que el flujo de salida de sodio
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dependia de la presencia de Ca?* en el medio externo (Baker y cols., 1969). A
partir de estos estudios, el intercambio Na-Ca se define operacionalmente como el
flujo de calcio dependiente del sodio, #rans, 0 como el flujo de sodio dependiente
del calcio, trans.

Actualmente se acepta que el intercambiador Na-Ca se encuentra en la.
membrana plasmética de la mayoria de las células animales. En fibras musculares
cardiacas, fibras musculares de picoroco y en axones gigantes de calamar, se ha
demostrado que este sistema contratransporta un ion Ca?* en intercambio por 3
jones Na* (Blaustein, DiPolo y Reeves, 1991). El procedimiento habitual que se
emplea para determinar la existencia del intercambiador Na-Ca en células o en
vesiculas consiste en medir los flujos de entrada o salida de Na* o Ca®™, y su
dependencia reciproca de Ca** o Na'. Otra forma de constatar la presencia de un
sistema de transporte de esta naturaleza es medir la concentracion de Ca
citosolico y determinar si ésta varia en respuesta a los cambios en el gradiente
electroquimico del sodio. Finalmente, también se pueden medir las corrientes
ionicas producidas en 1"espuesta a variaciones en la concentracion de sodio o de
calcio (Kimura y cols., 1987).

Una de las dificultades principales que se presenta para estudiar este
sistema es que hasta el momento no se conocen inhibidores especificos. Uno de

Jos inhibidores mas utilizados es un derivado de amilorida, diclorobenzamil (Siegl
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y cols., 1984). Sin embargo, se ha reportado que este compuesto también inhibe
otros transportadores (Van Reuterghem y Frelin, 1993; Floreani y cols., 1987), lo
que reduce su utilidad. Recientemente, se report6 que diclorobenzamil no inhibe
el intercambiador al ser aplicado en la cara citoplasmatica de células cardiacas.

La funcién celular que cumpliria este intercambiador seria la de transportar
Ca* fuera de las células. En el corazom, luego de la estimulacion, el

intercambiador es el principal mecanismo responsable del flujo de salida de Ca?*

"y compite por el Ca** citosélico con las Ca®*-ATPasa del RS y el sarcolema (Bers,

1991) durante el proceso de relajacion muscular.

La capacidad del intercambiador para regular la concentracion de Ca®*
citosdlica ([Ca2+]i) estd determinada por la direccién del transporte y por la
magnitud de la tasa de intercambio. La direccion del transpoﬁe neto de Ca**
depende de los gradientes quimicos de Na" y de Ca® y del potencial de
membrana; es decir de factores termodinimicos. La magnitud de la tasa de
intercambio depende de factores tales como la afinidad del intercambiador por
Na'y Ca**, la densidad de transportadores, y las tasas de recambio de las distintas
etapas del proceso de transporte.

Los factores termodinamicos que determinan el intercambio pueden
expresarse en términos del potencial electroquimico del intercambiador. Si

consideramos que en todos los tejidos estudiados hasta el momento, se ha
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demostrado que se intercambian 3 Na" por cada Ca*", la diferencia de potencial
electroquimico del intercambio, Allng.cas €1 la direccién de entrada de sodio y
salida de calcio de la célula, esta dada por la expresion:

(1) Apnaca=3 Attna + Alica donde:

2) Apye= RTIn([Na'/ [Nal) +F AV

€)) AuCa=RTln([C 1/ [Ca®'T) -2 F AV

en el equilibrio tenemos que Apina.ca = 0, por lo que reemplazando (2) y (3) en (1)

obtenemos que el potencial de equilibrio. del intercambiador, Ey,.c., estd dado por:

- - RT { [Ca2+]e [Na Ii }
‘Na-Ca = ( [Na ]e )

donde R, T y F tienen sus significados habituales. Si el potencial de membrana,
V.., €s igual a Ey,.c,» entonces el transportad;)r esta en equilibrio termodindmico y
este potencial corresponde al potencial de inversion (Vm,). A potenciales de
membrana més negativos que el potencial de inversion, existird una corriente
i6nica de entrada de Na' a la célula y el sistema de intercambio operard en la
direccién de flujo de salida de Ca®*. A este modo de operacién se denomina
modo directo. A potenciales de membrana més positivos que Vm,, existird una
corriente i6nica de salida de Na' y se producira un flujo de entrada de Ca*. A
este modo de actuar del intercambiador se le denomina modo reverso. Ademas,

es posible que el intercambiador, en condiciones no fisiologicas, funcione en el




Na*

medio exiracelular
Na' ca**
A A

14

+
Ca?

[N
N

N )
N N

7
N

N C a2+

(2)

Vm < ENa—Ca

\ Na" \: ca®*
(b) (c)

medio intracelular

Vv Na*

d

Vm > Ena-ca

Figura 3. Modos de operacién del intercambiador Na-Ca. Dependiendo

del potencial electroqufmico del sodio y del calcio, y del potencial de

membrana, el intercambiador Na-Ca puede actuar: sacando Ca’* de la fibra

muscular o modo directo (a), o entrando calcio a la fibra muscular o modo

reverso (d). También puede actuar en intercambio electroneutro Na'-Na"

(b)o Ca?*- Ca®* (¢). Los modos (a) y (d) son electrogénicos.

modo de intercambio electroneutro Na'-Na" o Ca**-Ca®" (Fig. 3).

La tasa de recambio del intercambiador depende ademés de la modulacion

secundaria ejercida por distintos metabolitos, entre otros: ATP, H', K"y Ca*

(Hilgeman y cols., 1992; Schulze y cols., 1993).

En el caso particular del calcio, se ha descrito que el intercambiador de

musculo cardiaco (Miura y Kimura, 1989), de fibras musculares de picoroco

(Rasgado-Flores y cols., 1991) y de ax6n gigante de calamar (DiPolo, 1979),

posee un sitio intracelular de unién de Ca®* que debe tener calcio unido para que
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el intercambiador Na-Ca pueda operar. La protedlisis parcial del intercambiador

e s « . T . r 2+
con a~quimiotripsina provoca la pérdida de la regulacién por Ca™

a

-

la activacién permanente del intercambiador Na-Ca, siendo innecesaria la union
de calcio al sitio intracelular (Rasgado-Flores y cols., 1991; Espinosa-Tanguma y
cols., 1993). En ax6n gigante de calamar, se ha demostrado que la afinidad por
calcio de este sitio modulatorio, en ausencia de ATP, esté en el rango micromolar
(Kd = 4-8 pM) y aumenta a valores submicromolares (Kd = 0,4-0,8 uM) en
presencia de ATP (DiPolo y Beauge, 1991). Si la concentracion citosolica de
Ca?* es < 0,1 M, el intercambiador de axén gigante de calamar no funciona. El

efecto de ATP en este tejido se deberfa a la activacion de una proteina quinasa
(DiPolo y Beaugé, 1991). En cardiocitos, el efecto de ATP se deberia a la
activacion de una quinasa de fosfatidilinositol (PI), lo que produciria la sintesis de
PIP2 (fosfatidil inositol bisfosfato),'el cual activaria el intercambiador (Hilgeman
y Ball, 1996). No se ha descrito en cardiocitos que el ATP produzca un cambio

en la afinidad por calcio del sitio regulador.

2.2 Intercambiador Na-Ca en misculo cardiaco.
Como ya se mencion6, Reuter y Seitz (1968) asociaron el flujo de salida de
Ca”" con la presencia de sodio en el medio externo y sugirieron que el musculo

cardiaco posefa un intercambiador Na-Ca. Reeves y Sutko (1979) demostraron
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actividad de intercambio Na-Ca en una preparacion de vesiculas aisladas de
membrana plasmética de misculo cardiaco. Posteriormente, se demostré que el
intercambiador es electrogénico (Reeves y Sutko, 1980; Philipson y Nishimoto,
1980).

El intercambiador Na-Ca de miisculo cardiaco es un mecanismo importante
para regular: la concentracion citosélica de calcio. Durante la excitacion, el Ca**
entra al cardiocito a través de canales de Ca®* dependientes de voltaje e induce la
liberacién de calcio desde el reticulo sarcoplasmético (Fabiato, 1983). Durante la
relajacion, la [Ca®] citosélica disminuye porque el Ca®" es secuestrado dentro del
reticulo sarcoplasmdtico y es simultaneamente removido de la célula por el
intercambiador (Bers, 1991).

Se ha postulado que el intercambiador también seria capaz de promover
una entrada de calcio suficiente para provocar la liberacion de calcio desde el
reticulo sarcoplasmitico (LeBlanc y Hume, 1990; Lederer, Niggli y Hadley,
1990). LeBlanc y Hume (1990) postularon que el sodio que entra durante el
potencial de accion a las células cardiacas, via los canales de sodio, se acumularia
en un espacio de difusion restringida localizado bajo el sarcolema. Este aumento
local de la concentracion de sodio promoveria el funcionamiento del
intercambiador Na-Ca en el modo reverso, produciendo entrada de calcio via el

intercambiador, lo que podria provocar la liberacion de calcio inducida por calcio
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desde el RS. Esta en discusion si este mecanismo tiene importancia fisiologica
(Sham y cols., 1992).

Estudios inmunohistoquimicos han mostrado que el intercambiador Na-Ca
se ubica preferentemente en la membrana de los tibulos-t de los cardiocitos
(Frank y cols., 1992). Otros autores han encontrado que el intercambiador Na-Ca
de mﬁsc;ulo cardiaco se distribuye de igual manera en la membrana de la
superficie como en los tibulos-t (Kieval y cols., 1992).

El intercambiador Na-Ca fue parcialmente purificado a partir de una
preparacion de sarcolema de miisculo cardiaco de perro (Philipson y cols., 1988).
El analisis mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, combinado con el
uso de anticuerpos policlonales contra el intercambiador, revel6 la presencia de 3
bandas proteicas, con masas moleculares de 160, 120 y 70 kDa. De estas, existe
consenso que la banda de 120 kDa representa al intercambiador; se piensa que la
banda de 70 kDa se originaria por protedlisis (Iwata y cols., 1995) aunque existe
la posibilidad que corresponda a una isoforma activa mas corta del intercambiador
(Gabellini y cols., 1996), y no se conoce el origen de la banda de160 kDa.

Se ha clonado y secuenciado el intercambiador cardiaco, encontrandose
que codifica una proteina de 938 aminoécidos con un peso molecular de 110 kDa.
A esta isoforma se la denominé NCX1 (Nicoll, Longoni y Philipson, 1990). El

modelo estructural, generado a partir del perfil de hidrofobicidad, postula 11
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N9 : extracelular

intracelular

Figura 4. Esquema propuesto de la topologia del intercambiador Na-Ca
de misculo cardiaco. El diagrama se basa en el perfil de hidropatia y
sugiere la presencia de 11 segmentos transmembrana, con una gran porcion
intracelular entre los segmentos transmembrana 5 y 6. Existe un probable
sitio de glicosilacion en la posiciéon N9; en el segmento intracelular se
encuentra una regién con actividad inhibitoria del intercambiador (B, 219-
238) y los probables sitios de unién de Ca® (M, 371-508). Se muestra
ademés, la regién con homologia a la Na’-K'-ATPasa (&, 180-202).
Tomado de Nicoll y Philipson (1991).

segmentos de transmembrana y un gran dominio hidrofilico, probablemente

intracelular (Figura 4).
Los estudios de hibridacién determinaron que los transcritos del

intercambiador son mds abundantes en tejido cardiaco, aunque también estan

presentes en niveles variables en cerebro, pulmén, rifién, higado, pancreas y
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musculo esquelético (Kofuji y cols. 1992). Los estudios a nivel genémico han
mostrado que un sélo gen codifica al intercambiador de tipo cardiaco, y que por
procesamiento alternativo se puede producir las isoformas encontradas en los
otros tejidos (Kofuji y cols. 1994). Se demostré que el gen que codifica la
isoforma NCX1 se ubica en el cromosoma 17 de rata (Nicoll y cols., 1996b).
Recientemente se ha clonado a partir de una genoteca de cerebro de rata
otra isoforma del intercambiador Na-Ca, denominada NCX2. Esta isoforma
parece ser el producto de un gen diferente al que codifica a la isoforma NCXI1,
puesto que se localizaria en el cromosoma 7 de rata (Nicoll y cols., 1996b). La
secuencia de este clon predice una proteina de 912 aminoécidos
(aproximadamente 110 kDa). Las isoformas NCX1 y NCX2 son 61y 65 %
idénticas a nivel de nucleétidos y aminoacidos, respectivamente. Los transcritos
de NCX2 fueron detectados originalmente sélo en cerebro y misculo esquelético
(Li y cols., 1994). En reportes preliminares, el laboratorio de Philipson ha
mostrado que el ARNm de la isoforma NCX2 puede ser amplificado desde casi
todos los tejidos, excepto higado (Quednau y cols., 1996). Recientemente, estos
autores han descrito el clonamiento de una tercera isoforma del intercambiador
Na-Ca desde una genoteca de cerebro de rata (Nicoll y cols., 1996a,b). A nivel de

secuencia de aminodcidos, esta tercera isoforma posee un 73% de identidad con

NCX1 y un 75% de identidad con NCX2. Al igual que NCX2, mediante la
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técnica de Northern los transcritos de NCX3 s6lo han sido detectados en cerebro y

musculo esquelético.

2.3 Elintercambiador Na-Ca de miisculo esquelético.

Los estudios realizados para caracterizar el intercambiador Na-Ca de
miisculo esquelético son escasos. Cosmos y Harris (1961), demostraron que al
disminuir el sodio externo aumentaba la ganancia de Ca® en las fibras de
musculo sartorio de anfibios. Este aumento se produce en 10 minutos
aproximadamente. Estos autores propusieron una competencia de sodio y calcio
por sitios de uni6én de naturaleza anidnica.

Posteriormente, Caputo y Bolafios (1978) demostraron que la salida de
Ca®" en fibras musculares de rana mostraba 3 componentes cinéticos principales:
uno dependiente de la concentracién de Na* extracelular, otro depepdiente de la
concentracién de Ca’* extracelular y un tercero que persiste en la ausencia de
estos cationes. Basados en estos resultados, plantearon la presencia del
intercambiador Na-Ca en musculo esquelético, y concluyeron que la disminucion
del flujo de salida de calcio, en ausencia de sodio externo, se debia a la
“inhibicion del intercambiador Na-Ca”.

Recientemente, Hoya y Venosa (1995) trabajando con fibras musculares

provenientes de musculo esquelético de una especie diferente de anfibio, no
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pudieron detectar la actividad del intercambiador Na-Ca en fibras en reposo. S6lo
en presencia de ce;feina, que estimula la salida de calcio desde el RS al
citoplasma, pudieron determinar cambios en la cinética del flujo de salida de
calcio atribuibles al intercambiador.

Gilbert y Meissner (1982) y Mickelson y cols. (1985) demostraron que los
flujos de calcio en vesiculas de sarcblema de miusculo esquelético de conejo y de
cerdo, respectivamente, eran estimulados por un gradiente de sodio, lo que es
consistente con la presencia del intercambiador Na-Ca en estas preparaciones.
Sin embargo, estos autores no realizaron estudios detallados sobre las propiedades
de estos flujos acoplados, ni determinaron el contenido relativo de tibulos-t y
membrana de superficie de las vesiculas usadas.

Posteriormente, Donoso € Hidalgo (1989) demostraron que las vesiculas de
tibulos-t de miisculo esquelético de anfibio (selladas interior-afuera) eran capaces
de ac‘:umular Ca®" si se pre-equilibraban con sodio (presencia de sodio
intravesicular), y encontraron que la cantidad de calcio acumulado era
directamente proporcional a la [Na'] intravesicular. Ademas, observaron que la
velocidad de captacion de Ca?*, que en vesiculas interior-afuera corresponde a la
salida de calcio de la célula, aumentaba con el aumento de la concentracion de

Ca’* externo, informando un Km aparente para calcio (citosélico) de 2,7 uM.

Estos estudios entregaron la primera evidencia en favor de la idea que el




intercambiador Na-Ca estaba presente en los tibulos-t y que realizaba intercambio

en el modo directo.

En la Tabla 2 se muestran algunas de las propiedades informadas del

intercambiador Na-Ca de musculo esquelético.

Tabla 2. Propiedades del intercambiador Na-Ca en membranas plasmaticas
aisladas de miusculo esquelético.

Entrada de Ca** Salida de Ca®*
dependiente de sodio dependiente de sodio
Preparacién | temp °C velocidad Ko velocidad
nmol/mg/min uM nmol/mg/min
Sarcolema de 37° 6,25 28 3,11
conejo’
Sarcolema de 37° -- - 24
conejob
Sarcolema de 37° e - 50
cerdo®
Tthbulos-t de 25° 54 2,7 50-90 *
anfibio®

* Medicién en ausencia de Ca®’ extravesicular. *(Gilbert y Meissner, 1982);
b(Michalak y cols., 1984); “(Mickelson y cols., 1985); d(Donoso e Hidalgo, 1989;
Hidalgo y cols., 1991). Las preparaciones de sarcolema contienen tibulos-t y
membrana de superficie en proporciones no conocidas.

Usando un método experimental diferente, consistente en medir las
contracturas en fibras musculares esqueléticas aisladas de anfibios, se demostro
que la superfusién de las fibras con soluciones sin sodio provoca un aumento en

la amﬁlitud de las contracturas inducidas ya sea por cafeina (Kawata y Fujishiro,
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1990; Garcia y cols, 1992), o por estimulacion con soluciones con alto contenido
de X' (Garcia y cols, 1992). Estos autores postulan que al disminuir la
concentracion de sodio en las soluciones externas, el intercambiador Na-Ca
funcionaria en el modo reverso, aumentando la concentracion de Ca** citosblico.
Este aumento de calcio produciria liberacién de calcio inducida por calcio en el
RS y potenciaria las contracturas.
Hasta el momento, sin embargo, no hay estudios que caractericen al
intercambiador Na-Ca funcionando en el modo reverso. Los estudios a este
respecto realizados en vesiculas de tibulos-t de anfibios son preliminares (Donoso
e Hidalgo, 1989). En fibras musculares aisladas no se ha determinado si
efectivamente aumenta el Ca®* citosolico al superfundir las fibras con soluciones
con un bajo contenido de sodio. Tampoco se ha determinado si al disminuir el
sodio externo se induce la activacién de una corriente i6nica debida al
intercambiador Na-Ca, como se ha hecho en miisculo cardiaco, o si estos cambios
provocan la liberacién de calcio inducida por calcio, como fue sugerido por

Garcia y cols. (1992).

3  Hipétesis

La hipétesis que se plantea en esta tesis es que el intercambiador Na-Ca

est4 presente en la membrana de los tibulos transversales de las fibras musculares
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esqueléticas de anfibio, y que opera tanto en el modo reverso como en el modo
directo.

El funcionamiento del intercambiador en el modo reverso, entrada de
calcio a las células, debiera producir flujos de salida de calcio desde las vesiculas
de tiibulos-t (selladas interior-afuera) acoplados a flujos de entrada de sodio,.en
tanto que en fibras musculares debiera generar un aumento en la concentracion de
calcio citosélico y una corriente i6nica de salida (de sodio). Por otra parte, el
funcionamiento del intercambiador en el modo directo, salida de calcio de las
células, debiera producir flujos de entrada de calcio a las vesiculas (selladas
interior-afuera) acoplados a flujos de salida de sodio, y corrientes iénicas de
entrada (de sodio) junto con una disminucién del calcio citosélico en fibras

musculares.

4 Objetivos.
Como objetivos principales se propusieron: 1) Estudiar el intercambiador

en vesiculas de tibulos-t aisladas de misculo esquelético de anfibios operando en
el modo reverso y 2) Estudiar los cambios de concentracién de calcio intracelular
y las corrientes idnicas producidas en respuesta a variaciones en los gradientes
electroquimicos de sodio y calcio en fibras musculares aisladas.

Se propusieron los siguientes objetivos especificos:
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i) Caracterizar la preparacion de vesiculas de tibulos-t, midiendo la densidad de
receptores de dihidropiridinas como un indice de purificacion, y estudiar la unién
de ouabaina (total y latente) para determinar el porcentaje de vesiculas selladas.
ii) Estudiar los modos de operacion del intercambiador en vesiculas, midiendo los
flujos de entrada y salida de calcio, y estudiar la posible regulacion ejercida por
calcio y sodio extravesiculares.
iii) Investigar por inmunodeteccion la presencia de las isoformas del
intercambiador Na-Ca en vesiculas de tibulos-t.
iv) Estudiar en fibras musculares aisladas los cambios en la concentracién de
calcio intracelular y las corrientes i6nicas mediados por el intercambiador, en
respuesta a un aumento del calcio intracelular y en respuesta a la remocion del
sodio externo.

Se escogi6 estudiar el intercambiador Na-Ca en miisculo esquelético de
anfibios por las siguientes razones principales:
i) La posibilidad de medir simultineamente en fibras los cambios en la
concentraciéon de calcio intracelular y corrientes idnicas (objetivo iv). y ii) La
posibilidad de comparar las propiedades del intercambiador con los estudios
electrofisioldgicos del musculo esquelético, realizados mayoritariamente en

anfibios.




METODOS

1 Preparacioén de vesiculas de tiubulos-t.

Se aislaron las membranas de tabulos-t desde musculo esquelético del
anfibio Caudiverbera caudiverbera o del anfibio Rana catesbiana, siguiendo el
método descrito por Hidalgo y cols. (1986b). Todo el procedimiento descrito a
continuacién se realizé en una cdmara fria. Se disecaron los misculos de las
patas traseras de los animales, se limpiaron de tejido conectivo y vasos
sanguineos, se trituraron con tijera y luego se homogeneizaron en una licuadora
(Waring Blendor, 30 y 20 seg. a baja velocidad) con 4 volumenes de tampon A
(mM: Tris-maleato 20, KCI 100; pH:7,2). El homogeneizz;do resultante se
centrifugé a 8000 x g por 30 min. (rotor JA14, Beckman); el sedimento obtenido
se volvi6 a homogeneizar en licuadora y centrifugar, repitiendo este
procedimiento dos veces. Los sobrenadantes obtenidos en cada paso se filtraron
por varias capas de gasa. Para solubilizar las proteinas contractiles se adicioné
KCl sélido (hasta alcanzar una concentracién final de 0,6 M) y se centrifugo a
100.000 x g por 1 hora (rotor 30. o rotor TFT50.38). Los sedimentos acumulados
se resuspendieron en 50 mL aproximadamente de buffer A y se homogeneizaron

usando homogenizador vidrio/vidrio, luego se complet6 hasta un volumen de 250-
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300 mL con tampon A 'y sé volvié a centrifugar a 100.000 x g por 1 hora. El
sedimento final se resuspendi6 en 15-18 mL de tampon B (mM: Tris-maleato 20,
sacarosa 300; pH:7,2), se homogeneiz6 usando homogenizador vidrio/vidrio, y se
deposit6 sobre un gradiente discontinuo de sacarosa formado por las siguientes
soluciones: (% p/v:mL) 50:4; 45:4; 37,5:5; 27,5:8; 25:5. Este gradiente se
centrifug6 toda la noche (12-14 horas, rotor SWZS.I) a 22.000 r.p.m. Las bandas
de proteinas se recuperaron por aspiracién manual, se diluyeron con tampén B y
se centrifugaron a 100.000 x g por 1 hora (Rotor 30 o TFT50.38). El sedimento
correspondiente a cada banda se resuspendio y homogeneiz6 con tampoén B, y se
separé en pequefias alicuotas (50 y 100 pL). Las alicuotas se congelaron con
nitrégeno liquido y se guardaron en un congelador, a -80 °C, hasta el momento de
su uso. La concentracién de proteinas de cada fraccién se determiné por el

método de Hartree (1972) usando albimina sérica de bovino como estandar.

2 Ensayos de union.
2.1 Unién de "Hjouabaina.

- La unién de [3H]oﬁabaina se midi6 utilizando el método descrito por
Hidalgo y cols. (1986b). El medio de ensayo consistia de 0,3 mL df:: (mM) NaCl
120, MgCl, 10, EGTA 1, ATP 15, Tris-HCl 40, pH:7,4 y [*H]ouabaina 100 nM.

Se utilizaron 6-8 pg de proteinas por ensayo. Después de incubar a 37 °C por 60
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minutos, 270 pL de cada muestra se. filtraron répidamente, mediante succién, a
través de filtros Millipore. Los filtros se lavaron dos veces con 4 mL de la
solucién de ensayo (sin ATP) enfriada en hielo, se secaron y la radiactividad
retenida en ellos se midié en un contador de centelleo liquido. La union no
especifica se determiné en ausencia de ATP y en presencia de ouabaina no
radiactiva 1 uM. Para obtener la unién méxima, las vesiculas se permeabilizaron
corl saponina (0,2 mg/mL) en el medio de ensayo. Los resultados se expresan

como X + SD de n determinaciones independientes realizadas por triplicado.

2.2 Uni6n de ['H]nitrendipina.

Los ensayos de unién de [PH]nitrendipina se realizaron siguiendo el
método descrito por Fosset y cols. (1983), en un ambiente con luz tenue debido a
la fotosensibilidad de los derivados de dihidropiridinas. El medio de ensayo
consistia de: (mM) Cloruro de Colina 140 ¢ NaCl 140; Tris-HCI 50, pH:7,4 y
[*H]nitrendipina 0,5 2 10 nM. Se utilizaron aproximadamente 10 pg de proteinas
por ensayo, en un volumen final de 300 pL. Las muestras se incubaron por 60-80
minutos a 10 °C, y se detuvo la reaccién filtrando rdpidamente 270pL de cada
ensayo a través de filtros de fibra de vidrio tipo B. Los filiros se lavaron dos

veces con 4 mL con solucién de lavado enfriada en hielo, se secaron y la

radiactividad retenida en ellos se midié en un contador de centelleo liquido. La
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unién no especifica se obtuvo en presencia de nifedipina 1pM. Los resultados se
expresan como X * SD de n determinaciones independientes realizadas por
triplicado.

A los datos experimentales se ajusté una funcioén del tipo: B = Bm S /
(S+Kd), donde B es el ligando unido, Bm es la unién méxima, Kd es la constante
de disociacién y S representa la concentracién del ligando libre utilizado. Para

realizar este ajuste se utilizé un programa de regresion no lineal.

3 Medicién del intercambiador Na-Ca.

La cinética de intercambio de una sustancia entre dos fases separadas por
una membrana, se describe‘ por las siguientes ecuaciones (Lakshminarayanaiah,
1984):

i) el flujo de entrada de una sustancia hacia un compartimento interno estd dado
por: C;=C, [1-exp(-k t}], donde:

C; y C, son las concentraciones de la sustancia en los compartimentos internos y
externos, respectivamente, y k es la constante de velocidad.

ii) el flujo de salida de una sustancia desde un compartimento interno estd dado
por: Ci=C%exp(-k t), donde:

C; y C% son las concentraciones en los compartimentos internos a tiempo t y a

tiempo = 0, respectivamente, y k es la constante de velocidad del proceso.
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3.1 Flujos de entrada de calcio.

Las vesiculas de tibulos-t se incubaron con CaCl, 2 mM (15-20 mCi **Ca
/mmol Ca) a 5°C o 25°C por tiempos variables, en una solucién de (mM):
gluconato de potasio 10, Hepes-Tris 150, pH:7,4, valinomicina 1uM. Para
detener la reaccion de entrada y medir el Ca retenido en las vesiculas, se
tomaron alicuotas d¢ 10 pL y se agregaron sobre 1 mL de soluciéon de detencion
(mM: MgCl, 5, EGTA-Tris 10, LaCl; 10, Hepes-Tris 140, pH:7.4.) e
inmediatamente se filtraron, mediante succion, a través de filtros Millipore (HA,
0.45pm). Los filtros estaban humedecidos en (mM): CaCl, 0,1, MgCl, 5, Hepes-
Tris 20, pH:7,4. Los filtros se lavaron 3 veces con 3 mL de solucién de detencién
enfriada en hielo, se secaron y se midio la radiactividad retenida utilizando un

contador de centelleo liquido.

3.1.1 Entrada de calcio via intercambio Ca-Ca.

Se utilizé6 una preparacién de vesiculas previamente cquilibradas por 2
horas con CaCl, 2 mM, en condiciones idénticas a las anteriores, luego se agreg6
una alicuota de * éa y se midi6 la entrada de Ca siguiendo el protocolo ya descrito

en la seccion 3.1.
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3.2 Flujos de salida de Ca.

Las vesiculas se equilibraron con CaCl, 2 mM por 2-3 horas en
condiciones idénticas a las anteriormente descritas en la seccion 3.1. Para iniciar
la salida de Ca, una alicuota de estas vesiculas se diluyé 100 veces en alguno de
los medios de salida descritos en la Tabla 3. Rapidamente se filtr6 1 mL de esta
mezcla a través de filtros Millipore a distintos tiempos, y se sigui6é el método
descrito para lavar y contar la radiactividad en ellos. Para medir el efecto del
calcio extravesicular sobre la velocidad de salida de Ca, se utilizaron medios
similares al medio (¢) sodio-calcio, tamponados con distinta concentracién de
Ca’* (pCa entre 5 y >9), preparados a partir de mezclas de EGTA-Ca®* o
HEDTA-Ca?", utilizando los valores de las constantes de disociacién publicadas.

Se tuvo especial cuidado de tamponar a pH:7,4 todas las soluciones.

Tabla 3. Composicion de los medios de salida de Ca.

(en mM) (a) sodio, cero calcio {b) cero sodio. cero calcio |(c) sodio, calcio
NaCl 140 0 140

KCI 10 10 10
Hepes-Tris, 20 160 20
pH:7,4 .

EGTA 10 10 0
valinomicina 1 1 | 1

(eM)
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Para medir el efecto de sodio sobre el intercambiador se midio la salida de
Ca en medio similar al de la columna (a), pero con: Na* 120, 90, 60 6 30 mM y

EGTA 10 mM.

Los experimentos de flujos se realizaron en 2 o 3 determinaciones en N

preparaciones independientes y los resultados se expresan como X+ SD.

4 Inmunodeteccién del intercambiador Na-Ca.

Los anticuerpos primarios denominados I18-10, que reconocen la isoforma
cardiaca del intercambiador (NCX1), fueron preparados contra el intercambiador
parcialmente purificado desde sarcolema de misculo cardiaco de perro (Philipson
y cols., 1988). Los anticuerpos que reconocen la isoforma NCX2, presente en
cerebro y en musculo esquelético de rata, fueron preparados contra un péptido
formado por los residuos 333 a 635 de esta isoforma, residuos que se supone
forman parte de la porcion intracelular del intercambiador (Philipson,
comunicacién personal). Como controles positivos se utilizaron un fragmento
peptidico dc la isoforma NCX2, péptido que fue cxpresado en bacteria, y una
preparacion de sarcolema de musculo cardiaco. Ambos anticuerpos y los

controles positivos respectivos fueron donados gentilmente por el Dr. Kenneth

Philipson del Cardiovascular Research Laboratory (UCLA School of Medicine).

O
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Las proteinas presentes en la preparaci{)n de vesiculas de tibulos-t se
separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 8,5%; las
condiciones de corrida fueron: 70 mV y 90-100 mV en el gel de concentracion y
separacion respectivamente. Finalizada la electroforesis, los geles se equilibraron
en el tampén de transferencia (mM: Tris 3,1, glicina 24, metanol 10%) por 20
minutos, luego las proteinas se transfirieron al papel de nitrocelulosa usando un
equipo estandar BioRad. Las condiciones de transferencia fueron 100 V por 1
hora (250-330 mA). Finalizada la transferencia, y para evitar la unién
inespecifica de los anticuerpos al papel de nitrocelulosa, el papel con las proteinas
se incubd toda la noche o durante dos horas en un tampdn que contenia albimina
sérica de bovino 1% y leche descremada 3%. Todo el procedimiento descrito a
continuacion se realizé a temperatura ambiente y con agitacién suave: el papel
con las proteinas se incubé por 2 horas con uno de los anticuerpos primarios
(NCX1 o NCX?2) diluido 1:300, se lavé tres veces por 10 minutos con la solucién
tampdn, luego se agreg6 el segundo anticuerpo diluido 1:2000 y se incub6 por 2
horas; se lavé nuevamente 3 veces, por 10 minutos cada vez, con solucién
tamp6n. La deteccién de los anticuerpos secundarios unidos se realizé mediante
la técnica de quimio‘-luminiscencia aumentada usando reactivos comerciales
(Amersham). Inmediatamente de producida la reaccion de quimio-luminiscencia

se expuso una placa de autoradiografia hasta obtener una buena sefial.
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5 Registros Electrofisiologicos.
5.1 Registro de corrientes ionicas en fibras musculares aisladas.

Para registrar las corrientes idnicas en fibras musculares aisladas del
musculo semitendinoso de Rana catesbiana, se usé la técnica de Hille y Campbell
de triple sello de vaselina (Hille & Campbell, 1976). Se utiliz6 una cdmara de
registro modificada, la que permite ser usada en conjunto con registros éptico.s
(Vergara, Delay, Heiny & Ribalet, 1983; Ashcroft, Heiny & Vergara, 1985). El
esquema se ilustra en la Figura 5. Estos experimentos se realizaron en el
Laboratorio del Dr. Julio Vergara (UCLA School of Medicine).

La fibra muscular se estimula eléctricamente, bajo condiciones de control
de corriente (current-clamp) o control de potencial (voltage-clamp), usando cuatro
electrodos ubicados en los respectivos segmentos. La diferencia de potencial
eléctrico en el segmento A se mide y se usa como sefial de retroalimentacion en
los experimentos de control de potencial. Las corrientes de membrana se
normalizaron por la capacitancia de las fibras y se expresan como pA/pF. Se
utiliza esta normalizacién, en vez de expresar la densidad de corriente por
centimetro cuadrado de membrana externa, para evitar posibles errores en la
estimacion del 4rea de la membrana externa del segmento A. La capacitancia de
la fibra (uF) se estim6 de la integral de lés corrientes transitorias producidas por

pulsos hiperpolarizantes.




2
——1‘=— EEJ FOTODETECTOR

E OBIETIVO

Figura 5. Esquema de la preparacion de fibra muscular aislada. Un
trozo de fibra muscular (FM) se monta en la cdmara de registro, formando
cuatro segmentos pequeflos separados eléctricamente por tres sellos de
Glisseal (VS). Los segmentos se designan: E, A, B, C. Los exiremos
cortados de la fibra, segmentos E y C, se permeabilizaron con saponina;
luego de lavar la saponina se agrega soluciones que semejan un medio
intracelular y que pueden difundir al interior de la fibra. El segmento B se
bafia externamente con una solucién isoténica de potasio y se usa como
referencia a tierra. La porcion de fibra del segmento A se superfunde con
soluciones externas de composicién variable. La temperatura del registro

fue de 15°C.
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5.2 Registro de las variaciones del Ca®* citosélico usando colorantes
fluorescentes.

La cédmara de registro, que permite iluminar una porcién del segmento A
de la fibra muscular por medio de una fibra 6ptica, se mont6 en un microscopio
equipado con un dispositivo de epifluorescencia. Los colorantes indicadores de
Ca® (Fluo-3 y CaOrange-5N) se agregaron en la soluci6n interna que baiia a los
segmentos E y C (Figura 5). Se esperé 40-60 minutos para que los colorantes
difundieran al interior de las fibras, de modo de obtener una fluorescencia basal
constante.

La fluorescencia emitida por estos colorantes se colecté a través del
objetivo del microscopio y se enfoc6 en un fotodiodo, para ser posteriormente
amplificada. Las sefiales correspondientes a la fluorescencia, la corriente y el
voltaje se adquirieron digitalmente en un computador en linea y se grabaron
simultineamente en una video grabadora, para ser digitalizadas y analizadas
posteriormente.

La liberacion de calcio al interior del segmento A de la fibra muscular, se
realizé por fotélisis del complejo DM-nitrophen:Ca®* mediante disparos (flashes)
de luz ultravioleta (347 nm; 30 nseg) generados por un laser de rubi (Lumonics,
UK). La luz UV se enfoco en el extremo de una fibra dptica con un lente

condensador de cuarzo. El DM-nitrophen tiene una Kd aparente para Ca** de 5

nM, en tanto que los productos derivados de su fotdlisis poseen una afinidad por
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Ca** de 3 mM (Zucker, 1994). Esta disminucion en la afinidad produce la répida

liberacion de Ca**.

5.3 Propiedades de los colorantes indicadores de Ca®*. .

Para determinar la K4 de los colorantes Fluo-3 y CaOrange-5N se utilizaron
soluciones estandar de pCa conocido (Molecular Probes). Se prepar6 una solucion
de 300 puM de cada colorante disuelta en las soluciones de pCa controlado y se
midi6é la fluorescencia en una pequefia cubeta hecha de cubreobjetos, en el

microscopio de epifluorescencia utilizado en los registros ¢lectrofisiologicos.

6 Materiales.

5-metil-[*H]nitrendipina, [’H]ouabaina y *Ca provinieron de DuPont-New
England Nuclear Research Products (Boston, MA). Nifedipina, y la mayor parte
de los reactivos se obtuvieron de Sigma. Los filtros de nitrocelulosa, HA de 0,45
um, se obtuvieron de Millipore, y los filtros de fibra de vidrio, tipo B, de Watman
o Sigma. Fluo-3 y CaOrange-5N provinieron de Molecular Probes (Eugene, OR),
y DM-nitrophen, de Calbiochem (La Jolla, CA). En la inmunodeteccién se
utilizaron reactivos Amersham (RPN 2108 e Hyperfilm-ECL). En la
transferencia de las proteinas se utiliz6 el equipo BioRad Mini Trans-Blot

(BioRad) y papel de nitrocelulosa (Immobilon-P) proveniente de Millipore.




RESULTADOS

1 Caracterizacion de las vesiculas de tubulos transversales.

Los receptores de dihidropiridinas (DHP) se localizan preferentemente en
la membrana de los tbulos-t del misculo esquelético, de modo que sirven de
marcadores de membrana tubular. El método utilizado para aislar las vesiculas de
tabulos-t produce una 'fraéci()n de membranas con alta densidad de si?ios de unién
de derivados de DHP (79 £ 21 pmol [*H]nitrendipina / mg proteina, X + SD, n=5).
La alta densidad de sitios de uni6én de dihidropiridinas indica que esta fraccion de
membrana proviene preferentemente-de los tiibulos-t de la fibra muscular.

E'l rendimiento obtenido es de sélo 0,5 a 1,5 mg de proteinas de
membranas por 100 gramos de musculo fresco. En esta fraccion vesicular estin
. presentes numerosas proteinas, como lo demuestra la electroforesis desnaturante
en geles de poliacrilamida (Fig. 6). Si bien no todas las proteinas estin
identificadas, se sabe que en la membrana de los tibulos-t estan presentes: Mg*-
ATPasa, canales de Na®, canales de K, canales de Ca®" (tipo L), Ca**-ATPasa
(PMCA 1) y enzimas del ciclo del inositol 1,4,5-trisfosfato (Hidalgo y cols.,

1986¢).
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Figura 6. Electroforesis' en geles de poliacrilamida-SDS de las distintas
fracciones de membrana. La fraccién microsomal del misculo esquelético de

Caudiverbera caudiverbera, obtenida a 100.000 g, se separé en una gradiente

- discontinua de sacarosa, y las distintas fracciones obtenidas se analizaron

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 8,5%. La fotografia
muiestra en el carril: (‘1) marcadores de peso molecular, (2) tibulos-t de sapo, (3)
reticulo pesado de sapo (R3), (4) reticulo pesado de sapo (R3) (6ontaminado con
proteinas contréctiles), (5) triadas de sapo y (6) triadas de conejo. Cada carril
contiene aproximadamente 20 pg de proteinas y el gel fue tefiido con azul de
Coomasie. Se indica las posicion‘es de la miosina (a), la Ca**-ATPasa de RS (b),
la calsequestrina de rana (c) y de conejo (d). Notese que las membranas de
tabulos-t (carril 2) no poseen ni Ca®*-ATPasa (SERCA 1) ni calsequestrina,

marcadores especificos de RS.




40

ﬁna de las caracteristicas de esta preparacion, que la hace atil en los
es}rudios de transporte, es que estd formada mayoritariamente por vesiculas
selladas en la configuracién interior-afuera. El porcentaje de vesiculas selladas se
obtiene determinando la unién de [3H]ouabama dependiente de ATP y calculando
la relacién entre la unién de ouabaina en una preparacion intacta con respecto a la
unién maxima obtenida en una preparacion permeabilizada con detergentes
(Hidalgo y cols., 1986b). La ouablaina y‘ el ATP no son permeables y presentan
sus respectivos sitios de unién en lados opuestos de la membrana. Al
permeabilizar las vesiculas con detergentes, como saponina, quedan expuestos los
sitios de unién para ambos compuestos, por lo que se obtiene la unidén maxima de
[PH]ouabaina. En ausencia de detergente solo las vesiculas no selladas (las cuales
tienen ambas caras de la membrana accesibles a ouabaina y ATP) umen
[*H]Jouabaina. Durante este trabajo se utilizaron preparaciones con 88 =+ 30 pmol
[’H]ouabaina / mg proteina (X + SD, n=8), y con 80-85% dc las vesiculas
selladas. Hidalgo y cols. (1986b) demostraron que el 100% de las vesiculas se
sellan con la configuracién interior-afuera; es decir, exponiendo la cara

citoplasmética al medio externo.
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2 Flujos de calcio.

En esta seccién de la Tesis se describen los estudios realizados para
caracterizar el funcionamiento del intercambiador actuando en el modo reverso en
vesiculas de tubulos-t de musculo esquelético del anfibio Caudiverbera
caudiverbera, para lo cual se midieron los flujos de salida de calcio dependientes
de sodio extravesicular. Se caracterizd, en particular, el efecto de modificar las
concentraciones cie calcio y sodio extravesiculares sobre la velocidad de salida de
calqio. Al iniciar los estudios preliminares del trabajo de Tesis s6lo se habia
caracterizado en estas vesiculas el intercambiador Na-Ca funcionando en el modo
directo (Donoso e Hidalgo, 1989), reportindose la Km aparente para Ca’" y el

efecto de Na™ intravesicular sobre la velocidad de entrada de Ca®".

2.1 Fiuj'os de entrada de calcio.

Como una primera estrategia para medir flujos de salida de calcio de las
vesiculas, .se determiné la capacidad de carga de las vesiculas con calcio, y el
tiempo necesario para alcanzar el equilibrio a distintas temperaturas. Al incubar
las vesiculas en un medio con calcio, sin ATP (para evitar el funcionamiento de la
bomba de Ca®*) y 2 Vm = 0 (de modo que los canales de Ca®" estén inactivados),

los flujos de entrada de Ca®* a las vesiculas se podrian deber a (Figura 7):
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canales de calcio
tipo L (inactivados)

ATP

Ca*

- ADP +Pi

Figura 7. Posibles vias de entrada de Ca*" a las vesiculas de tibulos-t. El
Ca®* puede entrar por vias inespecificas o fugas (flecha punteada), o via el
intercambiador Na-Ca, ya sea intercambiando Ca** por Ca®* o Na*, si estos
iones estdn presentes en el interior de las vesiculas. No se considera la
entrada por la Ca®*-ATPasa porque no hay ATP en el medio, ni por los
canales de calcio tipo L porque a Vi = 0 mV estos canales de Ca®* estin

inactivados.

i) intercambiador ﬁa-Ca intercambiando Ca-Ca; este modo requiere que exista
calcio dentro de las vesiculas, lo que ha sido demostrado por Donoso e Hidalgo
(1989),

ii) intercambiador Na-Ca operando en el modo directo; este modo requiere la
presencia de sodio al interior de las vesiculas, parametro que se puede controlar

experimentalmente,
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iii) fugas a través de vias inespecificas de la membrana de las vesiculas,

En primer lugar, se midi6 la acumulacién de Ca** al equilibrio, incubando
las vesiculas de tibulos-t con distintas concentraciones de CaCl, externo- por tres
horas. Se escogi este tiempo ya que experimentos preliminares demostraron que
a las tres horas se alcanzaba el equilibrio (Hidalgo y cols., 1991). En estas
condiciones, el calcio puede entrar por intercambio Ca-Ca (i) (utilizando el calcio
presente al interior de las vesiculas) y por vias inespecificas (iii) (al igual que los
otros iones presentes en la solucién de incubacién). Estas determinaciones, y las
que se describen mdas adelante, se realizaron en ausencia de sodio intravesicular
(para impedir el funcionamiento de la via ii) y fueron disefiadas para ;nedir solo el
calcio intravesicular, ya que el calcio que se une externamente durante la
incubacidn se elimina lavando las vesiculas con EGTA 10 mM.

No se encontrd una relacién lineal entre el contenido de Ca®* intravesicular
y la concentracién externa de CaCl, utilizada, ya que las vesiculas acumularon
calcio con una clara cinética de saturacion hiperbélica sumada a un componente
.lineal (Fig. 8). Si se calcula la cantidad de calcio intravesicular que deberia
existir a cada concentracién de calcio externa, suponiendo un volumen
intravesicular de 1,5 pL por mg de proteina, y se le suma el componente de unién
inespecifica a los filtros y las vesiculas (linea de trazos, Fig. 8) se encuentra que

estos valores son mucho menores que los valores experimentales.
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Figura 8. Unién de calcio a vesiculas de tibulos-t. Las vesiculas de tibulos-t
se incubaron por 3 horas a 25 °C en un medio que contenia (mM): gluconato de
potasio 10, valinomicina 2 pM, Hepes-Tris 150, pH:7,4, con las concentraciones
de CaCl; indicadas. Una alicuota de 10 pL (7 pg proteinas) se diluyd en 1 mL de
solucién de filtracion que contenia (mM): MgCl, 5, LaCl; 5, EGTA 10, Hepes-
Tris 130, pH:7,4; se filtré en filtros Millipore (HA 0,45 um) y se lavé 3 veces con
4 mL de solucién de filtracién enfriada en hielo. Se muestra el resultado de 3
determinaciones, cada una de ellas realizada por triplicado. A los datos
experimentales se 'c{jﬁstc’) una funcién hiperbdlica, que da cuenta del componente
saturable (73 £ 10 nmol Ca/ mg proteina, X + SD), més un componente lineal de
1,6 nmol Ca/ mM mg proteina (Hidalgo y cols., 1991), que se muestra en la linea

de trazos.
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Este resultado se puede interpretar postulando que las vesiculas acumulan
calcio debido a que poseen sitios intravésiculares de unién de Ca**. De los datos
obtenidos, se calculé una densidad de sitios de union de calcio de 73 + 10
nmol/mg proteina, con una afinidad de 3,5 + 1,1 mM (X £ SD, N = 3). El calcio
unido a estos sitios de baja afinidad podria estar disponible para ser intercambiado
por Ca** externo, via intercambio Ca-Ca.

A continuacién se midi6 el curso temporal de la entrada de Ca** a-las
vesiculas de tibulos-t. Al incubar las vesiculas con CaCl, 2 mM, las vesiculas
acumularon al equilibrio 32 + 10 nmol Ca/ mg proteina (X + SD, N = 16). La
constante aparente de velocidad de entrada de Ca®*, estimada en dos
preparaciones, fue de 0,8 + 0,3 * 107 seg”! (X + SD; a 25°C) (Fig. 9). Sin
embargo, al estudiar la cinética de entrada de calcio a 5°C, se observ6 que la
entrada de calcio se enlentecia més que lo esperado de un proceso pasivo,
mostrando un Qyo ~ 1,4. Por otra parte, al ajustar a los puntos una curva de
entrada mono-exponencial, el ajuste no era  adecuado para los puntos mas
tempranos (Fig. 10). Estos resultados indican que la cinética de entrada de calcio
es mds compleja que un proceso mediado por simple difusién, y sugieren que una
fraccion del calcio acumulado por las vesiculas entra por intercambio del calcio
externo con €l calcio residual contenido en las vesiculas. Un analisis mas

detallado de la cinética de entrada se presenta en la seccién de Discusion.
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Figura 9. Entrada de calcio a vesiculas de tibulos-t. Se midid la entrada de
Ca?* incubando las vesiculas en un medio con CaCl,2 mM a 25 °C. A los datos
experimentales, obtenidos en dos determinaciones realizadas en dos preparaciones
de tdbulos-t, se ajustd6 una funcidn mono-exponencial (linea sodlida),
encontrandose los siguientes pardmetros para la entrada: basal, ¢ = 3,7 + 1,0 nmol
Ca/mg proteina, carga méaxima, A = 13,4 + 1,4 nmol Ca/mg proteina y una
constante aparente de velocidad de entrada: k = 0,8 + 0,3 * 1073 seg'l. Las otras
lineas corresponden a las curvas tedricas descritas en Discusi6n, donde la linea de
puntos representa la entrada de calcio esperada por simple difusion pasiva, y la
linea de trazos la entrada correspondiente a la suma del componente pasivo mds

un componente de entrada debido a intercambio Ca-Ca.
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Figura 10. Entrada de calcio a vesiculas de tibulos-t a 5 °C. Se midi6 la
entrada de Ca” incubando las vesiculas con CaCl, 2 mM. Del ajuste de una
funcién mono-exponencial a los datos experimentales se obtuvo la linea sélida
(carga maxima, A = 15,7 £+ 0,7 nmol Ca/mg proteina y una constante aparente de
velocidad de entrada, k = 0,28 + 0,03 * 107 seg'l; X £ SD, N = 2). Las otras lineas
corresponden a las curvas tedricas descritas en Discusion, donde la linea de
puntos representa la entrada de calcio esperada por difusion pasiva, y la linea de

trazos la entrada correspondiente a la suma del componente pasivo mas un

componente de entrada debido a intercambio Ca-Ca.
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Considerando que a 25 °C el calcio se equilibra al interior de las vesiculas
en 90 minutos aproximadamente, se utilizé la siguiente estrategia para determinar
preferentemente entrada de calcio mediada por el intercambiador Na-Ca
(operando en el modo de intercambio Ca-Ca): las vesiculas se equilibraron con
CaCl, 2 mM no radiactivo por 90 minutos y después se midié la entrada de calcio
agregando una alicuota de *Ca. En estas condiciones, en que no hay gradiente de
concentracion de calcio (entre el medio de incubacién y el calcio libre al interior
de las vesiculas), pero si existe una gradiente isotOpica, el intercambio ¥Ca-Ca
debiera predominar por sobre la entrada pasiva de Ca*".

Se observé que a 5°C el Ca®* entraba répidamente a las vesiculas,
equilibrandose en 15 minutos aproximadamente (Fig. 11). La constante de
velocidad aparente de este proceso fue de 4,3 + 0,7 * 107 seg! (X + SD, N =2).
Es decir, en estas condiciones el calcio se acumula 15 veces més répido que al
cargar vesiculas no pre-equilibradas con CaCl, 2 mM (Fig. 10).

La cantidad de calcio acumulado en este proceso de intercambio Ca-Ca
también fue variable entre las diferentes preparaciones de tibulos-t. En el caso
mostrado en la Figura 11, el nivel de calcio en las vesiculas alcanzé a 12 nmol
Ca/mg proteina. El rango encontrado (12-26 nmol Ca/mg proteina) fue siempre
menor que el observado al acumular calcio pasivamente cuando se comparan los

valores de entrada de Ca** en una misma preparacion (F igura 15).
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Entrada de calcio a vesiculas de tibulos-t mediada por

intercambio Ca-Ca. Se midi6 la entrada de Ca2+, a 5 °C, a vesiculas previamente

equilibradas con CaCl, 2 mM. Se ajusté una funcién mono-exponencial a los

datos experimentales, obteniéndose los siguientes pardmetros: basal, ¢ = 2,2 + 0,5

nmol Ca/ mg proteina, carga méxima, A = 12,0 + 0,8 nmol Ca/ mg proteina y una

constante de velocidad de entrada, k = 4,3 0,7 * 102 seg”, (8 + SD, N=2).
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2.2 Flujos de salida de calcio desde vesiculas de tibulos transversales.

El calcio acumulado ai interi(;r de las vesiculas puede salir al medio
externo por transporte mediado o por fugas inespecificas de la membrana tubular,
procesos que presentaran cursos temporales diferentes. Dependiendo de la
composicion del medio externo podemos diferenciar estos procesos (Fig. 12).

Si se diluyen vesiculas cargadas con Ca*" en un medio de salida que no
contenga ni sodio ni calcio (Tabla 3,(a), Métodos), de forma que el intercambio
Na-Ca y el intercambio Ca-Ca no s¢ manifiesten, sélo el componente inespecifico
estara presente. En estas condiciones se encontré que el calcio salia lentamente,
de los datos obtenidos se extrapolé una constante de velocidad de salida de 0,2 +
0,1*10° seg” R+ SD,N= 5;‘15°C) (Fig. 13).

Para estudiar la cinética de salida de calcio en presencia de sodio, via
intercambio Na-Ca, las vesiculas equilibradas con CaCl, 2 mM (mas $Ca) se
diluyeron en un medio que contenia Na* 140 mM, EGTA 10 mM (en estas
condiciones no podria ocurrir intercambio Ca-Ca, porque la concentracién de
calcio extravesicular estd en el rango nanomolar). Se observé que s6lo una
fraccién del Ca®* acumulado al interior de las vesiculas se intercambi6 por Na*
externo, y que la velocidad de salida de calcio, de esta fraccion intercambiable,

-fue muy rdpida. La constante de velocidad estimada fue de 70 + 30 * 107 seg” (X

+ SD, N = 4; 5°C). Un ejemplo representativo se muestra en la Figura 14. El
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Figura 12. Posibles vias de salida de Ca desde las vesiculas de tabulos-t.
El Ca?* puede salir desde las vesiculas por salida simple, a través de vias
inespecificas de la membrana (fuga) o via el intercambiador Na-Ca. A. Al
diluir vesiculas de tibulos-t en un medio sin sodio ni calcio, el
intercambiador no puede actuar y s6lo se manifestara el componente de fuga
(flecha punteada). B. Si se diluyen las vesiculas en un medio que contiene
sodio (sin Ca®" en el ejemplo) el Ca** puede salir por intercambio Na-Ca y

por el componente de fuga.

porcentaje del Ca®* acumulado al interior de las vesiculas que se intercambia por
sodio vari6 de 25 a 43 %. La fraccién de Ca®* no intercambiable por sodio
extravesicular difundié desde el interior de las vesiculas con una constante de
velocidad aparente, similar ala del proceso pasivo descrito anteriormente.

Para privilegiar la salida de calcio dependiente de sodio, se cargaron las
vesiculas con Ca?* mediante intercambio *’Ca-Ca por 15 minutos (como se

describié en la seccién anterior) y luego se indujo la salida de calcio via el

intercambiador Na-Ca, diluyendo estas vesiculas en un medio que contenia sodio




52

15 5
3
& 10-
2
Q =
=
" i
g
&
8 .
0 1 l ] l ] | 1] l ] ’ i
0 10 20 30 40 50
tiempo [min]

Figura 13. Salida de Ca desde vesiculas de tiibulos-t en un medio sin sodio.
Se midi6 la salida de Ca>* desde vesiculas de tiibulos-t equilibradas durante 2
horas con CaCl, 2 mM. La solucién de salida contenka: (mM) Hepes-Tris 140,
EGTA 10 (15 °C). Los puntos experimentales corresponden al X + SD de una
determinacion realizada por triplicado. Los pardmetros obtenidos del ajuste
fueron: carga méxima a tiempo cero, A0 = 12,0 + 0,4 nmol Ca/mg proteina y una

constante de velocidad de salida, k = 0,15 + 0,02 * 102 seg'l. A los valores

experimentales se les restd la unién de calcio no especifica, a los filtros y a las

proteinas.
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Figura 14. Salida de calcio desde vesiculas de tiibulos-t. Se midi6 la salida de
Ca2+, a 5 °C, desde vesiculas de tibulos-t equilibradas durante 2 horas con CaCl,
2 mM. La salida de calcio se inicié diluyendo en soluciones de las siguientes
composiciones, en mM: (M) Na 0, EGTA 10, Hepes-Tris 140; (O) Na 140, EGTA
10. Los datos mostrados corresponden al promedio de 2 determinaciones,
realizadas en la misma preparacion de membranas. Se extrapol6 una constante de

velocidad de salida de 0,25 * 107 seg” a la salida en medio 0 Na/EGTA,. Del

ajuste de una funcién bi-exponencial a la salida en medio Na/EGTA se obtuvieron

los ;iguientes parametros: fraccion intercambiable por sodio = 20,7 £ 0,9 nmol
Ca2+/mg proteina, constante de velocidad de salida, k= 0,11 & 0,01 seg'l; fraccion
no intercambiable por sodio = 26,9 + 0,4 nmol Ca**/mg proteina; para el
componente lento de la salida se utiliz6 el mismo valor de la constante de

velocidad extrapolada del ajuste en 0 Na/EGTA.
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-y EGTA. En ambas condiciones se encontraron valores similares para la
constante de velocidad de salida y la cantidad de calcio intercambiado (Fig. 15).
La cantidad de calcio acumulado en los experimentos en que se cargaron las
vesiculas por intercambio Ca-Ca fue menor, por lo que porcentualmente se
intercambi6 una fraccién mayor del calcio (58 al 63%) que la obtenida al inducir

la salida de Ca®* desde vesiculas sin pre-equilibrar (26-40%).

2.3 Efecto del calcio externo sobre la velocidad de salida de calcio.

Los primeros experimentos que realizamos al iniciar esta tesis indicaron
que el calcio en el medio extravesicular enlentecia la salida de Ca®* desde las
vesiculas (Hidalgo y cols., 1991). Esta accion moduladora del calcio era opuesta
a lo informado hasta el momento en otros sistemas celulares. Por lo tanto, se
caracteriz6 el efecto del calcio extravesicular (intracelular) sobre la velocidad de
salida de calcio, estudiando la salida de Ca®* en medios que poseian un amplio
rango de concentraciéon de calcio, desde pCa 5 a pCa > 9. Se observd que a
medida que aumentaba el calcio libre extravesicular (disminuyendo el pCa), se
produjo una disminucién significativa de la constante de velocidad de salida de

calcio desde las vesiculas (Figura 16). La concentracion de calcio con la cual se

obtuvo el 50% del efecto fue de 107 M (pCaygs = 7,06).
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Figura 15. Salida de Calcio desde vesiculas de tibulos-t equilibradas y sin
equilibrar con CaCl, 2 mM. Las vesiculas se equilibraron con CaCl, 2 mM (e)
o con CaCl, 2 mM (O) durante 3 horas a 25 °C, luego, a éstas tltimas se les
agregd una alicuota de *Ca y se incub6 por 15 minutos adicionales. En ambas
preparaciones, se midi6 la salida de Ca**, a 5°C, hacia un medio que contenia Na
140 mM, EGTA 10 mM. Se realizaron 2 determinaciones en cada una de ellas, se
muestra el x + SD. Se ajusté una funcién de salida mono exponencial a los datos,
obteniéndose los siguientes pardmetros. Para (®): fraccién intercambiada por
sodio = 18,6 * 1,8 nmol Ca/ mg proteina, constante de velocidad de salida, £ = 46
+9 %107 seg'], fraccion no intercambiada por sodio, ¢ = 27,7 £ 1,2 nmol Ca/ mg
proteina. Para (O): fraccion intercambiada por sodio = 16,4 * 0,7 nmol Ca/ mg

proteina, constante de velocidad de salida, &, 42 + 3 * 107 seg'l; fraccién no

intercambiada por sodio, ¢ = 9,8 & 0,7 nmol Ca/ mg proteina.
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Figura 16. Variacién de las constantes de velocidad en funcién de la
concentraciéon de calcio. Se muestra la dependencia de las constantes de
velocidad de salida de Caz+, desde las vesiculas de tibulos-t, en funcién de la
concentracién de calcio extravesicular (pCa). La salida de Ca® se midi6 en
experimentos pareados, a 5 °C. Cada punto corresponde al promedio de al menos
3 determinaciones independientes. Se ajusté una funcién sigmoidal a las
constantes de velocidad de salida. El 50 % del efecto del calcio extravesicular se

observo a un valor de pCa de 7,06.
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Para comparar los valores absolutos de las constantes de velocidades de
salida, a los distintos pCa, las mediciones que se ilustran en la Figura 16 se
realizaron en una sola preparacién de tibulos-t. Tanto el nivel de carga de calcio
(tiempo cero) como el porcentaje de calcio liberado fue el mismo en todas la
mediciones. Otras determinaciones experimentales, usando distintas
preparaciones de tibulos-t, confirmaron este efecto del calcio extravesicular sobre

la velocidad de salida de Ca?* desde las vesiculas.

2.4 Efecto del sodio en la velocidad de salida de calcio.

Para caracterizar el efecto del sodio extravesicular sobre la velocidad de
salida de calcio desde las vesiculas de tabulos-t, se midi6 la salida de calcio en
medios sin calcio y con diferentes concentraciones de sodio (30, 60, 90 0 120 mM
Na’, EGTA 10 mM). Se encohtré que al aumentar la concenn‘ac\i()n de sodio
extravesicular se producia un aumento de la velocidad de salida de calcio,
llegando a saturacién con concentraciones de sodio mayores que 100 mM. El
analisis de los resultados indicé que existia cooperatividad entre la constante de
salida v la concentracién de sedio. Se ajustd una funcién de Hill a los datos
experimentales y se encontré un n de Hill de 2,7 y una constante de Hill para
sodio de 55 mM. El promedio de tres determinaciones realizadas en una misma

preparacion de vesiculas se muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Efecto de sodio extravesicular sobre las constantes de velocidad de
salida de calcio. Se midié la salida de Ca®* diluyendo vesiculas de tibulos-t
cargadas con Ca** en medios de salida que contenian EGTA 10 mM y 30, 60, 90
0 120 mM Na; la osmolaridad de las soluciones se compensé con Hepes-Tris. El
curso temporal de la salida de Ca®*, en determinaciones realizadas por triplicado
en cada una de las concentraciones de sodio, se ajusté a una funcién mono-
exponencial para obtener las constantes de velocidad de salida. Se muestra la
relacion entre las constantes de velocidad de salida de Ca®* en funcién de la
concentracion de sodio extravesicular. Se ajusté una funcion de Hill a los datos,
obteniéndose n=2,7 y Ky =55 mM.
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3 Inmunodeteccién del intercambiador Na-Ca.

Con el propésito de investigar si el intercambiador Na-Ca presente en las
vesiculas t tibulos-t de anfibios corresponde a alguna de las isoformas conocidas
hasta el momento y para las cuales se dispone de anticuerpos, se realiz6 estudios
de inmunodeteccién. Se utilizaron anticuerpos policlonales especificos tanto para
la isoforma de musculo cardiaco (NCX1) (Philipson y cols., 1988) como para la
isoforma presente en musculo esquelético y cerebro de rata (NCX2).

Tibules-t de Rana catesbiéna. Los primeros ensayos de
inmunodeteccién se efectuaron en una preparacién de tibulos-t de musculo
esquelético de Rana catesbiana, la especie utilizada en los estudios
electrofisioldgicos descritos mas adelante. Se encontr6 que los anticuerpos contra
la isoforma cardiaca (NCX1) reaccionaron con dos bandas proteicas de las
membranas de tibulos-t (Figura 18, carril 1): una banda mayoritaria de alrededor
de 120 kDa y una minoritaria cercana a 160 kDa. EI control, correspondiente a
membranas de sarcolema aisladas de musculo cardiaco de mamifero, también
presento reaccion con dos bandas de masas similares (Figura 18, carril 2) y que
corresponden al intercambiador Na-Ca (Philipson y cols., 1988). Estos resultadoé
indican que la preparacion de tiibulos-t del anfibio Rana catesbiana contiene la
isoforma NCX1. Se observd, ademds, una significativa reaccién del anticuerpo

con otras bandas presentes en sarcolema cardiaco, como se ha descrito en todos
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los estudios reportados usando este anticuerpo (Sacchetto y cols., 1996), el tnico
hasta ahora disponible para identificar NCX1.
Contrastando con la clara reaccién obtenida con los anticuerpos anti-

NCXI1, los anticuerpos contra la isoforma de misculo esquelético NCX2
mostraron una débil reaccién con las membranas de tibulos-t de Rana catesbiana.
S6lo se detectd una tenue una banda de aproximadamente 60 kDa (Figura 18,
carril 3). El control positivo, contra un péptido de masa de 35 kDa (que

corresponde a un fragmento presumiblemente intracelular de NCX2) expresado

en bacteria, presenté ademaés de la banda de 35 kDa que corresponde al péptido,
numerosas otras bandas (Figura 18, carril 4) como ha sido descrito en la literatura
al usar este sistema de expresion. No se observd reaccion con la fraccién
correspondiente a RS.

Estos resultados son la primera demostracion directa, usando anticuerpos,
que sugieren que ambas isoformas del intercambiador Na-Ca, NCX1 y NCX2,
estarfan presentes en los tibulos-t de musculo esquelético del anfibio Rana
catesbiana.

Tidbulos-t de Caudiu;erbera caudiverbera.  Se repitid6 el mismo
procedimiento de inmunodeteccion con preparaciones de tubulos-t y RS aisladas
de musculo esquelético de Caudiverbera caudiverbera. Se enconiré que los

anticuerpos contra NCX2 reconocieron una banda mayoritaria de alrededor de 60
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Figura 18. Inmunodeteccién del intercambiador Na-Ca en tibulos-t de Rana
catesbiana. La fotografia muestra que los anticuerpos contra la isoforma cardiaca
(NCXI) reconocen bandas de proteina con masas de alrededor de 120 y de 160
kDa (carril 1, puntas de flecha) en la fraccién de tibulos-t de musculo esquelético,
y reaccionan con proteinas de similar masa en una preparacién de sarcolema de
musculo cardiaco de perro (carril 2). Los anticuerpos contra la isoforma de
musculo esquelético (NCX2) reconocen bandas de alrededor de 60 kDa en la
fraccién de tubulos-t de musculo esquelético (carril 3). Se usé como control
positivo para NCX2 un péptido proveniente del putativo segmento intracelular de

esta isoforma expresado en bacteria, (carril 4).
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Figura 19. Inmunodeteccién del intercambiador Na-Ca en tdbulos-t de
Caudiverbera caudiverbera. La fotografia muestra que en tubulos-t de musculo
esquelético de este anfibio, los anticuerpos contra la isoforma esquelética (NCX2)
reconocen proteinas de alrededor de 60-65 kDa y una débil banda de alrededor de

100 kDa.
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kDa y una banda tenue de alrededor de 100 kDa presentes en la fraccién de
tabulos-t (Fig. 19). No se observd reaccion de estos anticuerpos con las
fracciones de RS pesado ni con una preparacién de triadas de musculo esquelético
aisladas del mismo anfibio, lo que podria deberse a que esta tiltima fraccion sélo
posee un 10% de tabulos-t.

En contraste con lo observado en la preparacion de tabulos-t de Rana
catesbiana, no se observé reaccion de los anticuerpos contra NCX1 con proteinas
de 100 kDa. Solo se detectd, en algunas preparaciones, una débil reaccién con
una serie de bandas de masas inferiores a 60 kDa (datos no mostrados).. Estos
resultados sugieren que en misculo esquelético del anfibic Caudivebera
caudiverbera se encontraria mayoritariamente la isoforma NCX2 del
intercambiador Na-Ca. Alternativamente, podrian explicarse estos resultados

suponiendo que la isoforma NCX1 de este anfibio seria mis inestable que NCX2.

4 Deteccion del intercambiador Na-Ca mediante registros
electrofisiologicos.

Se estudid la contribucién del intercambiador Na-Ca en la regulacion de la
concentracion intracelular de calcio en fibras musculares aisladas, registrando las
corrientes i6nmicas y los cambios en la concentracion de Ca®* intracelular
producidos en respuesta a variaciones en los gradfentes de sodio o de calcio. El

esquema de la estrategia empleada se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Esquema de la medicién del intercambiador Na-Ca en fibras
de miisculo esquelético. Con las concentraciones de sodio y calcio indicadas
en a, el potencial de inversién del intercambiador Na-Ca, Vi, €s de -64 mV
aproximadamente. En condiciones de reposo (a), debido a que Vm < Vpy el
intercambiador funciona en el modo directo sacando Ca?* desde la fibra
muscular, al aumentar el Ca** intracelular mediante liberaciéon desde el
complejo DM-nitrophen:Ca?'+ (b), se favorece el funcionamiento del
intercambiador en el modo directo,' lo que induce la salida de Ca?t y la entrada
de Na' al interior de las fibras. Finalmente, al superfundir la fibra con una
solucién sin Na® (¢), se tiene que Vm > V., de modo que se produce la entrada
de Ca** y la salida de Na* desde las fibras, esto genera una corriente iénica de

salida.

La manera usual de variar el gradiente de sodio es disminuir la’
concentracion de sodio en la solucién externa, hasta lograr que el potencial de
inversion del intercambiador sea menor que el potencial de membrana (Figura 20,

¢). En el caso del Ca**, la situacion es mas complicada dada la enorme diferencia
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entre las concentraciones extra e intracelular. Este inconveniente ha sido

solucionado con el uso de compuestos enjaulados como se describe mas adelante.

4.1 Efecto de la remocion del sodio extracelular sobre la concentracion

.de Ca* intracelular.

Si se superfunden fibras musculares mantenidas a un potencial de -90 mV
con soluciones externas en las cuales se ha reemplazado el sodio por otro cation,
se genera un gradiente de salida de sodio (Ena.ca = -600 mV). Por lo tanto, se
cumple la condicién Vm > Vi, y €l intercambiador Na-Ca funciona en el modo
reverso. Al operar el intercambiador en esta forma se debiera producir una
corriente de salida llevada por sodio acoplada a la entrada de calcio al interior de

1a fibra, lo que provocaria un aumento en la concentracién intracelular de Ca®".

Para probar si el intercambiador responde de este modo, se aislaron fibras
musculares tnicas, que se mantuvieron bajo condiciones de potencial de
membrana controlado a -90 mV durante todo el curso del experimento. Se
investigb en estas condiciones, si al reemplazar el sodio por otro catién
monovalente en la solucién Ringer externa se activaba una corriente idnica, y si

se producian cambios en la concentracién de calcio intracelular.

En esta serie de experimentos, para no provocar respuestas falsas, se tuvo

la precaucién de utilizar soluciones externas que fueran equivalentes en cuanto a
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la osmolaridad, al pH y al pCa. Las condiciones experimentales utilizadas se
escogieron para no activar otras conductancias iénicas; ademas de mantener el
potencial a -90 mV (a este potencial s6lo una infima fraccién de los canales de
sodio y de calcio tipo L se encuentran activados), se trabajé con soluciones que
contenian TTX (10° M) para bloquear los canales de sodio, y gluconato de cesio
en el medio interno para bloquear los canales de potasio.

Debido a que se esperaba que los cambios en la concentracion intracelular
de Ca®" estuvieran en el rango de 107 M a 10° M, se escogi6 a Fluo-3 como
indicador de calcio, porque posee una constante de afinidad para Ca®* de 0,3 pM
aproximadamente (ver més adelante). Para evitar la aparicion de ruidos eléctricos
en los registros se utilizé una superfusion lenta de la fibra muscular. Por lo tanto,
no se consideré como una limitacion la respuesta cinética relativamente lenta de
Fluo-3 (Escobar y cols., 1995). El tiempo de recambio de la solucién de
perfusion estaba en el rango de minutos.

Entre los cationes usados para reemplazar al Na* se utiliz6 Li*, porque el
intercambiador Na-Ca no lo transporta. Los otros cationes utilizados fueron
tetrametilamonio (TMA") o N-metilglucamina (NMG+).

Se encontrd que, independiente del cation utilizado, en soluciones con cero
sodio externo se producian pequefias corrientes i6nicas de salida, mantenidas en el

tiempo como se muestra en la Figura 21. La magnitud de estas corrientes,
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registradas a un potencial de mantenimiento de -90 mV, fuede3 a 12 nA (0,18 a
0,65 pA/pF; X = 0,36 £ 0,17 pA/uF, N = 6). Estas corrientes fueron reversibles,
ya que al superfundir nuevamente la fibra con soluciones con sodio volvieron al
nivel basal control. Estas corrientes llegaron a su nivel méximo con un retardo de
al menos 1 minuto, como se observa en la Figura 21, pero es probable que este
retardo se deba a la velocidad de recambio de las soluciones en la cimara de
registro.

Por otra parte, en algunos de estos experimentos se observg que en
respuesta a la superfusién de soluciones sin sodio se producia un ligero aumento
del volumen de la fibra muscular. El aumento del volumen celular ocurre a pesar
de que las soluciones fueron cuidadosamente calibradas (osmolaridad, pCa, pH).
Hasta el momento no se tiene una clara explicaciéon de por qué ocurren estos
cambios de volumen.

Esta variacién en el volumen de las fibras musculares dificulto realizar una
cuantificacién precisa de los cambios en la concentracién de calcio, puesto que
los cambios de volumen celular falsean las mediciones de ﬂuorescenc;a realizadas
con colorantes como Fluo-3, que utilizan una sola longitud de onda. Para corregir
parcialmente las mediciones de fluorescencia se us6 otro colorante en conjunto

con Fluo-3. Se utiliz6 rhodamina-B, porque su espectro de emisién de

fluorescencia es distante del de Fluo-3 y porque su fluorescencia es independiente
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Figura 21. Activacién de una corriente ionica de salida al superfundir fibras
con solucién Ringer sin sodio. Se muestra el efecto que se produce al
superfundir una fibra muscular aislada de musculo semitendinoso de Rana
catesbiana con solucién a la que se reemplaz6 el sodio por tetrametilamonio. Se
registré la corriente i6nica a un potencial de mantenimiento de -90 mV, y a 15 °C.

La linea bajo el registro de corriente indica la superfusién con solucién sin sodio.
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de la concentracion de calcio de tal modo que las variaciones en la fluorescencia
de este segundo colorante reflejarian sélo los cambios de volumen. Luego de
realizar estas correcciones, se encontré que los cambios en la concentracién de
calcio estaban en el rango submicromolar (0,03-0,1 pM), muy por debajo del
aumen';o de calcio que ocurre en respuesta a un potencial de accion o en respuesta
a la despolarizacion de la fibra muscular que se produce al variar el potencial de

mantenimiento.

4.2 Liberacién intracelular de Ca®* desde DM-nitrophen. Efecto sobre

el intercambio Na-Ca.

Como una aproximacién complementaria, se varié6 el gradiente
electroquimico del calcio, produciendo un siibito aumento en la concentracion
intracelular de C4%* por fotélisis del complejo DM-nitrophen:Ca?", y se determiné
si estos cambios en los niveles de calcio citosolico activaban corrientes i6nicas.
Se equilibré. el DM-nitrophen al interior de las fibras por difusion desde los
extremos cortados.

Considerando los gradientes electroquimicos del sodio y del calcio, se
esperaba que al aumentar la concentracién de calcio intracelular, manteniendo las

fibras al potencial de reposo de -90 mV, se activara el intercambiador Na-Ca, y

que éste funcionara en el modo directo, sacando calcio de la fibra muscular. Al
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funcionar el intercambiador en este modo se deberia observar una corriente idnica

de entrada debida al sodio.

En 3 experimentos independientes se detecté que la liberacion de calcio
desde DM-nitrophen activé una corriente i6nica de entrada de alrededor de 20 nA
(23 £ 10 nA, n = 3). Esta corriente de entrada se activ inmediatamente con el
aumento en el calcio y se mantuvo estable durante el tiempo de registro (50
milisegundos) (Figura 22). En este ejemplo, se us6 Rhod2 como indicador de los
cambios en la concentracién de calcio. Se observé esencialmente la misma
respuesta al utilizar Fluo-3 o CaOrange-5N para detectar calcio citosolico.

Debido a que las fibras musculares resisten s6lo unos pocos disparos del
laser con el cual se fotoliza el DM-nitrophen, en estos experimentos no fue
posible realizar las sustituciones iénicas apropiadas, tales como eliminar el sodio
externo, para corroborar si la corriente idnica detectada correspondia
efectivamente a una corriente de entrada de sodio.

Sin embargo, estos resultados apoyan los obtenidos al eliminar el sodio

externo, ya que la magnitud de las corrientes i6nicas obtenidas fue comparable.

4.3 Propiedades de los colorantes indicadores de Ca®*.

Para medir los cambios en la concentracidén intracelular de calcio, es

. necesario tener en cuenta la afinidad del colorante por Ca®*, puesto que ésta
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Figura 22. Corriente i6nica de entrada activada por fotélisis del complejo
DM—nitrophen:Ca2+. Se muestra que la liberacion de Ca®* por fotolisis del
complejo DM-nitrophen:Ca®* activa una corriente de enirada a las fibras
musculares esqueléticas de Rana catesbiana 'y una elevacioén del calcio citosolico.
Estos registros se realizaron a 15 °C. El medio intracelular contenia aspartato de
cesio 80 mM, DM-nitrophen (pCa = 7) 6 mM y Rhod2 300 pM. La flecha indica
el disparo del liser. Para evitar la saturacién del fotodiodo, se bloquea
electronicamente su respuesta por 2 mseg, de modo que la sefial fluorescente

muestra un retardo artificial. (u.a. = unidades arbitrarias).
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determina el rango dindmico de concentraciones de calcio en las cuales el
colorante puede ser de utilidad, su respuesta cinética y el aumento relativo de
fluorescencia que experimenta el colorante al unir calcio.

Por estas razones, se déterminé la afinidad para Ca®* de los colorantes
Fluo-3 y CaOrange-5N. Se obtuvo un Kd de 0,3 pM para Fluo-3 y de 70 uM para
CaOrange-5N, aunque este tltimo podria poseer también un componente de
menor afinidad, con un Kd cercano a 150-180 pM. Ademds, es necesario
mencionar que se observaron ligeras variaciones en la afinidad de los colorantes
entre los distintos lotes comerciales usados. En las mismas determinaciones se
midié el aumento de fluorescencia de estos colorantes al unir Ca®*, que se expresa
habitualmente como la relacion AF/F o bien como Fps/Fmin. En el caso de Fluo-
3 se encontrd que la razon Frgx /Frnin = 20-30, en tanto que para CaOrange-5N esta
razén fue de s6lo 3-4. Estos valores indican que Fluo-3 tiene mejor relacion sefial
ruido que CaOrange-5N. Sin embargo, CaOrange-5N tiene una mejor respuesta
cinética a los cambios de calcio (Escobar y cols., 1995), y es capaz de seguir con
mayor precision los cambios en la [Ca®*] que ocurren en respuesta a un potencial

de accion (Cifuentes y cols., 1995, Fig. 23).
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Figura 23. Respuesta de Fluo-3 y CaOrange-5N a un potencial de accion. Se
midié el cambio en la concentracién de Ca®* citosélico producido en respuesta a
un potencial de accién usando 300 pM de Fluo-3 o CaOrange-5N. La fibra
muscular de Rana catesbiana se equilibré a 15 °C con una solucién interna de
aspartato de potasio que contenia EGTA 500 uM, DM-nitrophen 6 mM, pCa = 7.
Se obtuvo un valor de constante de decaimiento de 56 mseg para Fluo-3 y de 18
mseg para CaOrange-5N. Notese el retardo de aproximadamente 1.5-2 mseg. de

la sefial de fluorescencia obtenida con ambos colorantes con respecto al inicio del

potencial de accion.

tiempo [mseg]




DISCUSION

1 Consideraciones experimentales.

La mayor ventaja para realizar los estudios del intercambiador Na-Caen la
preparacion de tiibulos-t de anfibios, obtenida con el método descrito por Hidalgo
y cols. (1986b), es que esta fraccién estd formada por 80 a 85% de vesiculas
selladas con la configuracién interior-afuera. La integridad de las vesiculas, que
se infiere de los estudios de latencia de los sitios de unién de [’H]ouabaina, se
coﬁﬁrmé indirectamente ;11 encontrar que las vesiculas practicamente no
presentan fugas de calcio desde su interior, como se discute més adelante.

El principal inconveniente de esta preparacién es su bajo rendimiento (0,5 -
1,5 mg proteina/100 gr. de miisculo fresco). Ademds, finalizada la etapa
preparativa, es necesario realizar una caracterizacién basica de la fraccion de
tabulos-t que incluye la determinacion de la densidad de sitios de unién de
derivados de dihidropiridinas y de ouabaina. En el caso de los experimentos de
flujos de Ca**, se determina la cantidad de Ca?* acumulado, el curso temporal de
la salida pasiva y la fraccion de Ca®* intercambiable por sodio. El bajo
rendimiento y esta caracterizacién preliminar limita el niimero de los estudios de

transporte que se pueden realizar en una misma preparacion de membranas.
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En un intento de evitar esta limitacion, y trabajar con membranas que se
obtienen con mucho mayor rendimiento, se realizaron experimentos preliminares
con el propésito de caracterizar el intercambiador Na-Ca en una fracciéon de
triadas. No se obtuvieron resultados apropiados, debido a que el componente
mayoritario de reticulo sarcoplasmético contamina las mediciones. Esto ocurrié a
pesar de usar rojo de rutenio, bloqueador no especifico de los canales de
liberacién de calcio del RS. Ademés, debido al bajo porcentaje de tabulos-t
(10%) en esta preparacién (Hidalgo y cols., 1993) se debe trabajar con una mayor
cantidad de proteinas, lo que aumenta significativamente el nivel basal de todas

las mediciones de Ca?* disminuyendo la relacion sefial ruido de las mediciones.

2 Origen de las vesiculas de tibulos-t usadas en esta Tesis.

Los estudios morfologicos de musculo esquelético de anfibios han
demostrado que mas del 80% de la membrana tubular son titbulos-t de union, ya
que se encuentran asociados al RS formando uniones triadicas (Peachey, 1965).
Los titbulos-t no asociados al RS se denominan tubulos-t libres. Los receptores de
DHPs estan presentes solo en la membrana tubular, y parecen enconirarse
exclusivamente en los tiibulos-t de unién (Salvatori y cols., 1990). Por lo tanto, la
densidad de receptores de DHP es una medida del origen y la pureza de las

fracciones tubulares aisladas.




76

La densidad de sitios de unién de DHP de las preparaciones de tibulos-t
usadas en esta tesis fue > 70 pmol [PH]nitrendipina /mg proteina. Esto indica que
1a fraccién de membrana utilizada tiene un alto grado de pureza y proviene de los
tibulos-t de union. La mayoria de las preparaciones de tdbulos-t, tanto de
anfibios como de mamiferos, descritas en la literatura tienen menor densidad de
receptores (Hidalgo, 1986), lo que sefiala que contienen menos tiibulos-t de unién

que la preparacion usada en esta Tesis.

3 Flujos de calcio en vesiculas de tubulos-t.

3.1 Flujos de entrada de calcio en ausencia de sodio intravesicular.

Es posible estudiar flujos de calcio en las fracciones aisladas de tabulos-t
porque la mayoria de las vesiculas estn sclladas. En las condiciones
experimentales usadas (vesiculas sin sodio), las vias de entrada de calcio mas
probables son por intercambio Ca-Ca, ya que las vesiculas contienen calcio en su
interior (Donoso e Hidalgo, 1989), y por fugas inespecificas. Debido a la
inactivacion de los canales de calcio tipo L, la probabilidad que se produzcan
flujos de entrada de calcio por estos canales es minima. La ausencia de ATPenel
medio de incubacion asegura que la bomba de Ca** no contribuya a los flujos de

entrada.
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Los experimentos de carga de calcio mostraron que la concentracion
intravesicular de Ca?' al equilibrio fue en todos los casos significativamente
mayor que la concentracién de calcio externa. Si el volumen intravesicular fuera
de 1,5 pL/mg proteina (Hidalgo y cols., 1991), al equilibrar las vesiculas con
CaCl, 2 mM el contenido de Ca®* libre en el equilibrio seria sélo de 3 nmol
Ca/mg proteina. El rango encontrado fue de 32 * 10 nmol Ca/ mg proteina (N =
16). Estos resultados indican que las vesiculas de tibulos-t poseen sitios de unién
de calcio, a los cuales se uniria mas del 80% del calcio intravesicular. De hecho,
se encontrd un componente saturable de unién con una afinidad de 3,5 mM y una
capacidad méxima de unién de 73 nmoles por mg de proteina.

Debido a la variabilidad en la cantidad de calcio acumulado por las
distintas preparaciones de vesiculas incubadas en CaCl, 2 mM, los resultados
presentados corresponden a experimentos realizados dos o tres veces en N
preparaciones (N > 2). Sin embargo, a pesar de la variabilidad en los valores
absolutos de calcio acumulado, se observaron valores similares de las constantes
cinéticas de los flujos de entrada (y también de salida) en todas las preparaciones
estudiadas.

Si la entrada de calcio a las vesiculas fuera mediada en parte por

intercambio Ca-Ca y en parte por entrada no especifica (fuga), debieran existir

dos componentes en los flujos de entrada de calcio. Estos componentes debieran




tener distintas dependencias de temperatura, ya que un proceso mediado por un
transportador presenta una dependencia de la temperatura (Q1o) mucho mayor que
un proceso pasivo. El hecho que la constante de velocidad aparente disminuyera

de 0,8 £ 0,3 * 103 seg’1 20,28 £ 0,01 = 103 seg’1 al bajar la temperatura de 25°C

a 5°C, indica que una fraccion del calcio entra por transporte mediado.
Para intentar separar ambos componentes, se supuso que la constante de

velocidad de salida por fuga, 0,2 * 107 s"l, es igual a la constante de velocidad de

entrada mediada por fuga. Se utilizé, ademas, el valor de constante de entrada

-3 S—l

mediada por intercambio Ca-Ca, 4.3 * 10 , obtenido a 5°C. Con estos valores

se construy6 una funcién que representa la suma de los dos componentes:

f(x) = A (1 - exp(-k; 1)) + B (1 - exp(-k, 1))
donde k; y k; representan los valores de las constantes de entrada del componente
mediado y del componente pasivo, respectivamente.

Para realizar este analisis se escogieron los datos obtenidos a 5 °C, ya que a
esta temperétura existen suficientes puntos experimentales tempranos. De este
ajuste se obtuvieron valores de A = 3 nmol/mg y B = 17 nmol/mg, con un R? =
0.98 (Fig. 10, linea de puntos), en tanto cllue el ajuste con una funciébn mono-
exponencial (Fig. 10, linea de trazos) dio un valor de R? de 0.97. El ajuste con la
funcién que define dos componentes de entrada indicaria que s6lo una fraccion

minoritaria, 15%, del calcio acumulado por las vesiculas entraria via intercambio




Ca-Ca. Este pequefio componente solo contribuiria a la entrada total en tiempos
menores de 10 minutos, lo que podria explicar por que s6lo los puntos tempranos
se desvian del ajuste con una funcién mono-exponencial.

Es posible realizar un analisis similar para la cinética de entrada obtenida a
25 °C. Suponiendo un componente de entrada mediado por intercambio Ca-Ca de
sélo 15% de la entrada total, éste contribuirfa muy poco a la entrada de calcio
medida a tiempos superiores a 10 minutos. De hecho, es posibie ajustar a los
puntos experimentales sobre 10 minutos una funcién mono-exponencial con la

misma k de la entrada pasiva.

3.2 Flujos de salida de Ca™".

Los estudios de salida de calcio hacia una solucién externa que no contenia
sodio ni calcio mostraron que el calcio salia lentamente de las vesiculas,
indicando que las vesiculas se encuentran selladas y que poseen una baja
permeabilidad a calcio. Este componente se atribuy6 a fugas inespecificas.

Para estudiar la salida de Ca®* mediada por el intercambiador Na-Ca, se
midi6 la salida de Ca?* hacia un medio extravesicular sin Ca** y que contenia Na'
140 mM. En estas condiciones deberfan manifestarse el componente de fuga y el
componente de intercambio Na-Ca. Se observé que solo una fraccién del Ca®*

acumulado era intercambiada por sodio, con una constante de velocidad de salida
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en el rango de 70 + 30 * 103 s (N = 4). Por otra parte, al pre-equilibrar las
vesiculas con CaCl, 2 mM y luego cargarlas con 45Ca mediante intercambio *Ca-
Ca, para posteriormente inducir la salida de Ca”" hacia un medio de salida de
composicion idéntica al anterior, se encontré que la fraccion de calcio que era
intercambiada por sodio fue significativamente mayor que el control, los valores
de las constantes de salida fueron similares. Los valores absolutos del calcio
intercambiado fueron similares, por lo que la diferencia en la fraccion de calcio
intercambiado se explica porque las vesiculas acumulan un menor contenido de
calcio mediante intercambio *°Ca-Ca que en la condicion control.

El hecho que s6lo un porcentaje del calcio intravesicular sea intercambiado
por sodio se puede explicar suponiendo ya sea la existencia de dos poblaciones de
vesiculas, una poblacién que posea el intercambiador y otra que no lo posea; o
bien, que existan dos clases de sitios de unién de Ca®" al interior de las vesiculas,
uno desde el cual el calcio se pueda intercambiar rapidamente por sodio (o por
calcio) y otro sitio, con mayor afinidad, desde el cual el calcio se intercambie
lentamente. No es, posible discernir entre ambos mecanismos con los resultados
experimentales obtenidos, ya que ambos modelos explican el hecho que aumente
la fraccién de Ca®" intercambiable por sodio al preincubar las vesiculas con

. CaClz.
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Un resumen de las propiedades cinéticas de los flujos de calcio se presenta

en la siguiente Tabla:

Tabla 4. Propiedades cinéticas de los flujos de calcio en vesiculas de tibulos-t.

Flujos de entrada

Constante de velocidad

k * 10° seg™
Ca-Ca 4,3 10,7
Ca-Ca (residual, 25 °C) 0,8+0,3
Ca-Ca (residual, 5 °C) 0,28 £0,03
Flujos de salida
inespecifico (0 Na-0 Ca) 0,2+0,1
Na-Ca 70 £ 30

A vpartir de los datos obtenidos se pueden calcular los flujos

unidireccionales de salida de calcio. Suponiendo que las vesiculas de tabulos-t

son esferas de un radio de 50 nm y que 1 mg de vesiculas ocupa un volumen de

1,5 uL (Hidalgo y cols., 1991), el volumen de una vesicula es de 5,2 * 1076 cm’,

su superficie es de 3,1 * 10" cm? y 1 mg de vesiculas contendria 3 * 10"

vesiculas. Las velocidades iniciales de salida de calcio se calculan de la relacion

A * k, donde A es la cantidad total de calcio intercambiado por sodio y k la

constante de velocidad del proceso de intercambio. Con valores de A de 18 nmol

Ca®" / mg proteina y de k de 70 * 10" seg? (a 5 °C), se obtienen velocidades de
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salida en el rango de 1,2 nmol mg” seg’!. Transformados a flujos de salida de
calcio, se obtienen valores de flujos de 1,3 * 102 mol cm™ seg'l.

Efecto del calcio extravesicular. Al comparar las velocidades de salida de Ca**
en medios con sodio 140 mM y distintas concentraciones de calcio extravesicular,
se enconird que el calcio externo enlentecia la salida de calcio (Hidalgo y cols.,
1991). Este efecto del calcio citoplasmatico sobre el intercambiador Na-Ca es
completamente diferente a lo informado hasta la fecha. Como se menciond en la
Introduccion, se ha descrito en otras preparaciones la existencia de un sitio
intracelular que une calcio y que activa el intercambio Na-Ca (Hilgeman y cols.,
1992; DiPolo y Beaugé, 1991; Rasgado-Flores y cols., 1991).

Considerando esta diferencia, se caracterizo el efecto del Ca®" externo
sobre la velocidad de salida de Ca** en medios con Na* 140 mM y diferente pCa
controlado. La concentracioén de calcio.a la cual se obtuvo el 50% del efecto fue
de ~107 M (pCa = 7,06), valor que estd en el rango de las concentraciones de
calcio citoplasmatico reportadas en fibras musculares esqueléticas en reposo. La
afinidad de este sitio sugiere que podria tratarse de un sitio regulador mas que de
un sitio de transporte. Este valor es menor que el Km para calcio intracelular del
intercambiador cardiaco (Reeves y Sutko, 1983) y también es menor que el Kd

del sitio regulador intracelular presente en axén, medido en ausencia de ATP

(DiPolo y Beaugé, 1991). La existencia de este sitio regulador en el
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intercambiador Na-Ca de fibras musculares de anfibio, indicaria que al aumentar
el calcio intracelular se enlenteceria la entrada de calcio a través del
intercambiador Na-Ca.

Recientemente se ha descrito el clonamiento de un intercambiador Na-Ca
presente en Drosophila el que muestra un fenotipo distinto de regulacién por Ca®*
(Hryshko y cols., 1995). A diferencia de lo descrito con la isoforma NCX1 y en
similitud a lo encontrado en esta Tesis, el intercambiador de Drosophila es
inhibido por concentraciones de Ca®" citos6lico submicromolares (Buchko y cols.,
1996). Los estudios de la secuencia del cADN revelaron que este intercambiador
es 48% idéntico con la isoforma NCX1 a nivel de aminoacidos, y que posee sitios
de union de Ca®” de secuencia similar a la encontrada en la isoforma NCXI1
(Buchko y cols., 1996). Estos resultados plantean la interrogante de por qué un
sitio regulador con estructura similar efectia acciones completamente diferente en
intercambiadores que presentan un alto porcentaje de homologia. Si los dos
fenotipos regulatorios estan relacionados al mismo sitio de unién de Ca*',
debieran existir etapas intermedias, entre la union de Ca” y la regulacién del
funcionamiento del intercambiador Na-Ca, que sean distintas entre los diferentes
fenotipos de intercambiador.

En este contexto seria muy interesante realizar la comparacion de la

secuencia y posible topologia del intercambiador Na-Ca de miusculo esquelético
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de anfibio y compararla con la isoforma de musculo esquelético de mamiferos y
de Drosophila, y determinar si este sitio regulador es conservado en la isoforma
presente en anfibios. Probablemente esie sitio de unién de Ca®* sea conservado
entre las diferentes especies y los distintos fenotipos sean consecuencia de la

presencia de otro sitio regulador diferente.

Ffecto del sodio extravesicular. Los estudios del efecto de sodio sobre la
velocidad de salida de Ca?*, mostraron que la salida de calcio de las vesiculas era
regulada por sodio en forma cooperativa. A los datos experimentales se les pudo
ajustar una funcién de Hill, encontrandose un namero de Hill de 2,7 y una
constante Ky; de 55 mM para sodio. Estos datos concuerdan con lo informado en
la literatura para el intercambiador cardiaco, y son consistentes con una
estequiometria de intercambio de 3 Na' por 1 Ca*".

Finalmente, se debe mencionar que esta propiedad de intercambio Na-Ca
presente en las vesiculas de tubulos-t de musculo esquelético de anfibio
Caudiverbera caudiverbera se pierde en el transcurso de unos dias. La razon de

esta pérdida se desconoce.
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4 Inmunodeteccion del intercambiador Na-Ca.

Los estudios de inmunodeteccion del intercambiador Na-Ca, utilizando el
anticuerpo policlonal II8-10 contra la isoforma cardiaca (NCX1), se han
realizado en membranas aisladas de misculo cardiaco o en lineas celulares
transfectadas con el cADN de la isoforma NCX1 del intercambiador Na-Ca.
ﬁstos estudios han reportado proteinas de 160, 120 y 70 kDa que corresponderian
al intercambiador; este anticuerpo reacciona ademas con otras bandas proteicas de
la preparacién de sarcolema cardiaco (Philipson y cols., 1988; Vemuri y cols,,
1990; Iwata y cols., 1995; Sacchetto y cols., 1996). Hasta el momento, I18-10 es
el tmico anticuerpo disponible para realizar la inmunodeteccion de la isoforma
NCX1 mediante la técnica de inmunoblot (K. Philipson, comunicacion personal).

Los estudios de hibridacién de ARN realizados en miisculo esquelético de
mamiferos indican que ambas isoformas del intercambiador Na-Ca se expresan a
nivel de ARN mensajero (Kofuji y cols., 1992; Liy cols., 1994). No existen a la
fecha estudios de este tipo que indiquen cuél de las isoformas del intercambiador
Na-Ca esta presente en musculo esquelético de anfibios.

En esta Tesis, los estudios de inmunodeteccion usando el anticuerpo 118-
10 y otro anticuerpo policlonal contra un péptido perteneciente a la isoforma

NCX2, sugieren que en las vesiculas aisladas de tibulos-t de Rana catesbiana

estdn presentes ambas isoformas del intercambiador Na-Ca. Por otra parte, en la
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preparacion de tibulos-t del anfibio Caudiverbera caudiverbera 1os resultados
obtenidos sélo mostraron la presencia de la isoforma NCX2 del intercambiador.
En relacion a la presencia de la isoforma NCX1 en este anfibio, los resultados no
son concluyentes, puesto que sdlo en algunas preparaciones de tabulos se obtuvo
inmunoreaccién, pero con bandas proteicas de masa molecular inferiores a las del
intercambiador.

En conclusién, estos resultados son la primera indicacion de que una o las
dos isoformas del intercambiador Na-Ca estan presentes en los tabulos-t de

musculo esquelético de anfibios.

5 Estudio del intercambiador Na-Ca mediante técnicas
electrofisiolbgicas.

Se estudié la actividad del intercambiador en fibras musculares unicas
aisladas de Rana catesbiana produciendo cambios en el gradiente electroquimico
de sodio o de calcio y determinando el efecto de estos cambios en las corrientes
iénicas y en la concentracion de calcio citosoélico.

Experimentos sin sodio externo. Considerando las concentraciones de
sodio y de calcio intracelulares y de la solucion de superfusion, y el potencial de
mantenimiento de las fibras (-90 mV), al eliminar el sodio de la solucion externa

se puede calcular que el potencial de inversién del intercambiador es del orden de
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-600 mV. En estas condiciones el intercambiador funciona en el modo reverso, lo
que deberia producir una corriente idnica de salida de sodio acoplada a la entrada
de Ca®* a la fibra muscular.

Se encontrdé que al reemplazar el sodio por otro cation monovalente en la
solucién de perfusién, se producia una corriente ionica de salida, con una
magnitud neta de 0,36 £ 0,17 pA/pF a 15 °C. Estas corrientes fueron reversibles,
puesto que al superfundir nuevamente la fibra con soluciones con sodio se
eliminé la corriente neta, lo que indica que ella estd asociada estrechamente al
cambio de gradiente electroquimico para sodio. Mas ain, suponiendo que la
capacitancia de la membrana es de luF/cmz, esta corriente neta corresponde a un
flujo neto ae salida de 3,7 * 1072 equivalentes cm™ seg”’. Si en cada ciclo del
intercambiador actuando en el modo reverso se transportan 3 equivalentes de
sodio hacia afuera y dos equivalentes de calcio hacia adentro, sste flujo neto
corresponde a un flujo de entrada de calcio de 3,7 pmoles cm™ seg”. Este valor
es de magnitud comparable a los flujos de salida de calcio, 1,3 pmoles cm?seg!a
5 °C, obtenidos en vesiculas de tibulos-t. Tanto la reversibilidad de la corriente
neta, como la coincidencia en las magnitudes de los flujos de salida de calcio, son
consistentes con la idea de que la corriente medida al eliminar el sodio externo es

debida al intercambiador Na-Ca funcionando en el modo reverso.




En relacién a la variacién en la concentracion intracelular de calcio, se
esperaba que el funcionamiento del intercambiador en el modo reverso produjera
un aumento en la concentracion intracelular de calcio. Se puede hacer un célculo
aproximado de la variacion en la concentracion de calcio (sin tomar en cuenta la
difusiéon en el citoplasma hacia los extremos cortados) si se supone que el
segmento de la fibra muscular en que se registra la corriente corresponde a un
gilindro con un volumen de 1,57 * 108 cm® (100 pm de didgmetro y 200 pm de
largo), a través de cuya superficie fluye una corriente neta de salida de 6 nA. Esta
corriente corresponde a un flujo iénico de 6,2 * 101 equivalentes/seg., a traves
de la superficie de la fibra que se registra. Por lo tanto, durante un registro de 1
minuto en solucién externa sin sodio debieran entrar 2,3 * 10 mol Ca?*/em’ y 1a
concentracion de calcio debiera aumentar a 2,3 mM. Considerando que el espacio
intracelular de una fibra muscular estd ocupado mayoritariamente por las
miofibrillas, el aumento en la concentracién de calcio intracelular debiera ser
mayor atin. Sin embargo, los cambios en la concentracién de Ca>* citosélico
fueron apenas detectables con el método empleado, siendo menores de 0,1 pM.

El hecho que no se haya detectado un aumento en la concentracién de
calcio citoplasmatico de la magnitud esperada podria explicarse suponiendo que
el calcio que entra es bombeado hacia el RS por accion de la Ca**-ATPasa. En

una fibra muscular que funciona normalmente, el RS posee una gran capacidad de
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almacenamiento de calcio, y por lo tanto es capaz de mantener el calcio
citoplasmatico en los niveles de reposo (0,1 pM). De modo que si esta
explicacién es correcta, para obtener un aumento significativo del calcio libre
citosélico serfa indispensable tener previamente inhibida la Ca**-ATPasa del RS.
Para comprobar esta hipdtesis, se intenté bloquear la Ca®*-ATPasa del RS
con tapsigargina, droga que preferentemente inhibe esta enzima y que ha sido
utilizada en fibras musculares de anfibio (Caputo y Bolaios, 1995). Sin embargo,
estos experimentos no fueron exitosos, porque a pesar de usar dosis bajas, la
tapsigargina resulto dafiina a las fibras musculares, que sufrieron contracturas
probablemente causadas por el aumento en el Ca** citosolico por efecto de la
droga. A concentraciones menores de tapsigargina no se observaron efectos, pero
siempre se puede suponer que estas dosis estaban por debajo del rango
farmacoldgico apropiado. Sin embargo, queda la posibilidad que las corrientes
netas medidas al eliminar el sodio externo no se deban al intercambiador.
Aumento de calcio citosélico. Como una aproximacion complementaria
para estudiar la actividad del intercambiador Na-Ca en fibras aisladas de misculo
esquelético de anfibios, se vari6 el gradiente electroquimico del calcio,
produciendo un aumento en la concentracion citosolica de calcio, por fotolisis del
complejo DM-nitrophen:Ca2+, y midiendo si este aumento en el calcio activaba

una corriente idnica.
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El método de liberar calcio desde DM-nitrophen ha sido aplicada
exitosamente en el estudio del intercambiador Na-Ca de masculo cardiaco (Niggli
& Lederer, 1991; Niggli & Lederer, 1993; Niggli & Lipp, 1994), pero no existen
estudios semejantes en misculo esquelético. Niggli y Lederer (1991, 1993)
encontraron que la liberacién de Ca** desde el complejo DM—nitrophen:Ca2+,
activa una corriente de entrada transitoria en células cardiacas. La magnitud de
esta corriente es dependiente de la temperatura y del potencial de membrana,
variando entre valores de 0,7 pA/pF a Vm = 0 mV, 20 °C, a valores de 10 pA/pF
a Vm = -80 mV, 35 °C. Se postula que esta corriente se debe a Ia entrada de Na’
por el intercambiador Na-Ca funcionando en el modo directo.

Otra estrategia para producir aumentos en la concentracion de calcio
citosolica en cardiocitos fue adoptada por Hatem y cols. (1994), quienes dando
pulsos rapidos de cafeina para liberar calcio desde el RS, activaron una corriente
i;’)nica de entrada de 3,7 £ 0,5 pA/pF (Vm: -80 mV, 22-24 °C). Por analogia con
los experimentos de Niggli y Lederer, estos autores atribuyeron esta corriente al
intercambiador Na-Ca.

Se encontrd que en fibras musculares esqueléticas, la liberacién de Ca®*
desde el complejo DM-nitrophen:Ca”>" produjo la activacién de una corriente de
entrada de alrededor de 20 nA (0,3-1pA/uF, a 15 °C). Estas corrientes se

activaron en forma instantanea con el disparo UV de laser y permanecieron
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estables durante el tiempo que durd el registro (50 mseg.). Esto demuestra que en
musculo esquelético de anfibio existen mecanismos que responden
instantineamente a los aumentos citosolicos de calcio generando una corriente
iénica de entrada. Por analogia a lo observado en misculo cardiaco, proponemos
que esta corriente representa la entrada de sodio por el intercambiador. Como en
las soluciones internas que difunden desde los extremos cortados de las fibras se
utilizé aspartato como anién; la posibilidad que se active una corriente anionica

(de salida) en respuesta al aumento del calcio citosolico es baja.

6 Implicaciones fisiologicas.

Se propone que en una fibra de musculo esquelético en reposo, el
intercambiador Na-Ca funcionaria en el modo directo a muy baja velocidad,
debido a la Ko 5 descrita de 2,7 uM (Donoso € Hidalgo, 1989). Sin embargo, tras
episodios de estimulacién sostenida en que el calcio citosélico alcanza niveles
micromolares, el intercambiador, en analogia con lo que ocurre en musculo
cardiaco, seria un mecanismo eficiente de remocion de calcio hacia el medio
extracelular. Durante el potencial de accién, cuando se cumple la condicién que
Vm es mayor que Ena.ce, €ntraria Ca%" via el intercambiador. Sin embargo, dada
la gran capacidad de almacenamiento del RS, el calcio que entra seria bombeado

hacia el interior del mismo.
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A 1a luz de los resultados encontrados, los experimentos de Garcia y cols.
(1992) y de Kawata y Fujishiro (1990) descritos en la Introduccioén se pueden
explicar postulando que al superfundir las fibras musculares con soluciones sin
sodio, el intercambiador Na-Ca funciona en el modo reverso, permitiendo la
entrada de calcio a las fibras; este calcio es bombeado al interior del RS y debido
al mayor contenido de Ca?* en el RS se produce un aumento significativo de la
magnitud de las contracturas inducidas por cafeina o por despolarizacidén por
potasio.

En conclusion, considerando los resultados mostrados tanto en fibras como
en vesiculas, se propone que el intercambiador Na-Ca podria tener dos funciones
diferentes en el mantenimiento de la homeostasis del calcio en musculo
esquelético de anfibio. Actuando en el modo directo, moveria calcio fuera de la
fibra tras un aumento significativo de su concentracion intracelular. Actuando en

el modo reverso, podria operar como un mecanismo ﬁsiollégico de relleno del RS.




CONCLUSIONES

Las conclusiones principales de esta Tesis se enumeran a continuacion:
1) los estudios de flujos de salida de Ca”! revelan la presencia del intercambiador
Na-Ca en las vesiculas de tabulos-t aisladas de musculo esquelético de
Caudiverbera caudiverbera, puesto que alrededor del 40 % del calcio acumulado
al interior de las vesiculas es intercambiado por sodio extravesicular,
2) la constante de velocidad de salida de calcio (hacia un medio de Na 140, EGTA
10) se estim6 en 70 £ 30 x 102 seg”, en tanto que la constante de velocidad de
entrada de calcio se estimé en 4,3 = 0,7 x 103 seg‘l.
3) las vesiculas de tubulos-t acumulan calcio, porque poseerfan sitios de unidn de
calcio internos, los que presentan una afinidad para calcio de 3,5 + 1,1 mM,
4) la velocidad de salida de calcio es modulada negativamente por el calcio
extravesicular, encontrandose una Ko 5 de 0,1 pM para este efecto modulador,
5) el sodio extravesicular activa en forma cooperativa la salida de Ca?* desde las
vesiculas, con un namero de Hill de 2,7 y una constante para sodio de 55 mM,
6) los estudios de inmunodeteccion sugieren que en musculo esquelético de las

dos especies de anfibios estudiados, Rana catesbiana 'y Caudiverbera
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caudiverbera, se encontraria presente la isoforma NCX2, mientras que la
isoforma cardiaca solo se detecto en tabulos-t de Rana catesbiana,

7) las mediciones de corrientes i6nicas realizadas en fibras musculares aisladas
revelan que las manipulaciones de los gradientes electroquimicos del calcio o del
sodio, activan corrientes idnicas, que se€ deberian al funcionamiento del
intercambiador Na-Ca,

8) en estos mismos ensayos, los estudios en fibras musculares aisladas utilizando
colorantes sensibles a Ca?" mostraron pequefias variaciones en la concentracion
de calcio citoplasmatico, lo cual indica probablemente que el calcio que entra a la

fibra muscular, via el intercambiador Na-Ca, es bombeado al interior del reticulo

sarcoplasmatico por accién de la Ca**-ATPasa,
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