
CARACTERIZACION  DEL  INTERCAMBIADOR  SODIO-CALCIO  EN

MUSCULO  ESQUELETICO  DE  ANFIBIO

Tesis

Entregada a la

Universidad de Chile

en cumplimiento parcial de los requisitos

para optar al grado de

Doctor en Ciencias con menci6n en Biologia

Facultad de Ciencias

Por

Fredy Roberto Cifuentes Navarro

Enero,  1997

Director de Tesis: Dra. Cecilia Hidalgo Tapia



FACULTAD DE CIENCIAS

UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME   DE   APROBACION

TESIS   DE   DOCTORADO

Se informa a la Comisi6n de Postgrado de la Facultad de Ciencias que la

Tesis de Doctorado presentada por el candidato:

FREDY ROBERTO CIFUENTES NAVARRO

Ha  sido  aprobada  por  la  Comisi6n   de  Evaluaci6n   de   la  Tesis   como

requisito  de  tesis  para  optar  al  grado  de  Doctor  en  Ciencias  con  Menci6n  en

Biologia, en el Examen de Defensa de Tesis rendido el Dla 28 de Noviembre de

1996.

Director de Tesis:

Dra. Cecilia Hidalgo T.

Comisi6n de Evaluaci6n de la Tesis

Dr. Luis Beaug6

Dr.  Pedro Labarca    ................................

Dr.  Francisco sephlveda    ......................

Dr. Daniel Wolff

V\--I--------------

«...,.L!.i3,,.::C.,i-=i-ji'a



AGRADECIMIENTOS

Debo expresar mis sinceros agradecimientos a la Dra. Cecilia Hidalgo por

su valioso y constante apoyo durante la realizaci6n de esta Tesis, asi como por la

constante discusi6n cientifica mantenida durante toda la estadia en su Laboratorio.

Tanbien expreso mis agradecimientos al Dr. Julio Vergara (UCLA School

of  Medicine)  por  su  apoyo  y  cooperaci6n  para  el  desarrollo   de  una  parte

importante de esta Tesis.   Junto con el Dr. Vergara, debo agradecer al Dr. Ariel

Escobar (UCLA School of Medicine) por las largas discusiones que sirvieron para

aclarar el uso de los colorantes indicadores de calcio.

AI  Centro  de  Estudios  Cientificos  de  Santiago  le  agradezco  su  apoyo

durante el desarrollo de esta Tesis.

A mis compafieros de laboratorio, quienes merecen una menci6n especial

por compartir las largas jomadas de trabajo, especialmente durante la preparaci6n

de membranas.

A mi familia, por su compresi6n y apoyo en la distancia, les cloy gracias.

Finalmente, a Su por su infatigable apoyo y compafiia, por el carifio y alegrias que

me ha brindado, sin el cual hubiese sido dificil concluir esta etapa.

ii
8~#!,.,f;:Ta
=uj;.#.fij-i



INDICE DE MATERIAS

AGRADECIMIENTOS...................................................................................................ii

INDICE DE MATERIAS ............................................................................................... iii

LISTA DE TABLAS ....................................................................................................... vi

LISTA DE FIGURAS ............... „ ................................................................................... vii

RESUMEN.............................................................;.........................................................ix

SUMMARY....................................................................................................................xii

INTRODUCCION............................................................................................................1

1 Homeostasis de ca]cio en ]a ce]u]a muscular esque]6tica ................................ 3

2 Antecedentes Bib]iograficos ............................................................................. 10

2.1 Intercambiador Na-Ca ............................................................................... 10

2.2 Intercambiador Na-Ca en mdsculo cardlaco ............................................ 15

2.3 El intercambiador Na-Ca de mdsculo esquel6tico .................................... 20

3 Hip6tesis ............................................................................................................ 23

4 0bjetivos ............................................................................................................ 24

METODOS.....................................................................................................................26

I Preparaci6n de vesiculas de thbulos-t ............................................................. 26



2 Ensayos de union .............................................................................................. 27

2.1 Uf.i6n de [3 H] ouabalna .............................................................................. 27

2.2 Unl6n de [3 H]nitrendipina ......................................................................... 28

3 Medici6n del intercambiador Na-Ca .............................................................. 29

3.1 Flujos de entrada de calcio ........................................................................ 30

3.2 Flujos de salida de Ca ................................................................................ 31

4 Inmunodetecci6n del intercambiador Na-Ca ................................................. 32
'

5 Registros Electrofisiol6gicos ............................................................................ 34

5.1 Registro de corrieutes i6nicas en fibras musculares aisladas .................. 34

S.2 Registro de la concentraci6n de Cat+ usando colorantes fouoresceutes... 36

5.3 Propiedades de los coloruntes indicadores de Co[2+ ................................... 37

6 Materiales .......................................................................................................... 37

RESULTADOS...............................................................................................................38

1 Caracterizaci6n de las vesiculas de tdbulos transversales ............................ 38

2 Flujos de calcio .................................................................................................. 41

2.1 FLujos de entrada de calcio ........................................................................ 41

2.2 Flujos de salida de calcio desde ves[culas de tfrbulos transversales ......... 50

2.3 Efecto del calc.io externo sobre la velocldad de salida de calcio ............... S4

2.4 Efecto .del sodio en la veloctdad de salida de calcio .................................. 57

3 Inmunodetecci6n del intercambiador Na-Ca ................................................. 59

lv



\

4 Detecci6n del intercambiador Na-Ca mediante registros electrofisiol6gicos.63

4.1 Efiecto de la remoci6n del sodio exlracelular sobre la conceritraci6n de

Col+ inlracelular ............................................................................................... 65

4.2 Liberaci6n intracelular de Cd+ desde DM-nitrophen.  Efiecto sobre el

iutercambio Na-Ca ........................................................................................... 69

4.3 Propiedades de los coloranles indicadores de Crf+ ................................ „ 70

DISCUSI0N.....................................................................„............................................74

1 Consideraciones experimentales ..................................................................... 74

2 0rigen de las vesiculas de tribulos-I usadas en esta Tesis ............,................. 75

3 Flujos de calcio en vesiculas de tdbulos-t ....................................................... 76

3.1 Flujos de eutrada de calcio en ausencia de sodio inlravesicular ............. 76

3.2 Fluj os de salida de Crf+ .................. _............................................................ 79

4 Inmunodetecci6n del intercambiador Na-Ca ................................................. 85

5 Estudio del intercambiador Na-Ca mediante t6cnicas electrofisiol6gicas... 86

6 Implicaciones flsiol6gicas ....................................................................... : ......... 91

CONCLUSI0NES..........................................................................................................93

REFERENCIAS.............................................................................................................95

V



LISTA DE TABLAS

TABLA  1.    Comparaci6n  de  los  sistemas  de transporte  de  calcio presentes  en

mdsculo esqueletico ............................................................................................... 10

TABLA 2.   Propiedades  del  intercambiador Na-Ca  en membranas plasmaticas

aisladas de mtisculo esqueletico ............................................................................ 22

TABLA 3.  Composici6n de los medios de salida de calcio ................................. 3 1

TABLA 4.  Propiedades cin6ticas de los flujos de calcio ..... „ .............................. 81

vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.  Esquema de una fibra muscular esqueletica de anfibios ........................ 2

Figura 2.  Homeostasis i6nica en una fibra muscular esquel6tica .......................... 4

Figura 3.  Modos de operaci6n del intercambiador Na-Ca .................................. 14

Figura  4.    Esquema  propuesto  de  la  topologia  del  intercambiador  Na-Ca  de

mdsculo  cardiaco ................................................................................................... 18

Figura 5.  Esquema de la preparaci6n de fibra muscular aislada ......................... 35

Figura   6.      Electroforesis   en   geles   de  poliacrilamida-SDS   de   las   distintas

fracciones de membrana ........................................................................................ 39

Figura 7. Posibles vias de entrada de calcio a las vesiculas de thbulos-t ...,......... 42

Figura 8.  Uni6n de calcio a vesiculas de thbulos-t .............................................. 44

Figura 9.  Entrada de calcio a vesiculas de thbulos-t a 25 °C ............................... 46

Figura 10.  Entrada de calcio a vesiculas de thbulos-t a 5 °C .... „ ......................... 47

Figura  11. Entrada de calcio a vesiculas  de tdbulos-t mediada por intercambio

Ca-Ca.................../..................................................................................................49

Figura 12.  Posibles vias de salida de calcio desde las vesiculas de thbulos-t ..... 51

Figura 13. Salida de calcio desde vesiculas de thbulos-t en un medio sin sodio . 52

Figura 14.   Salida de calcio desde vesiculas de ttibulos-t ..... „ ............................. 53

Figura  15.     Salida  de  calcio  desde  vesiculas  de  tdbulos-t  equilibradas  y  sin

equilibrar con 2 mM Cac12„ .................................................................................. 55

Figura   16.      Variaci6n   de   las   constantes   de   velocidad   en   funci6n   de   la

concentraci6n de calcio ......................................................................................... 56

Figura  17.   Efecto de sodio extravesicular sobre  las  constantes de velocidad de

salida de  ca.lcio ................................................................................                                   ' 58

vii



Figura  18.  Inmunodetecci6n  del  intercambiador  Na-Ca  en  thbulos-t  de  Rcz#cz

catesbiana..............................................................................................................61

Figura   19.      Inmunodetecci6n   del   intercambiador   Na-Ca   en   thbulos-t   de

Coudiverbera caudiverbera ................................................................ „ ................. 62

Figura  20.    Esquema  de  la  medici6n  del  intercambiador Na-Ca  en  fibras  de

mdsculo  esquel6tico ............................................................................................... 64

Figura 21.  Activaci6n de una corriente i6nica de salida al superfundir fibras con

soluci6n RInger sin sodio ...................................................................................... 68

Figura 22. Corriente i6nica de entrada activada por fot6lisis del complejo DM-

nitrophen:Ca2+.............................................................................................„........71

Figura 23.  Respuesta de Fluo-3 y Caorange-5N a un potencial de acci6n ......... 73

viii



RESUMEN

El  ion  calcio  posee  un  papel  fundamental  en  la  fisiologia  del  mdsculo

esquel6tico.     En  este   contexto,   los   antecedentes   sobre   la  participaci6n   del

intercambiador Na-Ca en la regulaci6n del calcio citos6lico, en fibras musculares

esquel6ticas  de  anfibios,  son  escasos.     Para  caracterizar  la  contribuci6n  del

intercambiador Na-Ca a la homeostasis de calcio, se estudi6 el modo reverso de

operaci6n  de  este  transportador  en  vesiculas  de  thbulos-t  aisladas  del  anfib~io

CcI#c7z.verbercr  co#dz.verbercr.    Ademas,  se  estudiaron  ambos  modos,  directo  y

reverso, en fibras musculares dnicas aisladas de Jicr#cz ccrfesbz.cr#cz.

El  intercambiador Na-Ca  se  estudi6  I.#  vztro  en  vesiculas  de  thbulos-t,

caracterizando los flujos de salida,de Ca2+ dependientes de sodio extravesicular.

Los   flujos   de   salida   de   calcio,    correspondientes   al   funcionamiento   del

intercambiador en el modo reverso,  mostraron que s6lo una fracci6n del  calcio

contenido  en  las  vesiculas  se  intercambi6  por  sodio  extravesicular,  y  que  la

velocidad de salida de Ca2+ fue modulada por las concentraciones de calcio y de

sodio extravesiculares.   Se observ6 rna disminuci6n de la velocidad de salida de

Ca2+ al aumentar la concentraci6n extravesicular de calcio.  El 50% de este efecto

se obtuvo a una concentraci6n de calcio de 0,1  prM ®Ca = 7,06).  En ausencia de
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calcio extravesicular, el sodio extravesicular aument6 la constante de velocidad de

salida de Ca2+ en forma cooperativa (ndmero 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 10-3 seg-I (i ± 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 10-3 seg-1

(a ± SD, N = 4, 5 °C).

La preparaci6n de vesiculas  de thbulos-t utilizada en  estos  estudios  esta

altamente euriquecida en thbulos-t, a juzgar por la densidad de sitios de union de

dihidropiridinas de 79 ± 21 pmol [3H]-nitrendipina / mg protefna (= ± SD, N = 5),

y esta formada en mas  de un  800/o por vesiculas  selladas  con  la configuraci6n

interior-afuera.   Ademas, se encontr6 que las vesiculas de thbulos-t son capaces

de acumular calcio en su interior, indicando que poseen sitios de uni6n de calcio.

La constante de afinidad de estos sitios de uni6n fue de 3,5 ± 1,1 mM (N =3).

En  forma  complementaria,  se  estudi6  mediante  inmunodetecci6n  cuales

isoformas  del  intercambiador Na-Ca  estaban presentes  en  las  preparaciones  de

thbulos-t.      Los   resultados   sugirieron   que   en   mdsculo   esquel6tico   de  jtcz7€cz

ccrfefbz.cz#cz estin presentes tanto la isoforma cardiaca (NCX1) como la isofoma

de   cerebro   y   mhsculo   esquel6tico   (NCX2).      En   mdsculo   esquel6tico   de

Cczzfc7z.verbercz ccz#dz.verdercr s6lo se detect6 la presencia de la isoforma Ncm.
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En   fibras   musculares   aisladas   de  Rcz#cr   cafesbz.cz#cr,   se   estudiaron   las

corrientes i6nicas producidas en respuesta a variaciones en el gradiente de sodio,

o a aumentos repentinos en la concentraci6n de calcio intracelular ®roducto de la

fot6lisis  de DM-nitrophen:Ca2+ presente  en  el  citoplasma).    Al  superfundir las

fibras musculares con soluciones extemas en las que se reemplaz6 el sodio por

otro cati6n, se encontr6 que se producian corrientes i6nicas de salida con valores

de 0,36 ± 0,17 HA/prF (= ± SD, N = 6) a un potencial de membrana de -90 mv.

Ademas,   se   observaron  pequefios   aumentos   de   la   concentraci6n   de   calcio

citos6lico en respuesta a estas sustituciones i6nicas.   En experimentos paralelos

con sodio extemo normal, la fot61isis del complejo DM-nitrophen:Ca2+ activ6 rna

corriente  de  entrada  de  valores  entre  0,3-1  HA/prF.    Ambas  respuestas  serian

consistentes con la operaci6n 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 experimento§

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  mdsculo  esquel6tico  de

anfibio.



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

exchanger   studied   in   t-tubules   vesicles   isolated   from   skeletal   muscle   of

Ccz2/dz.verbercz cczz/dz.iJerbercz.   Both modes  of action,  forward and reverse,  of the
J

exchanger  were  studied  in  single  skeletal  muscle  fibers  isolated  from  Rcz#c}

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 ca2+ release depended on extemal calcium and sodium concentrations.  In fact,

extravesicular calcium decreased the rate of Ca2+ release with a Ko,5  of 0,1  HM

®Ca  =  7.06).    Extravesicular  sodium  increased  the  rate  constant  of calcium

release in a cooperative fashion alill number = 2.7).
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The estimated rate constant of calcium release was 70 ± 30 x` 10-3 s-I  (= ±

SD, N = 4), at pca > 9, 5 °C.  The rate constant of calcium influx was estimated at

4.3 ± 0.7 x 10-3 s-I (X ± SD, N = 4).

The    t-tubule    membrane    vesicles    contained    a    high    density    of

dihydropyridine  derivatives  binding  sites  (79  ±  21  pmol  [3H]nitrendipine/mg

protein,  ± ±  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  isQforms  in  t-tubule  vesicles   isolated  from  jtcr77cz

cczfesbz.cz#cz,  the  cardiac  isoform  (NCX1)   and  the  brain  and  skeletal  muscle

isoform  (NCX2).     However,  in  t-tubule  vesicles  isolated  from  Cczz/dz.verbercz

cczz{c7z.verdercr, only NCX2 isoform was detected.                                                          .

The   effect   of  extracellular   sodium   removal   or   sudden   increase   in

intracellular calcium concentration ®roduced by photolysis of DM-nitrophen) on

ion currents were Studied in single muscle fibers isolated from J2cz7ccz ccrfesbz.cz#cz.

Replacement of extracellular sodium by an univalent cation produced an outward

current (0.36 ± 0.17 prA/prF 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

prAvprF.  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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lNTRODUCCION

El   ion  calcio  posee  un  papel  fundamental   como  segundo  mensajero

intracelular.   El aumento de la concentraci6n intracelular de calcio desencadena

procesos  tan  diversos  co.mo  el  acoplamiento  excitaci6n-contracci6n  en mbsculo

esqueletico, cardiaco y liso (Bers,  1991),1a liberaci6n .de neurotransmisores y los

cambios en la eficiencia sinaptica en neuronas (Ghosh y Greenberg,  1995), y el

acoplamiento excitaci6n-secreci6n en c6lulas secretoras (Baker y Knight,  1986).

Sin embargo, los niveles intracelulares elevados de calcio son altamente t6xicos

paralascelulas,porlocualsiemprelosaumentosdelcalciocitoplasmaticosonde

naturaleza  transitoria.    Por  lo  tanto,  para  regular  la  funci6n  del  calcio  como

segundomensajerolasc6lulasposeenmecanismosquemantienenconprecisi6nla

concentraci6h de Ca2+ en reposo y que aseguran la naturaleza transitoria de los

cambios producidos en respuesta a diferentes estimulos.

En    el    caso    particular    de    las    flbras    musculares    esquel6ticas,    la

despolarizaci6n, de  los  thbulos  transversales  (thbulos-t)  induce  a  nivel  de  las

triadas   la   liberaci6n   de   calcio   desde   las   cistemas   teminales   del   reticulo

sarcoplasmatico  (RS).    EI  Ca2+  liberado  se  une  a  la  troponina  C  iniciando  la

1



Triada

Figura  1.    Esquema  de  una  fibra  muscular  esquel6tica  de  anfibio.    Se

muestra la disposici6n relativa de los thbulos-t y del RS, los cuales rodean a

las  miofibrillas.   Las  cistemas  terminales y  los  ttibulos-t forman  las triadas,

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

J

contracci6n muscular.   El mecanismo por el cual se acopla la despolarizaci6n de

los tdbulos-t y la liberaci6n de calcio atin no se aclara completamente.

La Figura 1 `representa un dibujo esquematico de la estructura del mdsculo

esquel6tico   de  anfibios.     Se  muestra  que  el  RS   y   los   tdbulos-t  rodean   las

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

con  los  tdbulos-t  formando  las triadas.    De  estos  estudios  anat6micbs,  Peachey



(1965)  determin6  que  mas  del  80%  de  los  thbulos-t  se  asocia  con  el  RS  en

mdsculo esquel5tico de anfibios.

La Figura 2 ilustra,algunos de los canales y transportadores que participan

en  la  homeostasis  i6nica  de  la  fibra  muscular  esquel6tica.     Entre  otros,  se

muestran los canales de sodio y potasio responsat)les del potencial de acci6n, los

canalesdecalciotipoL,ilaCa2+-ATpasadelamembranaplasmaticaylaNa+-K+-

ATpasa.     Estos   canales  y  transportadores   estin  presentes   en  proporciones

variables en los thbulos-t y en la membrana de superficie.  Para mayor claridad no

se  incluyeron  en  el  esquema  los  tampones  citoplasmaticos  solubles  de  calcio,

como la parvoalbdmina.

1  Homeostasis de calcio en la c6Iula muscular esquelet.lea.

La concentraci6n de  Ca2+  en las  fibras  musculares  en reposo  esta en  el

rango  submicromolar  (Harkins.  y  cols.,   1993).    En  respuesta  al  potencial  de
\

acci6n  el  calcio  se  eleva  transitoriamente,   alcanzando  niveles  micromolares

durante 50 milisegundos aproximadamente (Vergara y Escobar, 1993).

..Los     dep6sitos     intracelulares     de     Ca2+     (mitocondrias     y     reticulo

sarcoplasmatico) tienen rna capacidad finita para almacenar calcio.  Esto implica

que  la  c6lula  debe  poseer  mecanismos  en  su  membrana  plasmatica  que  le

permitan  regular  la  concentraci6n   intracelular  de   Ca2+   adn   en   condiciones



tdbulos-t

Sarcolema

Figura 2.  Homeostasis i6nica en una fibra muscular esquel6tica.  EI Ca2+

puede  entrar  a  la  fibra  por  vias  especificas:   los  canales  de  calcio  y  el

intercambiador  Na-Ca  operando  en  el  modo  reverso,  y  tambi6n  por  vfas

pas.ivas  no  especificas  (fugas).   El calcio  es  liberado  al  citoplasma desde  el

retfculo sarcoplasmatico (RS) via canales de liberaci6n sensibles a ryanodina,

y  es  removido  del  citoplasma,  e  indirectamente  de  los  miofilamentos,  por

acci6n, primariamente, de la Ca2+-ATpasa del RS, y por la Ca2+-ATpasa de la

`..   membrana plasmatica y el intercambiador Na-Ca actuando en el modo directo
I `   (Fig. 3).  (Modificada de Bers,1991).

extremas, err las cuales los dep6sitos intracelulares estan saturados con calcio o se

ham vaciado tras estimulaci6n sostenida.  Pequefios desbalances conducirian a una



progresiva  ganancia  o  p6rdida  del  calcio  celular,  lo  cual  podria  sobrecargar  o

vaciar la c6lula con calcio, y por consiguiente afectar los dep6sitos intracelulares.

Vias de entrada de calcio a la c6lula.   Los canales de calcio (tipo L) activados

por  voltaje  representan  rna  via  especifica  de  entrada  de  calcio  a  las  fibras

musculares.   Otra via especifica podria ser el intercambiador Na-Ca operando en

el modo reverso  (vcr Figura 3),  si  es  que  en mtisculo  esqueletico  este  sistema

operara como en mbsculo cardiaco, lo que no se ha demostrado hasta el momento

y constituye uno  de los  objetivos  de esta tesis.   Considerando,  ademas,  que en

reposo el gradiente electroquimico para Ca2+ favorece su entrada], cualquier tipo

de  fuga  en  la  membrana  plasmatica  representara  una  entrada  de  calcio  no

especifica.

Los canales de Ca2+ de mdsculo esquel6tico son principalmente del tipo L

y  se  encuentran  localizados  selectivanente  en  la  membrana  de  los  thbulos-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

\,
I femca= 2(Vm-Eca) = 2(-90-128) =  -436 mv  (En reposo)



potencial   de   membrana  (Sinchez  y   Stefapi,   1983),   c)   que  presentan  rna

inactivaci6n dependiente de voltaje (Cota y Stefani,  1989) y d) que poseen una

conductancia de  12 pS, en 100 mM Ba2+ sim6trico Ovla y Coronado,  1988).   Los

thbulos-t poseen la mayor densidad de sitios de uni6n de dihidropiridinas que se

conoce hasta el momento (Fosset y cols.,1983; Jaimovich y cols.,1986).

Debido  a  que  los  canales  de  calcio  de  mdsculo  esquel6tico  se  activan

lentamente en respuesta a los capibios de potencial,  es poco probable que ellos

produzcan  rna  corriente  de  entrada  de  calcio  durante  un  potencial  de  acci6n

(Sinchez y  Stefani,  1983).    El  rol  fisiol6gico  que  se  ha propuesto  para  estos

canales de calcio es que actuarian como las mol6culas detectoras de los cambios

en  el  potencial  de  membrana,  comunicando  estos  canbios  a  los  canales  de

liberaci6n de calcio del RS (RIos y Brum, 1987).

La otra via especifica posible  de  entrada  de  calcio  a  la c6lula muscular

esquel6tica es el intercanibiador Na-Ca, ya que se ha demostrado la presencia de

este transportador en vesiculas de thbulos-t (Donoso e Hidalgo,  1989; Hidalgo y

cols., 1991).  En otras c61ulas 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 mas adelante.

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

membrana plasmatica de mdsculo esquel6tico posee una bomba de calcio que se
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denomina  PMCA  ®or  plasma  membrane  Ca2+-ATpase).    Esta  emzima  posee

mayor afinidad por calcio que la ATpasa del RS, aunque esta presente en menor

densidad que esta riltima.  Debido a su mayor afmidad por calcio, esta ATpasa es

la responsable mayoritaria de bombear calcio fuera de la celula en el estado  de

reposo, y por consiguiente, del mantenimiento de la concentraci6n intracelular de

calcio en reposo.  La PMCA de mtisculo esqueletico, que esta presente tanto en la

meinbrana 'de  §uperficie  como  en  los  thbulos-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  inmunodetecci6n  que  en

mdsculo  esquel6tico de mamfferos se encuentra la isoforma PMCA  1,  con una

masa  molecular  de  135  kDa,  e  indican  que  esta  proteina  co-purifica  con  el

receptor de DHP y con el intercambiador Na-Ca (Sacchetto y cols., 1996).

El  otro  sistema  de  transporte  que  podria  participar  en  la  remoci6n  del

calcio hacia el exterior de la c6lulas es el intercambiador Na-Ca actuando en el

modo  directo  (Donoso  e  Hidalgo.,   1989;  Hidalgo  y  cols.,   1991).     No  se  ha

demostrado en forma concluyente que este transportador participe efectivamente

removiendo calcio hacia el exterior del mdsculo, aunque su baja afinidad por el

calcio  citos61ico  determinada  z.#  1;I./7.o  (vcr  Tabla  1)  hace  poco  probable  que

participe   en   condiciones   de  reposo.      Una   discusi6n  mas'  detallada  de   las



propiedades  de  este  intercambiador  se  presenta  en  la  secci6n  de  Discusi6n

Bibliografica.

Liberaci6n  y  captaci6n  de  calcio  por  el  RS.    Ademas  de  los  sistemas  que

permiten la entrada o la salida de calcio de la c6lula muscular esquel6tica, el RS

tiene un papel central en la homeostasis del calcio intracelular.   En respuesta al

potencial   de   acci6n  se  produce   la  liberaci6n   de   calcio   desde   las   cistemas

terminales del RS, a trav6s de canales de calcio de alta conductancia.  AIn esta en
\

discusi6n el mecanismo fisiol6gico 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 liberaci6n de calcio del

RS son sensibles a un alcaloide derivado del arbusto JZ);cz#cz specz.oscz, denominado

ryanodina,  que se une a los  canales  con alta afmidad (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 electr6nica e inicialmente denominadas "pies" (Franzini-Armstrong,

1970).

La concentraci6n de calcio al interior del RS esta en el rango milimolar, lo

que genera un gradiente quimico que favorece la salida de Ca2+ desde su interior.

Por esta raz6n, las fugas de calcio del RS representan una p6rdida del contenido

de calcio intrareticular.   Sin embargo, la membrana del RS posee una muy baja
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permeabilidad  a  calcio  en  reposo,  lo  que  hace  que  las  fugas   de  calcio   al

citoplasma sean pequefias.

En mbsculo esquel6tico existe, ademas de la Ca2+-ATpasa de la membrana

plasmatica ya mencionada, otra ATpasa que se encuentra en muy alta densidad en

la membrana del RS  y  se  denomina  SERCA ®or sarco-endoplasmic reticulum

Ca2+-ATpase).    Esta  enzima  se  activa  al  aumentar  la  concentraci6n  de  calcio

citos6lico  al  rango  micromolar  y  r,ecaptura  el  calcio  hacia  el  RS  durante  la

relajaci6n muscular.  Hasta el momento, se ham encontrado dos isoformas de esta

enzima:   SERCA   1,   que   se   expresa   exclusivamente   en   fibras   de   mdsculo

esquel6tico  de  contracci6n  fapida  y  SERCA  2a,   que  se  expresa  en  fibras

esquel6ticas lentas y tambi6n en mbsculo cardiaco.

Un resumen de las propiedades cin6ticas de los sistemas que participan en

la homeostasis del Ca2+ en mdsculo esquel6tico se ilustra en la Tabla 1 .

Considerando la afinidad relativa por Ca2+ de estos sistemas, 1a bomba de

Ca2+ de los thbulos-t es el sistema principal que participa en la remoci6n de Ca2+

en  reposo,  en  tanto  que  la  bomba  de  Ca2+  del  RS  se  activa  solo  despu6s  de

estimular el mdsculo.   Como ya se indic6, no existen antecedentes sobre el papel

del  intercambiador  Na-Ca  en  fibras  musculares  esquel6ticas,  tanto  en  reposo

como  durante  el  potencial  de  acci6n,  pero  es  probable  que,  al  igual  que  en
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mdsculo  cardiaco,  participe  al  memos  en  la  relajaci6n  de  la  fibra  muscular

actuando eh el modo directo.

Tabla  1.  Comparaci6n  de los  sistemas  de transporte  de  Ca2+  presentes  en
mtisculo es uel6tico.

velocidad                     Ko.5 [HM]
ara Ca2+)rmol/mg/min,25OC

Tdbulos-t
Ca2+-ATpasa
intercambiador Na-Ca *
(modo directo de salida de Ca2+ de
LcaieaLLuiae)ca2+,tipoLS

Reticulo sarcoplasmatico als)
Ca2+-ATpasa
Canal de Ca2+, activado por ATP

7-10
50-90

12 pS (100 mM Bac12)

2.000
60.000-200.000

110-120 S (50 nM ca2+)
* estos datos corresponden a mdsculo esquel6tico de
esquel6tico de mamiferos. S Ma y Coronado, 1988.

anfibios, el resto a mdsculo

2       Antecedentes Bibliogrdlicos.

2.1     Intercambiador Na-Ca.

Reuter y Seitz (1968) basindose en el hallazgo que el flujo de salida de

calcio desde c6lulas cardiacas se reducia al remover el sodio en el medio exteino,

propusieron que en mdsculo cardfaco existe un mecanismo que acopla los flujos

de sodio y calcio.   Baker y cols. (1967) encontraron resultados similares en ax6n

gigante de calamar.   Posteriormente, demostraron que el flujo de salida de sodio
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dependia de la presencia de Ca2+ en el medio extemo  (Baker y cols.,  1969).   A

partir de estos estudios, el intercambio Na-Ca se define operacionalmente como el

flujo de calcio dependiente del sodio, trcr#s, o como el flujo de sodio dependiente

del calcio, zrcz7zs.

Actualmente  se  acepta  que  el  intercambiador Na-Ca  se  encuentra  en  la

membrana plasmatica de '1a mayoria de las c61ulas animales.  En fibras musculares

cardiacas, fibras musculares de picoroco y en axones gigantes de calamar, se ha

demostrado que este sistema contratransporta un ion Ca2+ en into,rcambio por 3

jones Na+ (Blaustein, Dipolo y Reeves,  1991).   El procedimiento habitual que se

emplea para determinar la existencia del intercambiador Na-Ca en c6lulas o  en

vesiculas  consiste  en medir los  flujos  de  entrada o  salida de Na+  o  Ca2+, y su

dependencia reciproca de Ca2+ o Na+.  Otra forma de constatar la presencia de un

sistema  de  transporte  de  esta  naturaleza  es  medir  la  concentraci6n  de  Ca2+

citos6lico y determinar si 6sta varia en respuesta a los  cambios  en el  gradiente

electroquimico  del  sodio.   Finalmente,  tanbi6n se pueden medir  las  corrientes

i6nicas producidas en respuesta a variaciones en la concentraci6n  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

los inhibidores mss utilizados es un derivado de amilorida, diclorobenzamil (Siegl



12

y cols.,  1984).   Sin embargo, se ha reportado que este compuesto tambi6n 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 c6lulas cardiacas.

La funci6n celular que cumpliria este intercambiador serfa la de transportar

Ca2+   fuera   de   las   c6lulas.      En   el   coraz6n,   luego   de   la   estimulaci6n,   el

intercambiador es el principal mecanismo responsable del flujo de salida de Ca2+

•ycompiteporelCa2+citos6licoconlasCa2+-ATpasadplRSyelsarcolema(Bers,

1991) durante el proceso de relajaci6n muscular.

La  capacidad  del  intercambiador para  regular  la  concentraci6n  de  Ca2+

citos61ica  ([Ca2+]i)  esta  deteminada  por  la  direcci6n  del  transporte  y  por  la

magnitud  de  la tasa  de  intercambio.    La  direcci6n  del  transporte  neto  de  Ca2+

depende  de  los  gradientes  qufmicos  de  Na+  y  de  Ca2+  y  del  potencial  de

membrana;  es  decir  de  factores  termodinamicos.    La  magnitud  de  la  tasa  de

intercambio depende de factores tales  como la afinidad del intercanbiador por

Na+ y Ca2+, la densidad de transportadores, y las tasas de recambio de las distintas

etapas del proceso de transporte.

Los   factores   temodinamicos   que   determinan   el   intercambio   pueden

expresarse  en  t6rminos  del  potencial  electroqufmico  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 Ca2+, la diferencia de potencial

electroquimico  del  intercambio,  AprNa.ca,  en  la  direcci6n  de  entrada  de  sodio  y

salida de calcio de la celula, esta dada por la expresi6n:

(1)        AHNa-ca=3  ALINa+  Aprca                                             donde:

(2)       AprNa=  RTln(INa+]i/INa+]e)+FAV

(3)       ALLca=RTln([Ca2+]e/[Ca2.r]i)-2FAV

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

obtenemos que el potencial de equilibrio. del intercambiador, ENa.ca, esfa dado por:

ENa-ca==ln{(

donde R, T y F tienen sus significados habituales.   Si el potencial de membrana,

Vm, es igual a ENa.ca, entonces el transportador esta en equilibrio termodinamico y

este  potencial  corresponde  al  potencial  de  inversi6n  (Vmr).    A potenciales  de
\

membrana  mas  negativos  que  el  potencial  de  inversion,  existira  rna  corriente

i6nica de entrada de Na+ a la c6lula y el  sistema de intercambio  operara en la

direcci6n de  flujo  de  salida de  Ca2+.   A  este modo  de  operaci6n se  denomina

modo directo.   A potenciales de membrana mas positivos que Vmr, existira una

corriente i6nica de salida de Na+ y se producira un flujo de entrada de Ca2+.   A

este modo de actuar del intercambiador se le denomina modo reverso.   Ademas,

es posible que el intercambiador, en condiciones no fisiol6gicas,  funcione en el
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Na+ Na+ CaJIT ua

Ca2+ Na+ ca2+ Na+

(a)                                (b)                                (c)                             (d)

Vm < ENa.ca              medio intracelular                                   Vm > ENa.ca

Figura 3.  Modos de operaci6n del intercambiador Na-Ca.  Dependiendo

del  potencial  electroquiinico  del  sodio  y  del  calcio,  y  del  potencial  de

membrana, el intercambiador Na-Ca puede actuar: sacando Ca2+ de la fibra

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

reverso  (d).   Tambi6n puede  actuar en  intercambio  electroneutro Na+-Na+

(b) o Ca2+- Ca2+ (c).  Los modos (a) y (d) son electrog6nicos.

modo de intercambio electroneutro Na+-Na+ o Ca2+-Ca2+ (Fig. 3).

La tasa de recambio del intercambiador depende ademas de la modulaci6n

secundaria  ejercida por  distintos  metabolitos,  entre  otros:  ATP,  H+,  K+  y  Ca2+

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

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

mdsculo  cardfaco  (Miura  y  Kimura,  1989),  de  fibras  musculares  de  picoroco

(Rasgado-Flores  y  cols.,  1991)  y  de  ax§n  gigante  de  calamar  (Dipolo,  1979),

posee un sitio intracelular de uni6n de Ca2+ que debe tener calcio unido para que
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el intercambiador Na-Ca pueda operar.   La prote6lisis parcial del intercambiador

con er-quimiotripsina provoca la p6rdida de la regulaci6n por Ca2+

la activaci6n permanente del intercambiador Na-Ca, siendo innecesaria la uni6n

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, esta en el rango micromolar

(Kd  =  4-8  LiM)  y  aumenta  a  valores  submicromolares  (Kd  =  0,4-0,8  prM)  en

presencia de ATP  (Dipolo  y Beaug6,  1991).    Si  la  concentraci6n  citos6lica  de

Ca2+ es i 0,1  prM, el intercambiador de ax6n gigante de calamar no funciona.  El

efecto de ATP en este tejido se deberia a la activaci6n de una proteina quinasa

(Dipolo  y  Beauge,  1991).    En  cardiocitos,  el  efecto  de  ATP  se  deber{a  a  la

activaci6n de una quinasa de fosfatidilinositol (PI), 1o 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 mdsculo cardiaco.

Como ya se mencion6, Reuter y Seitz (1968) asociaron el flujo de salida de

Ca2+ con la presencia de sodio en el medio extemo y sugirieron que el mdsculo

cardiaco poseia un intercambiador Na-Ca.   Reeves y Sutko (1979) demostraron
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actividad  de  intercambio  Na-Ca  en  una  preparaci6n  de  vesiculas  aisladas  de

membrana plasmatica de mdsculo cardiaco. Posteriomente,  se demostr6 que el

intercambiador es  electrog6nico  (Reeves y  Sutko,  1980;  Philipson y Nishimoto,

1980).

El intercambiador Na-Ca de mdsculo cardiaco es un mecanismo importante

para regular la concentraci6n citos6lica de calcio.   Durante la excitaci6n, el Ca2+

entra al cardiocito a trav6s de canales de Ca2+ dependientes de voltaje e induce la

liberaci6n de calcio desde el reticulo sarcoplasmatico (Fabiato,  1983).  Durante la

relajaci6n, 1a [Ca2+] citos61ica disminuye porque el Ca2+ es secuestrado dentro del

reticulo  sarcoplasmatico  y  es  simultineamente  removido  de  la  c6lula  por  el

intercambiador (Bers,1991).

Se ha postulado  que  el  intercambiador tambi6n  ser{a  capaz  de  promover

una entrada de  calcio  suficiente para provocar  la liberaci6n  de  calcio  desde  el

reticulo  sarcoplasmatico  (LeBlanc  y  Hume,   19.90;  Lederer,  Niggli  y  Hadley,

1990).    LeBlanc  y  Hume  (1990)  postularon  que  el  sodio  que  entra  durante  el

potencial de acci6n a las c6lulas cardiacas, via los canales de sodio, se acumularfa

en un espacio de difusi6n restringida localizado bajo el sarcolema.  Este aumento

local    de    la   concentraci6n    de    sodio   promoveria   el    funcionamiento    del

intercambiador Na-Ca en el modo reverso, produciendo entrada de calcio via el

intercambiador, 1o que podria provocar la liberaci6n de calcio indrcida por calcio
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desde el RS.   Esta en discusi6n si este mecanismo tiene importancia fisiol6gica

(Sham y cols.,1992).

Estudios inmunohistoquimicos han mostrado que el intercambiador Na-Ca

se  ubica  preferentemente  en  la  membrana  de  los. thbulos-t  de  los  cardiocitos

(Frank y cols., 1992).  Otros autores han encontrado que el intercambiador Na-Ca

de  mdsculo  cardiaco  se  distribuye  de  igual  manera  en  la  membrana  de  la

superficie como en los thbulos-t (Kieval y cols., 1992).

El  intercambiador  Na-Ca  fue  parcialmente  purificado  a  partir  de  una

preparaci6n de sarcolema de mdsculo 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 originarfa por prote6lisis (Iwata y cols.,  1995) aunque existe

laposibilidadquecorrespondaaunaisoformaactivamascortadelintercambiador

(Gabellini y cols., 1996), y no se conoce el origen de la banda del60 kDa.

Se  ha  clonado  y  secuenciado  el  intercambiador  cardiaco,  encontrandose

que codifica una proteina de 938 aminoacidos con un peso molecular de 110 kDa.

A esta isoforma se la denomin6 NCX1  0Vicoll, Longoni y Philipson,  1990).   El

modelo  estructural,  generado  a  partir  del  perfil  de  hidrofobicidad,  postula  11
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intracelular

Figura 4. Esquema propuesto de la topologia del intercambiador Na-Ca

de  mrisculo  cardiaco.    El  diagrama  se  basa  en  el  perfil  de  hidropatfa  y

sugiere la presencia de  1 1  segmentos transmembrana, con una gran porci6n

intracelular entre los  segmentos transmembrana 5  y  6.   Existe un probable

sitio  de  glicosilaci6n  en  la  posici6n  N9;  en  el  segmento  intracelular  se

encuentra una regi6n con actividad inhibitoria del intercambiador (E, 219-

238)  y  los  probables  sitios  de  uni6n  de  Ca2+  (.,  371-508).    Se  muestra

ademas,   la   regi6n   con   homologia   a   la   Na+-K+-ATpasa   (EZ,   180-202).

Tomado de Nicoll y Philipson (1991).

segmentos   de  transmembrana  y   un   gran   dominio   hidrofilico,  probablemente

intracelular (Figura 4).
I

Los    es[udios    de    hibridaci6n    determinaron    que    los    transcritos    del

intercambiador  son  mas  abundantes  en  tejido  cardiaco,  aunque  tambi6n  estan

presentes  en  niveles  variables  en  cerebro,  pulm6n,  rifi6n,  higado,  pancreas  y
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mtisculo  esquel6tico  (Kofuji y cols.  1992).   Los  estudios  a nivel  gen6mico han

mostrado que un solo gen codifica al intercambiador de tipo cardiaco, y que por

procesamiento  altemativo  se  puede  producir  las  isoformas  encontradas  en  los

otros  tejidos  (Kofuji  y  cols.  1994).    Se  demostr6  que  el  gen  que  codifica  la

isoforma NCxl se ubica en el cromosoma 17 de rata Ovicoll y cols.,1996b).

Recientemente se ha clonado a patir 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 NCX1,

puesto que se localizaria en el cromosoma 7 de rata O`Ticoll y cols.,  1996b).   La

secuencia     de     este     clon    predice    una    proteina     de     912     aminoacidos

(aproximadamente  110  kDa).    Las  isoformas  NCxl  y  NCX2  son  61  y  65  %

identicas a nivel de nucle6tidos y aminoacidos, respectivamente.   Los transcritos

de NC)a fueron detectados originalmente s6lo en cerebro y mdsculo esquel6tico

(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 descritb el clonamiento de una tercera isoforma del intercambiador

Na-Ca desde una genoteca de cerebro de rata Oricoll y cols.,1996a,b).  A nivel de

secuencia de aminoacidos, esta tercera isoforma posee un 73°/o de identidad con

NCxl  y  un  75°/o  de  identidad  con NCX2.    Al  igual  que  NCX2,  mediante  la
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t6cnica de Northern los transcritos de NCX3 s6lo ham sido detectados en cerebro y

mdsculo esquel6tico.

2.3     E] intercambiador Na-Ca de mtisculo esquel6tico.

Los  estudios  realizados  para  caracterizar  el  intercambiador  Na-Ca  de

mdsculo  esquel6tico son escasos.   Cosmos y Harris  (1961),  demostraron que al

disminuir  el  sodio  extemo  aumentaba  la  ganancia  de  Ca2+  en  las  fibras  de

mdsculo   sartorio   de   anfibios.      Este   aumento   se   produce   en   10   minutos

aproximadamente.   Estos autores propusieron una competencia de sodio y calcio

por sitios de uni6n de naturaleza ani6nica.

Posteriomente,  Caputo  y  Bolafios  (1978)  demostraron  que  la  salida  de

Ca2+ en fibras musculares de rana mostraba 3  componentes cin6ticos principales:

uno dependiente de la concentraci6n de Na+ extracelular, otro dependiente de la

concentraci6n  de  Ca2+  extracelular y un tercero  que persiste  en  la  ausencia de

estos   cationes.      Basados   en   estos   resultados,   plantearon   la   presencia   del

intercambiador Na-Ca en mdsculo esquel5tico, y concluyeron que la disminuci6n

del  flujo  de  salida  de  calcio,  en  ausencia  de  sodio  extemo,  se  debia  a  la

"inhibici6n del intercambiador Na-Ca".

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

provenientes  de  mdsculo  esquel6tico  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  cafeina,   que  estimula  la  salida  de  calcio   desde  el  RS   al

citoplasma,  pudieron  determinar  canbios  en  la  cin5tica  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 sarcolema de mdsculo esquel6tico 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 thbulos-t y

membrana de superficie de las vesiculas usadas.

Posteriormente, Donoso e Hidalgo (1989) demostraron que las vesiculas de

thbulos-t de mdsculo esquel6tico de anfibio (selladas interior-afuera) eran capaces

de   a;umular   Ca2+   si   se   pre-equilibraban   con   sodio   toresencia   de   sodio

intravesicular),   y   encontraron   que   la   cantidad   de   calcio   acumulado   era

directamente proporcional a la [Na+]  intravesicular.   Ademas, observaron que la

velocidad de captaci6n de Ca2+, que en vesiculas interior-afuera corresponde a la

salida de calcio de la c6lula,  aumentaba con el aumento de la ccncentraci6n de

Ca2+  extemo,  informando  un Kin aparente para  calcio  (citos6lico)  de  2,7  HM.

Estos  estudios  entregaron  la  primera  evidencia  en  favor  de  la  idea  que.  el
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intercambiadorNa-Caestabapresenteenlosthbulos-tyquerealizabaintercambio

en el modo directo.

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

intercambiador Na-Ca de mdsculo esquel6tico.

Tabla 2. Propiedades del intercambiador Na-Ca en membranas plasmaticas
aisladas de mdsculo es uel6tico.

Entrada de ca2+                    Salida
endiente de sodio          de

de ca2+
endiente de sodio

Preparaci6n

Sarcolema de
Conejoa
Sarcolema de
Conejob
Sarcolema de
Cerdoc
Tdbulos-t de
anfibiod

temp°C        velocidad
rmol/mg/min

3 7°                    6,25

54 2,7

velocidad
nmol/mg/min

3,11

24

50

50-90 *

+  extravesicular.  a(Gilbert  y  Meissner,   1982);
b(Michalak y cols.,  1984); C(Mickelson y cols.,  1985); d(Donoso e Hidalgo,  1989;

Hidalgo  y  cols.,  1991).    Las  preparaciones  de  sarcolema  contienen thbulos-t y
membrana de superficie en proporciones no conocidas.

*  Medici6n  en  ausencia  de  C

Usando   un   m6todo   experimental   diferente,   consistente   en   medir   las

contracturas en fibras musculares esqueleticas aisladas de anfibios,  se demostr6

que la superfusi6n de las fibras con soluciones sin sodio provoca un aumento en

la amblitud de las contracturas inducidas ya sea por cafeina (Kawata y Fujishiro,
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1990; Garcia y cols,  1992), o por estimulaci6n con soluciones con alto contenido

de  K+   (Garcia  y  cols,   1992).     Estos   autores  postulan   que   al   disminuir  la

concentraci6n  de  sodio  en  las  soluciones  extemas,  el  intercanbiador  Na-Ca

funcionaria en el modo reverso, aumentando la concentraci6n de Ca2+ citos6lico.

Este aumento de calcio producirfa liberaci6n de calcio inducida por calcio en el

RS y potenciata las contracturas.

Hasta  el  momento,  sin  embargo,  no  hay  es.tudios  que  caractericen  al

intercambiador  Na-Ca  funcionando  en  el  modo  reverso.    Los  estudios  a  este

respecto realizados en vesiculas de thbulos-t de anfibios son preliminares (Donoso

e  Hidalgo,   1989).     En  fibras  musculares  aisladas  no  se  ha  determinado  si

efectivamente aumenta el Ca2+ citos6lico al superfundir las fibras con soluciones

con un bajo contenido de sodio.   Tampoco se ha determinado si al disminuir el

sodio   extemo   se   induce   la   activaci6n   de   una   corriente   i6nica   debida   al

intercambiador Na-Ca, como se ha hecho en mtisculo cardiaco, o si estos cambios

provocan  la  liberaci6n  de  calcio  inducida  por  calcio,  como  fue  sugerido  por

Garcia y cols. (1992).

3        H i p6tesis

La` hip6tesis  que se plantea en esta tesis  es  que el  intercambiador Na-Ca

esta presente en la membrana de los thbulos transversales de las fibras musculares
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esquel6ticas 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 c61ulas, debiera producir flujos de salida de calcio desde las vesiculas

de thbulos-t (selladas interior-afuera) acoplados a flujos de entrada de sodio,.en

tanto que en fibras musculares debiera generar un aumento en la concentraci6n de

calcio  citos61ico y una corriente  i6nica de  salida (de  sodio).   Por otra parte,  el

funcionamiento  del  intercambiador en  el  modo  directo,  salida  de  calcio  de  las

c6lulas,  debiera producir  flujos  de  entrada  de  calcio  a  las  vesiculas  (selladas

interior-afuera)  acoplados  a  flujos  de  salida  de  sodio,  y  corrientes  i6nicas  de

entrada  (de  sodio) junto  con. una  disminuci6n  del  calcio  citos6lico  en  fibras

musculares.

4       0bjctivos.

Como objetivos principales se propusieron:  1) Estudiar el  intercambiador

en vesiculas de thbulos-t aisladas de mdsculo esquel6tico de anfibios operando en

el modo reverso y 2)  Estudiar los cambios de concentraci6n de calcio intracelular

y  las  corrientes  i6nicas producidas  en respuesta a variaciones  en  los  gradientes

electroquimicos de sodio y calcio en fibras musculares aisladas.

Se propusieron los siguientes objetivos especfficos:
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i) Caracterizar la preparaci6n de vesiculas de thbulos-t, midiendo la densidad de

receptores de dihidropiridinas como un indice de purificaci6n, y estudiar la uni6n

de ouabaina (total y I.atente) para determinar el porcentaje de vesfculas selladas.

ii) Estudiar los modos de operaci6n del intercambiador en vesfculas, midiendo los

flujos de entrada y salida de calcio, y estudiar la posible regulaci6n ejercida por

calcio y sodio extravesiculares.

iii)    Investigar   por   inmunodetecci6n    la   presencia    de    las    isoformas    del

intercambiador Na-Ca en vesiculas de thbulos-t.

iv)  Estudiar  en  fibras  musculares  aisladas  los  cainbios  en  la  concentraci6n  de

calcio  intracelhlar y  las  corrientes  i6nicas  mediados  por  el  intercambiador,  en

respuesta a un aumento del calcio intracelular y en respuesta a la remoci6n del

sodio extemo.

Se  escogi6  estudiar  el  intercanbiador Na-Ca  en  mdsculo  esquel6tico  de

anfibios por las siguientes razones principales:

i)   La  posibilidad   de   medir   simultineamente   en   fibras   los   cambios   en   la

concentraci6n  de  calcio  intracelular y  corrientes  i6nicas  (objetivo  iv).  y  ii)  La

posibilidad  de  comparar  las  propiedades  del  intercambiador  con  los  estudios

electrofisiol6gicos   del   mdsculo   esquel6tico,   realizados   mayoritariamente   en

anfibios.



METODOS

1  Preparaci6n de vesiculas de tabulos-t.

Se  aislaron  las  membranas  de  thbulos-t  desde  mdsculo  esquel6tico  del

anfibio  Ccrz{c7z.verbercz  ccrz/c7z.verbe7'cz  o  del  anfibio  Rcz#cr  ca/esbz.cz#cz,  siguiendo  el

m6todo descrito por Hidalgo y cols.  (1986b).   Todo el procedimiento descrito a

continuaci6n se realiz6  en una  camara fria.    Se  disecaron  los  mdsculos  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 vommenes de tampon A

(mM:  Tris-maleato  20,  Kcl   100;  pH:7,2).     El  homogeneizado  resultante  se

centrifug6 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 adicion6

Kcl s6lido (hasta alcanzar una concentraci6n final de 0,6 M) y se centrifug6 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-

26
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300 mL con tampon A y se volvi6 a centrifugar a  100.000 x g por  1  hora.   EI

sedimento final se resusp'endi6 en 15-18 mL de tamp6n 8 (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:  (°/o  p/v:mL)  50:4;  45:4;  37,5:5;  27,5:8;  25:5.     Este  gradiente  se

centrifug6todalanoche(12-14horas,rotorSiv25.1)a22.000r.p.in.Lasbandas

de proteinas se recuperaron por aspiraci6n manual, se diluyeron con tamp6n a y

se centrifugaron a 100.000 x g por 1  hora (Rotor 30 o TFT50.38).   El sedimento

correspondiente a cada banda se resuspendi6 y homogeneiz6 con tanp6n 8, y se

separ6  en pequefias  alicuotas  (50  y  100  HL).    Las  alicuotas  se  congelaron  con

nitr6geno liquido y se guardaron en un congelador, a -80 °C, hasta el momento de

su  uso.    La  concentraci6n  de  proteinas  de  cada  fracci6n  se  determin6  por  el

m6todo de Hartree (1972) usando albbmina s6rica de bovino como estindar.

2  Ensayos de uni6n.

2.1  Uni6n de [3H]ouabaina.

•`  La  union  de  [3H]oriabaina  se  midi6.utilizando  el  m6todo  descrito  por

Hidalgo y cols. (1986b).  El medio de ensayo consistfa de 0,3 mL de: (mM) Nacl

120, Mgc1210, EGTA 1,.ATP  15, Tris-Hcl 40, pH:7,4 y [3H]ouabaina 100 nM.

Se utilizaron 6-8 pug de proteinas por ensayo.  Despu6s de incubar a 37 °C por 60
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minutos, 270  prL de cada muestra se filtraron rapidamente, mediante succi6n,  a

trav6s  de  filtros  Millipore.    Los  filtros  se  lavaron  dos  veces  con  4  mL  de  la

soluci6n  de  ensayo  (sin ATP)  enfriada  en  hielo,  se  secaron y  la radiactividad

retenida  en  ellos  se  midi6  en  un  contador  de  centelleo  liquido.    La union  no

especifica  se  determin6  en  ausencia  de  ATP  y  en  presencia  de  ouabalna  no

radiactiva 1  LiM.  Para obtener la union maxima, las vesfculas se permeabilizaron

con saponina (0,2 mg/mL)  en el medio de ensayo.   Los resultados  se expresan

como i ± SD de n determinaciones independientes realizadas por triplicado.

2.2  Uni6n de [3H]nitrendipina.

Los  ensayos  de  uni6n  de  [3H]nitrendipina  se  realizaron  siguiendo  el

m6todo descrito por Fosset y cols. (1983), en un ambiente con luz tenue debido a

la  fotosensibilidad  de  los  derivados  de  dihidro`piridinas.    El  medio  de  ensayo

consistia de:  (mM)  Cloruro de Colina  140  6 Nacl  140;  Tris-Hcl  50, pH:7,4 y

[3H]nitrendipina 0,5 a 10 nM.   Se utilizaron aproximadamente 10 Hg de proteinas

por ensayo, en un volumen final de 300 prL.  Las muestras se incubaron por 60-80

minutos a  10  °C, y se detuvo la reacci6n filtrando rapidamente 270prL de cada

ensayo a trav6s  de filtros de fibra de vidrio tipo a.   Los  filtros  se lavaron dos

veces  con  4  mL  con  soluci6n  de  lavado  enfriada  en  hielo,  se  secaron  y  la

radiactividad retenida en ellos se midi6 en un contador de centelleo liquido.   La



29

uni6n no especifica se obtuvo en presencia de nifedipina 1 HM.  Los resultados se

expresan  como  =  ±  SD  de  n  determinaciones  independientes  realizadas  por

triplicado.

A los  datos  experimentales  se ajust6  una funci6n  del tipo:  8  = Bin S  /

(S+Kd), donde 8 es el ligando unido, Bin es la uni6n maxima, Kd es la ponstante

de disociaci6n y S representa la concentraci6n del ligando libre utilizado.   Para

realizar este ajuste se utiliz6 un prograna de regresi6n no lineal.

3  Med-Ic.16n del intercamb.iador Na-Ca.

La cin6tica 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 rna sustancia hacia un compartimento intemo esta dado

por:                 Ci = Co [1-exp(-k t)I,          donde:

Ci y Co son las concentraciones de la sustancia en los compartimentos intemos y

extemos, respectivamente, y k es la constante de velocidad.

ii) el flujo de salida de uha sustancia desd.e un compartimento intemo esta dado

por:                 Ci = Col exp(-k t),                donde:

Ci y Col son las conceinaciones en los compartimentos intemos 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 thbulos-t se incubaron con Cac12 2 mM (15-20 mci 45Ca

/mmol  Ca)  a  5°C  o  25°C  por  tiempos  variables,  en  una  soluci6n  de  (mM):

gluconato  de  potasio   10,  Hepes-Tris   150,  pH:7,4,  valinomicina   lprM.     Para
\

detener  la  reacci6n  de  entrada  y  medir  el  45Ca  retenido  en  las  vesiculas,  se

Lomaron alicuotas  dc  10  prL y se agregaron sobi.e  I  mL  de soluci6n  de detenci6n

(mM:    Mgc12    5,    EGTA-Tris    10,    Lac13    10,    Hepes-Tris    140,    pH:7,4.)    e

inmediatamente se filtraron, mediante succi6n, a traves de filtros Millipore (HA,

0.45Hm).   Los filtros estaban humedecidos en (mM): Cac12 0,1, Mgc12 5, Hepes-

Tris 20, pH:7,4.  Los filtros se lavaron 3 veces con 3 mL de soluci6n de detenci6n

enfriada  en hielo,  se  see.aron y  se  midi6  la  radiactividad  retenida utilizando  un

contador de centelleo liquido.

3.1.1  Entrada de calcio via intercambio Ca-Ca.

Se  utiliz6  una  preparaci6n  de  vesiculas  previamente  cquilibradas  por  2

horas con Cac12 2 mM, en condiciones id6nticas a las anteriores, luego se agreg6

una alicuota de 45Ca y se midi6 la entrada de Ca siguiendo el protocolo ya descrito

en la secci6n 3 . I .
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3.2.  Flujos de salida de Ca.

Las   vesiculas   se   equilibraron   con   Cac12   2   mM   por   2-3   horas   en

condiciones id6nticas a las anteriormente descritas en la secci6n 3.1.   Para iniciar

la salida de Ca, una alicuota de estas vesiculas se diluy6  100 veces en alguno de

los medios de salida descritos en la Tabla 3.   Rapidamente se filtr6  1  mL de esta

mezcla  a trav€s  de  filtros  Millipore  a  distintos  tiempos,  y  se  sigui6  el  m6todo

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  (c)  sodio-calcio,  tamponados  con  distinta  concentraci6n  de

Ca2+  (pca  entre  5  y  >9),  preparados  a  partir  de  mezclas  de  EGTA-Ca2+  o

HEDTA-Ca2+, utilizando los valores de las constantes de disociaci6n publicadas.

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

Tabla 3.  Composici6n 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

Kcl 10 10 lot

Hepes-Tris,pH:7,4 20 160 20

EGTA 10 10 0

valinomicina(HM) 1 1 1
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Para medir el efecto de sodio sobre el intercambiador se midi6 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 i ± SD.

4  lnmunodetecc-16n del intercambiador Na-Ca.

Los anticuelpos primarios denominados H8-10, que reconocen la isoforma

cardiaca del intercambiador (NCX1), fueron preparados contra el intercambiador

parcialmente purificado desde sarcolema de mdsculo cardiaco de perro (Philipson

y  cols.,  1988).   Los  anticuerpos  que reconocen  la  isoforma NCX2,  presente  en

cerebro  y  en  mi'isculo  esquel6tico  de  rata,  fueron preparados  contra  un p5ptido

formado  por  los  residuos  333  a  635  de  esta  isoforma,  residuos  que  se  supone

forman    partc    de    la    porci6n    intracelular    del    intercambiador    (Philipson,

comunicaci6n  personal).    Como  controles  positivos  se  utilizaron  un  fragmento

pcptidico  dc  la  isoforma  NCX2,  p6ptido  quc  fuc  cxpi-csado  en  bactcri€i,  y  una

preparaci6n   de   sarcolema   de   mdsculo   cardiaco.      Ambos   anticuexpos   y   los

controles  positivos  respectivos  fueron  donados  gentilmente  por  el  Dr.  Kenneth

Philipson del Cardiovascular Research Laboratory (UCLA School of Medicine).
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Las  proteinas  presentes  en  la  preparaci6n  de  vesiculas  de  thbulos-t  se

separaron  mediante  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida-SDS  al  8,5°/o;  las

condiciones de corrida fueron: 70 mv y 90-100 mv en el gel de concentraci6n y

separaci6n respectivamente.  Finalizada la electroforesis, los geles se equilibraron

en el tamp6n de transferencia (mM:  Tris 3,1,  glicina 24,  metanol  loo/o) por 20

minutos, luego las proteinas se transfirieron al papel de nitrocelulosa usando un

equipo estandar BioRad.   Las  condiciones de fransferencia fueron  100 V por  1

hora   (250-330   rnA).      Finaljzada   la   transferencia,   y   para   evitar   la   uni6n

inespecifica de los anticuexpos al papel de nitrocelulosa, el papel con las proteinas

se incub6 toda la noche o durante dos horas en un tamp6n que contenia albdmina

serica de bovino  1% y leche descremada 3°/o.   Todo el procedimiento descrito a

continuaci6n se realiz6  a temperatura ambiente y con agitaci6n suave:  el papel

con  las  protefnas  se  incub6 por 2  horas  con uno  de  los  anticuexpos  primarios

(NCxl  o NCX2) diluido 1:300, se lav6 tres veces por 10 minutos con la soluci6n

tamp6n, luego se agreg6 el segundo anticuelpo diluido  1:2000 y se incub6 por 2

horas;  se  lav6  nuevamente  3  veces,  por  10  minutos  cada  vez,  con  soluci6n

tampon.   La detecci6n de los anticueapos secundarios unidos se realiz6 mediante

\

la  tecnica  de  quimio-luminiscencia  aumentada  usando  reactivos   comerciales

(Amersham).   Inmediatamente de producida la reacci6n de quimio-luminiscencia

se expuso una placa de autoradiografia hasta obtener una buena sefial.
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5  Registros Electrofisiol6gicos.

5.1  Registro de corrientes i6nicas en fibras musculares aisladas.

Para  registrar  las  corrientes  i6nicas  en  fibras  musculares  aisladas  del

mdsculo semitendinoso de J2cr7zcr ccrfesbz.cr#cz, se us6 la t6cnica de Hille y Campbell

de triple sello  de vaselina (Hille & Campbell,  1976).   Se utiliz6 una camara de

registro modificada,  1a que pemite ser usada en conjunto con registros  6pticos

(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 electricamente, 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

el6ctrico en el segmento A se mide y se usa como sefial de retroalimentaci6n en

los  experimentos  de  control  de  potencial.     Las  corrientes  de  membrana  se

normalizaron por la  capacitancia  de  las  fibras  y .se  expresan  como  prA/prF.    Se

utiliza  esta  normalizaci6n,  en  vez  de  expresar  la  densidad  de  corriente  por

ceriimetro  cuadrado  de.  membrana  extema,  para  evitar  posibles  errores  en  la

estimaci6n del area de la membrana extema del segmento A.   La capacitancia de

la fibra (prF) se estim6 de la integral de las corrientes transitorias producidas por

pulsos hiperpolarizantes.
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Figura  5.   Esquema  de  la  preparaci6n  de  fibra  muscular aislada.   Un

trozo de fibra muscular (FM) se monta en la camara de registro,  formando

cuatro  segmentos  pequefios  sepai.ados   el6ctricamente  por  tres   sellos   de

Glisseal  (VS).  Los  segmentos  se  designan:  E,  A,  8,  C.     L6s  extremos

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 8 se

bafia  extemamente  con  una  soluci6n  isot6nica  de  potasio  y  se  usa  como

referencia a tierra.   La porci6n de fibra del segmento A sc superfunde con

soluciones  extemas  de  composici6n variable.    La temperatura  del  registro

fue de |5°C.

35



36

5.2  Registro  de  las variaciones  del  Ca2+  citos6lico  usando  colorantes

fluorescentes.

La camara de registro, que pemite iluminar una porci6n del segmento A

de la fibra muscular por medio de rna fibra 6ptica, se mont6 en un microscopio

equipado con un dispositivo de epifluorescencia.   Los colorantes indicadores de

Ca2+ (Fluo-3 y Caorange-5N) se agregaron en la soluci6n intema que bafia a los

segmentos E y C  (Figura 5).   Se esper6 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  colect6  a  trav6s  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

simultaneamente  en  una  video  grabadora,  para  ser  digitalizadas  y  analizadas

posteriormente.

La liberaci6n de calcio al interior del segmento A de la fibra muscular, se

realiz6 por fot6lisis del complejo DM-nitrophen:Ca2+ mediante disparos (flashes)

de luz ultravioleta (347 nm; 30 nseg) generados por un laser de rubi (Lumonics,

UK).    La  luz UV  se  enfoc6  en  el  extremo  de  una  fibra  6ptica  con  un  lente

condensador de cuarzo.   EI DM-nitrophen tiene una Kd aparente para Ca2+ de 5

nM, en tanto que los productos derivados de su fot6lisis poseen una afmidad por
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Ca2+ de 3 mM (Zucker, 1994).  Esta disminuci6n en la afinidad produce la fapida

liberaci6n de Ca2+.

5.3  Propiedades de los colorantes indicadores de Ca2+.   .

Para deteminar la Kd de los colorantes Fluo-3 y Caorange-5N se utilizaron

soluciones estindar de pca conocido (Molecular Probes).   Se prepar6 rna soluci6n

de 300  HM de cada colorante disuelta en las  soluciones  de pca .controlado y se

midi6  la  fluorescencia  en  rna  pequefia  cubeta  hecha  de  cubreobjetos,  en  el

microscopio de epifluorescencia utilizado en los registros electrofisiol6gicos.

6  Materiales.

5-metil-[3H]nitrendipina, [3H]ouabafna y 45Ca 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, IIA de 0,45

Hm, se obtuvieron de Millipore, y los filtros de fibra de vidrio, tipo 8, de Watman

o Sigma.  Fluo-3 y Caorange-5N provinieron d.e Molecular Probes (Eugene, OR),

y  DM-nitrophen,  de  Calbiochem  (La  Jolla,  CA).    En  la  inmunodetecci6n  se

utilizaron   reactivos   Amersham   aipN   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  Caracterizaci6n de las vesiculas de tabulos transversa[es.

Los receptores de dihidropiridinas (DHP) se localizan preferentemente en

la membrana de  los thbulos-t del mdsculo  esquel6tico,  de modo  que sirven de

marcadores de membrana tubular.  El m6todo utilizado para ai.slar las vesiculas de

thbulos-t produce una .fra6ci6n de membranas con alta densidad de sitios de union
\

de derivados de DIIP (79 ± 21 pmol [3H]nitrendipina / mg proteina, = ± SD, n=5).

La alta densidad de sitios de uni6n de dihidropiridinas indica que esta fracci6n de

membrana proviene preferentemente. de los thbulos-t de la fibra muscular.

El   rendimiento   obtenido   es   de   solo   0,5   a   1,5   mg   de  proteinas   de

membranas por 100 gramos de mdsculo fresco.   En esta fracci6n vesicular estin

. presente.s 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 thbulos-t estin presentes: Mg2+-

ATpasa,  canales  de Na+,  canales de K+,  canales  de Ca2+ .(tipo .L),  Ca2+-ATpasa

(PMCA  1)  y  enzimas  del  ciclo  del  inositol  1,4,5-trisfosfato  (Hidalgo  y  cols.,

1986c).
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Figura  6.    Electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida-SDS  de  las  distintas

fracciones de membrana.   La fracci6n microsomal del mdsculo esquel6tico de

Cczndz.verd?ro  ca"dz.verdercr,  obtenida  a  100.000  g,  se  separ6  en  una  gradiente
• discontinua   de   sacarosa,   y   las   distintas   fracciones   obtenidas   se   analizaron

mediante electroforesis  en geles  de poliacrilamida-SDS  al  8,50/o.   La fotografia

muestra en el carril: (.1) marcadores de peso molecular, (2) thbulos-t de sapo, (3)

reticulo pesado de 'sapo (R3),.. (4) reticulo pesado de sapo (R3) (contaminado con

proteinas  contractiles),  (5) triadas  de sapo y (6)  triadas  de conejo.   Cada carril

contiene  aproximadamente 20  pug de proteinas  y  el  gel  fue  tefiido  con  azul  de

Coomasie.   Se indica las posiciories de la miosina (a), la Ca2+-ATpasa de RS (b),

la  6alsequestrina  de  rana  (c)  y  de  conejo  (d).    N6tese  que  las  membranas  de

thbulos-t  (carril  2.)  no  poseen  ni  Ca2+-ATpasa  (SERCA  1)  ni  calsequestrina,

marcadores especificos de RS.
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Una  de  las  caracteristicas  de  esta  preparaci6n,  que  la  hace  btil  en  los

estudios  de  transporte,  es  que  esta  formada  mayoritarianente  por  vesiculas

selladas en la configuraci6n interior-afuera.  El porcentaje de vesiculas selladas se

obtiene determinando la union de [3H]ouabaina dependiente de ATP y calculando

la relaci6n entre la uni6n de ouabaina en rna prep`araci6n intacta con respecto a la

uni6n  maxina  obtenida  en  rna  preparaci6n  permeabilizada  con  detergentes

(Hidalgo y cols.,  1986b).   La ouabaina y el ATP no son permeables y presentan

sus   respectivos   sitios   de   uni6n   en   lados   opuestos   de   la   membrana.      AI

pemeabilizar las vesiculas con detergentes, como saponina, quedan expuestos los

sitios de uni6n para ambos compuestos, por lo que se obtiene la uni6n maxima de

[3H]ouabaina.  En ausencia de detergente s61o 1as vesiculas no selladas (las cuales

tienen   ambas   caras   de   la  membrana  accesibles   a  ouabaina  y  ATP)   unen

[3H]ouabaina.   Durante este trabajo se utilizaron preparaciones con 88 ± 30 pmol

[3H]ouabaina  /  mg  proteina  (=  ±  SD,  n=8),  y  con  80-85°/o  dc  las  vesiculas

selladas.   Hidalgo y cols.  (1986b)  demostraron que el  100°/o de las vesiculas  se

sellan   con   la   configuraci6n   interior-afuera;   es   decir,   exponiendo   la   cara

citoplasmatica al medio extemo.
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2  Fluifos de calcio.

En  esta  secci6n  de  la  Tesis  se  describen  los  estudios  realizados  para

caracterizar el funcionamiento del intercambiador actuando en el modo reverso en

vesiculas   de   thbulos-t   de   mdsculo   esquel6tico    del   anfibio    Ccr#c7z.verbero

ca#cJj.verbe#cr, para lo cual se midieron los flujos de salida de calcio dependientes

de sodio extravesicular.   Se caracteriz6, en particular, el efecto de modificar las

concentraciones de calcio y sodio extravesiculares sobre la velocidad de salida de

calcio.    Al  iniciar los  estudios  preliminares  del  trabajo  de  Tesis  s61o  se  habia

caracterizado en estas vesiculas el intercarnbiador Na-Ca funcionando en el modo

directo (Donoso e Hidalgo,  1989), reportindose la Kin aparente para Ca2+ y el

efecto de Na+ intravesicular sobre la velocidad de entrada de Ca2+.

2.1  Flujos de entrada de calcio.

Como una primera estrategia para medir flujos de salida de calcio  de las

vesiculas,  se  detemin6  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 ®ara evitar el funcionamiento de la

bomba de Ca2+) y a Vm = 0 (de modo que los canales de Ca2+ est6n inactivados),

los flujos de entrada de Ca2+ a las vesfculas se podrian deber a (Figura 7):



ADP + Pi

Figura 7. Posibles vias de entrada de Ca2+ a las vesiculas de tdbulos-t.  EI

Ca2+ puede entrar por vias inespecificas o fugas (flecha punteada),  o via el

intercanbiador Na-Ca, ya sea intercambiando Ca2+ por Ca2+ o Na+, si estos

iones  estin presentes  en  el  interior de  las  vesiculas.    No  se  6onsidera la

entrada por la  Ca2+-ATpasa. porque no  hay ATP  en  el medio,  ni por los

canales de calci.o tipo L porque a Vm = 0 mv estos canales de Ca2+ estin

inactivados.
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i)   intercanibiador Na-Ca intercambiando  Ca-Ca;  este modo requiere que exista

calcio dentro de las vesi6ulas, 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, parinetro que se puede controlar

experinentalmente,
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iii) fugas a trav6s de vias inespecificas de la membrana de las vesiculas,

En primer lugar, se midi6 la acumulaci6n de Ca2+ al equilibrio, incubando

las vesiculas de thbulos-t con distintas concentraciones de Cac12 extemo. por tres

horas.  Se escogi6 este tiempo ya que experimentos preliminares demostraron que

a  las  tres  horas  se  alcanzaba  el  equilibrio  (Hidalgo  y  cols.,   1991).    En  estas

condiciones,elcalciopuedeentrarporintercanbioCa-Ca(i)(utilizandoelcalcio

presente al interior de las vesiculas) y por vias inespecificas. (iii) (al igual que los

otros iones presentes en la soluci6n de incubaci6n).   Estas determinaciones, y las

que se describen mss adelante, se realizaron en ausencia de sodio intravesicular

®ara inpedir el funcionamiento de la via ii) y fueron disefiadas para medir s6lo el

calcio  intravesicular,  ya  que  el  calcio  que  se  une  extemamente  durante  la

incubaci6n se elimina lavando las vesiculas con EGTA 10 mM.

No se encontr6 una relaci6n lineal entre el contenido de Ca2+ intravesicular

y la concentraci6n extema de Cac12 utilizada, ya que las vesiculas  acunlularon

calcio con una clara cin6tica de saturaci6n hiperb6lica sulnada a un componente

. lineal  (Fig.  8).    Si  se  calcula  la  cantidad  de  calcio  intravesicular  que  deberia

existir   a   cada   concentraci6n   de   calcio   extema,   suponiendo   i[m   volunen

intravesicular de 1,5 prL por mg de proteina, y se le suma el componente de uni6n

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.   Uni6n de calcio a vesiculas de tdbulos-t.   Las vesiculas de thbulos-t

se incubaron por 3 horas a 25 °C en un medio que contenia (mM): gluconato de

potasio  10, valinomicina 2 prM, Hepes-Tris  150, pH:7,4,  con las concentraciones

de Cac12 indicadas.  Una alicuota de 10 HL (7 pug proteinas) se diluy6 en 1 mL de

soluci6n de filtraci6n que conteria (mM):  Mgc12 5,  Lac13  5, EGTA  10, Hepes-

Tris 130, pH:7,4; se filtr6 en filtros Millipore (IIA 0,45 prm) y se lav6 3 veces con

4 mL de soluci6n de filtraci6n enfiiada en hielo.   Se muestra el resultado  de 3

determinaciones,   cada  rna   de   ellas  realizada  por  triplicado.      A  los   datos
i`'-'.

experimentales se ajust6 rna funci6n hiperb6lica, que da cuenta del componente

saturable (73 ± 10 'rmol Ca/ mg proteina,  = ± SD), mas un componente lineal de

1,6 nlnol 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 intravesiculares de uni6n de Ca2+.   De los datos

obtenidos,  se  calcul6  rna  densidad  de  sitios  de  uni6n  de  calcio  de  73  ±  10

nmol/mg proteina, con rna afinidad de 3,5 ± I,1 mM Gi ± SD, N = 3).  El calcio

unido a estos sitios de baja afmidad podria estar disponible para ser intercambiado

por Ca2+ extemo, via intercambio Ca-Ca.

A  continuaci6n  se  midi6  el  curso  temporal  de  la  entrada  de  Ca2+  a. las

vesiculas de thbulos-t.   Al incubar las vesfculas con Cac12 2 mM,  las vesiculas

acumularon al equilibrio 32 ±  10. nmol Ca/ mg proteina GE ± SD, N =  16).   La

constante   aparente   de   velocidad   de   entrada   de   Ca2+,    estimada   en   dos

preparaciones,  fue  de  0,8  ±  0,3  *   10-3  seg-I  (±  ±  SD;  a  25°C)  (Fig.  9).  Sin

embargo,  al  estudiar la cin6tica de  entrada de  calcio  a  5°C,  se  observ6  que  la

entrada  de  calcio  se  enlentecia  mas  que  lo  esperado  de  un  proceso  pasivo,

mostrando un Qio  a  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 cin5tica de entrada de calcio

es mas compleja que un proceso mediado por sin}ple difusi6n, y sugieren que rna

fracci6n del calcio acumulado por las vesfculas entra por intercambio del calcio

extemo  con  el  calcio  residual  contenido  en  las  vesiculas.     Un  analisis  mas

detallado de la cin6tica de entrada se presenta en la secci6n de Discusi6n.
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Figura 9.   Entrada de calcio a vesiculas de tdbulos-t.   Se midi5 la entrada de

Ca2+ incubando las vesiculas en un medio con Cac12 2 mM a 25 °C.   A los datos

experimentales, obtenidos en dos determinacione.s realizadas en dos preparaciones

de    thbulos-t,    se    ajust6    una    funci6n    mono-exponencial    (linea    s6lida),

encontrindose los siguientes parinetros para la entrada: basal, c = 3,7 ± 1,0 nmol

Ca/mg proteina,  carga  maxima,  A  =  13,4  ±  I,4  nmol  Ca/mg proteina  y  rna

constante aparente de velocidad de entrada: k = 0,8 ± 0,3  *  10-3 seg-i.   Las otras

lineas corresponden a las curvas te6ricas descritas en Discusi6n, donde la linea de

puntos representa la entrada de calcio esperada por simple difusi6n pasiva, y la

linea de trazos la entrada correspondiente a la suma del componente pasivo mss

un componente de entrada debido a intercambio Ca-Ca.
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Figura  10.   Entrada de calcio a vesiculas  de tribulos-t a 5 °C.   Se midi6  la

entrada de  Ca2+ incubando  las vesfculas  con  Cac12 2  mM.    Del  ajuste  de rna

funci6n mono-exponencial a los  datos  experimentales  se  obtuvo  la linea s6lida

(carga maxima, A = 15,7 ± 0,7 nmol Ca/mg proteina y una constante aparente de

velocidad de entrada, k = 0,28 ± 0,03 *  10-3 seg-I; i ± SD, N = 2). Las otras lineas

corresponden  a  las  curvas  te6ricas  descritas  en  Discusi6n,  donde  la  linea  de

puntos representa la entrada de calcio esperada por difusi6n 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 s.e equilibra al interior de las vesiculas

en 90 minutos aproximadamente, se utiliz6 la siguiente estrategia para determinar

preferentemente   entrada   de   calcio   mediada   por   el   intercambiador   Na-Ca

(operando en el modo de intercambio Ca-Ca):  las vesfculas se equilibraron con

Cac12 2 mM no radiactivo por 90 minutos y despues se midi6 la entrada de calcio

agregando una alfcuota. de 45Ca.  En estas condiciones, en que no hay gradiente de

concentraci6n de calcio (entre el medio de incubaci6n y el calcio libre al interior

de las vesiculas), pero si existe rna gradiente isot6pica,  el intercanbio 45Ca-Ca

debiera predominar por sobre la entrada pasiva de Ca2+.

Se  observ6  que  a  5°C   el  Ca2+  entraba  ripidamente  a  las  vesiculas,

equilibrindose  en   15  minutos  aproximadamente  Q7ig.   11).     La  constante  de

velocidad aparente de este proceso fue de 4,3 ± 0,7  *  10-3 seg-I  GE ± SD, N =2).

Es decir, en estas condiciones el calcio se acumula  15 veces mas ripido que al

cargar vesiculas no pre-equilibradas con Cac12 2 mM (Fig. 10).

La cantidad  de  calcio  acumulado  en  este proceso  de  intercambio  Ca-Ca

tambien fue variable entre las diferentes preparaciones de thbulos-t.   En el caso

mostrado en la Figura  11,  el nivel de calcio en las vesfculas alcanz6 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 Ca2+ en rna misma preparaci6n Q]igura 15).
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Figura   11.      Entrada   de   calcio   a  vesiculas   de   tdbulos-t   mediada   por

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

equilibradas  con Cac12 2  mM.    Se  ajust6 una funci6n mono-exponencial  a los

datos experimentales, obteni6ndose los siguientes parinetros: basal, c = 2,2 ± 0,5

nmol Ca/ mg proteina, carga maxima, A = 12,0 ± 0,8 nmol Ca/ mg proteina y rna

constante de velocidad de entrada, k = 4,3 ± 0,7 *  10-3 seg-I, (= ± SD, N = 2).
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2.2  Flujos de salida de calcio desde vesiculas de tdbulos transversales.

El  calcio  acumulado  ai  interior  de  las  vesiculas  puede  salir  al  medio

extemo por transporte mediado o por fugas inespecificas de la membrana tubular,

procesos  que  presentarin  cursos  temporales  diferentes.     Dependiendo  de  la

composici6n del medio extemo podemos diferenciar estos procesos (Fig. 12).
'

Si  se  diluyen vesiculas  cargadas  con Ca2+  en un medio  de  salida que no

contenga ni sodio ni calcio (Tab|a 3,(a), M6todos), de forma que el intercambio

Na-Ca y el intercambio Ca-Ca no sc manifiesten, s6lo el componente inespecifico

estat presente.   En estas condiciones se encontr6 que el calcio salia lentanente,

de los datos obtenidos se extrapol6 rna constante de velocidad de salida de 0,2 ±

0,1  *  io-3 seg-I rx ± sD, N = 5; i5Oc) a7ig.  13).

Para  estudiar  la  cinetica  de  salida  de  calcio  en presencia  de  sodio,  via

intercambio  Na-Ca,  las  vesiculas  equilibradas  con  Cac12  2  mM  (mas  45Ca)  se

diluyeron  en  un  medio  que  contenfa Na+  140  mM,  EGTA  10  mM  (en  estas

condiciones  no  podria  ocurrir  intercambio  Ca-Ca,  porque  la  concentraci6n  de

calcio  extravesicular  es fa  en  el  rango  nanomolar).    Se  observ6  que  solo  una

fracci6n del Ca2+ acumulado al interior de las vesfculas  se intercambi6 por Na+

extemo, y que la velocidad de salida de calcio,  de esta fracci6n intercambiable,

• fue muy ripida.  La constante de velocidad estimada fue de 70 ± 30 *  10-3 seg-1 (X

± SD, N = 4;  5°C).   Un ejemp|o representativo se muestra en la Figura  14.   El
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Figura 12.  Posibles vias de salida de Ca desde las vesiculas de tdbulos-t.

EI  Ca2+ puede  salir desde las vesiculas por salida simple,  a trav6s  de vias

inespecificas de la membrana (fuga) o via el intercambiador Na-Ca.   A. Al

diluir   vesiculas   de   thbulos-t   en   un   medio   sin   sodio   ni   calcio,   el

intercanibiador no puede actuar y s6lo se manifestat el componente de fuga

(flecha punteada).   8. Si se dilnyen las vesiculas en un medio que contiene

sodio (sin Ca2+ en el ejemplo) el Ca2+ puede salir por intercanbio Na-Ca y

por el componente de fuga.

porcentaje del Ca2+ acumulado al interior de las vesiculas que se intercambia por

sodio  vari6  de  25  a 43  0/o.    La  fracci6n  de  Ca2+  no  intercanbiable  por  sodio

extravesicular difundi6  desde  el interior de  las  vesiculas  con rna  constante  de

velocidad aparente, similar a la del proceso pasivo descrito anteriormente.

Para privilegiar la salida de calcio  dependiente de  sodio,  se  cargaron las

vesiculas  con  Ca2+  mediante  intercambio  45Ca-Ca  por  15  minutos  (como  se

describi6  en  la  secci6n  anterior)  y  luego  se  indujo  la  salida  de  calcio  via  el

intercanbiador Na-Ca, diluyendo estas vesiculas en un medio que contenia sodio
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Figura 13.   Salida de Ca desde vesiculas de ttibulos-t en un medio sin sodio.

Se  midi6  la salida  de  Ca2+  desde vesiculas  de  thbulos-t  equilibradas  durante  2

horas con Cac12 2 mM.   La soluci6n de salida contenia:  (mM) Hepes-Tris  140,

EGTA  10 (15  °C).   Los puntos experimentales corresponden al i ±  SD  de una

deteminaci6n  realizada  por  triplicado.    Los  parametros  obtenidos  del  ajuste

fueron: carga maxima a tiempo cero, AO = 12,0 ± 0,4 nmol Ca/mg protefna y una

constante  de  velocidad  de  salida,  k  =  0,15  ±  0,02  *   10-3  seg-I.  A  los  valores

experimentales se les rest6 la union de calcio no especffica, a los filtros y a las

proteinas.
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Figura 14.  Salida de calcio desde ve§iculas de tdbulos-t.  Se midi6 1a salida de

Ca2+, a 5 °C, desde vesfculas de thbulos-t equilibradas durante 2 horas con Cac12

2 mM.   La salida de calcio se inici6 diluyendo  en soluciones de las siguientes

composiciones, en mM: (I) Na 0, F,GTA 10, Hepes-Tris 140; (0) Na 140, EGTA

10.     Los  datos  mostrados  corresponden  al  promedio  de  2  determinaciones,

realizadas en la misma preparaci6n de membranas.  Se extrapol6 una constante de

velocidad de salida de 0,25  *  10-3 seg-I  a la salida en medio 0 Na/EGTA,.   Del

ajuste de una funci6n bi-exponencial a la salida en medio Na/EGTA se obtuvieron
]

los  siguientes parametros:  fracci6n intercambiable por sodio = 20,7 ± 0,9 nmol

Ca2+/mg proteina, constante de velocidad de salida, k = 0,11 ± 0,01 seg-I; fracci6n

no  intercambiable  por  sodio  =  26,9  ±  0,4  nmol  Ca2+/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  an}bas  condiciones  se  encontraron  valores  similares  para  la

constante de velocidad de salida y la cantidad de calcio intercambiado Qrig.  15).

La  cantidad  de  calcio  acumulado  en  los  experimentos  en  que  se  cargaron  las

vesiculas  por  intercambio  45Ca-Ca  fue  menor,  por  lo  que  porcentualmente  se

intercambi6 una fracci6n mayor del calcio (58 al 630/o) que la obtenida al inducir

la salida de Ca2+ desde vesiculas sin pre-equilibrar (26-40%).

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

Los primeros  experimelltos  que realizamos  al iniciar esta tesis  indicaron

que el  calcio  en  el medio  extravesicular enlentecia la salida de  Ca2+ desde las

vesiculas (Hidalgo y cols.,  1991).  Esta acci6n 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 Ca2+ en medios  que poseian un amplio

rango  de  concentraci6n de  calcio,  desde pca  5  a pca >  9.    Se  observ6  que  a

medida que aumentaba el calcio libre extravesicular (disminuyendo el pca),  se

produjo una disminuci6n significativa de la constante de velocidad de salida de

calcio desde las vesiculas (Figura 16).   La concentraci6n de calcio con la cual se

obtuvo el 50% del efecto fue de 10-7 M ®Cao,5 = 7,06).
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Figura 15.   Salida de Calcio desde vesfculas de tdbulos-t equilibradas y sin

equilibrar con Cac12 2 mM.  Las vesiculas se equilibraron con Cac12 2 mM (.)

o  con Cac12 2  mM (0)  durante 3  horas  a 25  °C,  luego,  a estas  dltimas  se  les

agreg6 una alicuota de 45Ca y se incub6 por  15 minutos adicionales.   En ambas

preparacio`nes, se midi6 la salida de Ca2+, 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 ajust6 rna funci6n de salida mono exporfencial a los datos,

obteni6ndose  los  siguientes  parinetros.    Para  (.):  fracci6n  intercambiada por

sodio = 18,6 ± 1,8 nmol Ca/ mg proteina, constante de velocidad de salida, fr = 46

± 9 *  10-3 seg-I, fracci6n no intercambiada por sodio, c = 27,7 ± 1,2 nmol Ca/ mg

proteina.   Para (0): fracci6n intercalnbiada por sodio =  16,4 ± 0,7 nmol Ca/ mg

proteina,  constante  de  velocidad  de  salida,  fr,  42  ±  3  *  10-3  seg-I;  fracci6n  no

intercambiada por sodio, c = 9,8 ± 0,7 nmol Ca/ mg proteina.
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Figura  16.     Variaci6n  de  las  constantes  de  velocidad  en  funci6n  de  la

concentraci6n  de  calcio.     Se  muestra  la  dependencia  de  las  constantes  de

velocidad de  salida de Ca2+,  desde las vesiculas  de thbulos-t,  en  funci6n de  la

concentraci6n  de  calcio  extravesicular  ®Ca).    La  salida  de  Ca2+  se  midi6  en

experimentos pareados, a 5 °C.  Cada punto corresponde al promedio de al menos

3   determinaciones   independientes.      Se  ajust6  una  funci6n  sigmoidal   a  las

constantes de velocidad de salida.  El 50 0/o del efecto del calcio extravesicular se

observ6 a un valor de pca de 7,06.
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Para oombarar los valores  absolutos  de las  constantes  de velocidades  de

salida,  a  los  distintos  pca,  1as  mediciones  que  se  ilustran  en  la  Figura  16  se

realizaron en rna sola preparaci6n de thbulos-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     experinentales,     usando     distintas

preparaciones de thbulos-t, confirmaron este efecto del calcio extravesicular sobre

la velocidad de salida de Ca2+ 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 thbulos-t,  se midi6 la salida de calcio  en

medios sin calcio y con diferentes concentraciones de sodio (30, 60, 90 o 120 mM

Na+,  EGTA  10  mM).    Se  encofltr6  que  al  aulnentar la  concentraci6n  de  sodio

extravesicular  se  producia  un  aumento  de  la  velocidad  de  salida  de  calcio,

llegando  a saturaci6n con concentraciones  de  sodio mayores  que  100 mM.    El

analisis de los resultados indic6 que existia cooperatividad entre la constante de

salida y la concentraci6n  de  sodio.    Se  ajust6  una funci6n  de  Hill  a los  datos

experinentales y se encontr6 un n de Hill  de  2,7 y una constante  de  Hill para

sodio de 55 mM. El promedio de tres determinaciones realizadas en rna misma

preparaci6n 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  midi6  1a  salida  de  Ca2+  diluyendo  vesiculas  de  thbulos-t

cargadas con Ca2+ en medios de salida que contenian EGTA 10 mM y 30, 60, 90

o 120 mM Na; la osmolaridad de las soluciones se compens6 con Hepes-Tris.   EI

curso temporal de la salida de Ca2+, en deteminaciones realizadas por triplicado

en  cada  rna  de  las  concentraciones  de  sodio,  se  ajust6  a  rna  funci6n  mono-

exponencial para obtener las  constantes  de velocidad de  salida.    Se muestra la

relaci6n  entre  las  constantes  de  velocidad  de  salida  de  Ca2+  en  funci6n  de  la

concentraci6n de sodio extravesicular.   Se ajust6 rna funci6n de Hill a los datos,

obteni6ndose n = 2,7 y KH = 55 mM.
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3  lnmunodetecci6n del intercambiador Na-Ca.

Con el prop6sito de investigar si el intercambiador Na-Ca presente en las

vesiculas .t thbulos-t de anfibios cQrresponde a alguna de las isoformas conocidas

hasta el momento y para las cuales se dispone de anticuexpos, se realiz6 estudios

de inmunodetecci6n.  Se utilizaron anticuerpos policlonales especificos tanto para

la isoforma de mtisculo cardiaco Orcx1) (Philipson y cols.,  1988) como para la

isoforma presente en mdsculo esquel6tico y cerebro de rata (NCX2).

Tdbulos-t    de    R¢#¢    c¢/tzsbj¢#a.          Los    primeros     ensayos     de

inmunodetecci6n  se  efectuaron  en  rna  preparaci6n  de  thbulos-t  de  mbsculo

esquel6tico    de    J247zcz    cafesbz.cr77cz,  .  Ia    especie    utilizada    en    los     estudios

electrofisiol6gicos descritos mss adelante.  Se encontr6 que los anticuerpos contra

la  isoforma  cardiaca  (NCX1)  reaccionaron  con  dos  bandas  proteicas  de  las

membranas de thbulos-t (Figura 18, carril 1): una banda mayoritaria de alrededor

de  120 kDa y una minoritaria cercana a  160 kDa.   El control, correspondiente a

membranas  de  sarcolema  aisladas  de  mdsculo  cardiaco  de  mamifero,  tambi6n

present6 reacci6n con dos bandas de masas similares (Figura 18, carril 2) y que

corresponden ,al intercambiador Na-Ca (Philipson y cols.,  1988).  Estos resultados

indican que la preparaci6n de thbulos-t del anfibio jzcz#cz cczlesbz.crJ" contiene la.

isoforma NCX1.   Se observ6, ademas, una significativa reacci6n del anticuexpo

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 inico

hasta ahora disponible para identificar NCX1.

Contrastando  con  la  clara  reacci6n  obtenida  con  los  anticuerpos  anti-

NCX1,   1os   anticuexpos   contra   la   isoforma   de   mdsculo   esquel6tico   NCX2

mostraron rna d6bil reacci6n con las membranas de thbulos-t de Rcr7zcz ccrzesbz.cz#cz.

S6lo se detect6 rna tenue rna banda de aproximadanente  60  kDa (Figura  18,

carril  3).     El  control  positivo,  contra  un  p6ptido  de  masa  de  35  kDa  (que

corresponde a un fragmento presumiblemente intracelular de NCRE)  expresado

en bacteria, present6 ademas de la banda de 35 kDa que corresponde al p6ptido,

numerosas otras bandas (Figura 1 8, carril 4) como ha sido descrito en la literatura

al  usar  este  sistema  de  expiesi6n.    No  se  observ6  reacci6n  con  la  fracci6n

correspondiente a RS.

Estos resultados son la primera demostraci6n directa, usando anticueipos,

que sugieren que ambas isoformas  del intercambiador Na-Ca, NCxl  y NCX2,

estarian  presentes  en  los  thbulos-t  de  mtisculo  esquel6tico  del  anfibio  Rcz7ccz

catesbiarra.

Ttibulos-t   de    Czz#dz.verdcro   ca«df.vcrbcro.        Se   repiti6    el   mismo

procedimiento de inmunodetecci6n con preparaciones de thbulos-t y RS aisladas

de  mdsculo  esquel6tico  de  Cc!c/dz.veJ.bercz  cc[#c7z.verbercz.     Se  encontr6  que  los

anticuexpos contra NCX2 reconocieron una banda mayoritaria de alrededor de 60
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Figura 18.  Ininunodetecci6n del intcrcambiador Na-Ca cn tdbulos-t de Ra/la

ca/es4i.ana.  La fotografia muestra que los anticuelpos contra la isoforma cardiaca

(NCxl) reconocen  bandas de proteina con masas  de  alrededor de  120 y de  160

kDa (carril  I, puntas de flecha) en la fracci6n de tdbulos-t dc mdsculo esquel6tico,

y reaccionan con proteinas de similar nasa en una preparaci6n  de sarcolema de

mdsculo  cardiaco  de  perro  (c.arril  2).  Los  anticuerpos  contra  la  isoforma  de

mdsculo  esqueletico  OVCX2)  reconocen  bandas  de  alrededor  de  60  kDa  en  la

fracci6n  de  tdbulos-t  de  mdsculo  esquel6tico  (carril  3).    Se  usa  como  control

positivo para NCX2 un p6ptido proveniente del putativo segmento intracelular de

esta isofoma expresado en bacteria, (carril 4).
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Figura  19.     Inmunodetecci6n  del  intercambiador  Na-Ca  en  tdbulos-t  de

C¢#dJ.vcrbcra cawd/.verbcJa.   La fotografia muestra que en tdbulos-t de mdsculo

esquel6tico de este anfibio, los anticuerpos contra la isoforma esqueletica OVCX2)

reconocen proteinas de alrededor de 60-65 kDa y una d6bil banda de alrededor de

100 kDa.



63

kDa y rna banda tenue  de  alrededor  de  100  kDa presentes  en  la  fracci6n  de

•thbulos-t  (Fig.   19).     No   se   observ6  reacci6n  de   estos   anticuerpos   con  las

fracciones de RS pesado ni con rna preparaci6n de triadas de mtisculo esquel6tico

aisladas del mismo anfibio, 1o que podria deberse a que esta ultima fracci6n s61o

posee un loo/o de thbulos-t.

En  contraste  con  lo  observado  en  la  preparaci6n  de  trfulos-t  de  RcrJ?cr

ccrfeSbz.c7#cr, no se observ6 reacci6n de los anticuerpos contra NCxl con proteinas

de  100 kDa.   S61o se detect6,  en algunas preparaciones, rna d6bil reacci6n con

rna serie de bandas de masas inferiores a 60 kDa (datos no mostrados)..  Estos

resultados   sugieren   que   en   mdsculo   esquel6tico   del   anfibio   Ccr#cJj.vebe7icr

ccr#c7z.verdercr    se     encontraria    mayoritariamente     la    isoforma    NCX2     del

intercanibiador  Na-Ca.     Altemativamente,  podrian  explicarse  estos  resultados

suponiendo que la isoforma NCxl de este anfibio seria mas inestable que NCX2.

4  Dctecci6n    del    intercambiador   Na-Ca    mediante   registros

electrofisiol6gicos.

Se estudi6 1a contribuci6n del intercanibiador Na-Ca en la regulaci6n de la

concentraci6n intracelular de calcio en fibras musculares aisladas, registrando las

corrientes   i6nicas   y   los   canbios   en   la   concentraci6n   de   Ca2+   intracelular

producidos en respuesta a variaciones en los gradi'entes 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 medici6n del intercambiador Na-Ca en fibras

de mdsculo esquel6tico.  Con las concentraciones de sodio y calcio indicadas

en a, el potencial de inversi6n del intercambiador Na-Ca, Vrev, es de -64 mv

aproximadamente.   En condiciones de reposo (a), debido a que Vm < Vrev el

intercambiador  funciona  en  el  modo  directo  sacando  Ca2+  desde  la  fibra

muscular,   al   aumentar  el   Ca2+  intracelular  mediante   liberaci6n   desde   el

complejo   DM-nitrophen:Ca?.+    (b),    se    favorece    el    funcionamiento    del

intercambiador en el modo directo, lo que induce la salida de Ca2+ y la entrada

de Na+ al interior de las fibras.   Finalmente,  al superfundir la fibra con una

soluci6n sin Nat (c), se tiene que Vm > Vrev de modo que se produce la entrada

de Ca2+ y la salida de Na+ desde las fibras, esto genera una corriente i6nica de

salida.

La   manera   usual   de   variar   el   gradiente   de   sodio   es   disminuir   la`

concentraci6n de sodio en la soluci6n extema, hasta lograr que el potencial  de

inversi6n del intercambiador sea menor que el potencial de membrana (Figura 20,

c).  En el caso del Ca2+, 1a situaci6n 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 remoci6n del sodio extracelular sobre la concentraci6n

de Ca2+ intracelular.

Si se` superiunden fibras musculares mantenidas a un potencial de -90 mv

con soluciones extemas en las cuales se ha reemplazado el sodio por otro cati6n,

se genera un gradiente de salida de sodio (ENa.ca a -600 mv).   Por lo tanto,  se

cunple la condici6n Vm > Vrev y el intercambiador Na-Ca funciona en el modo

reverso.    AI  operar  el  intercambiador  en  esta  forma  se  debiera  producir  rna

corriente de salida llevada por sodio acoplada a la entrada de calcio al interior de

lafibra,loquepi.ovocariaunaumentoenlaconcentraci6nintracelulardeCa2+.

Para probar si el intercanbiador responde de este modo, se aislaron fibras

musculares   dnicas,   que   se   mantuvieron  bajo   condiciones   de   potencial   de

membrana  controlado  a  -90  inv  durante  todo  el  curso  del  experimento.    Se

investig6   en   estas   condiciones,   si   al   reemplazar   el   sodio   por   otro   cati6n

monovalente ;n la soluci6n Ringer extema se activaba rna corriente i6nica, y si

se producian cambios en la concentraci6n de calcio intracelular.

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

la precauci6n de utilizar soluciones extemas 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  i6nicas;  ademas  de mantener el

potencial a -90 mv (a este potencial s6lo una infima fracci6n de los canales de

sodio y de calcio tipo L se encuentran activados), se trabaj6 con soluciones que

contenian TTX (10-6 M) para bloquear los canales de sodio, y gluconato de. cesio

en el medio intemo para bloquear los canales de potasio.

Debido a que se esperaba que los cambios en la concentraci6n intracelular

de  Ca2+ estuvieran  en el rango  de  10-7 M  a  10-6  M,  se  escogi6  a Fluo-3  como

indicador de calcio, porque posee rna constante de afmidad para Ca2+ de 0,3 prM

aproximadamente (vcr mas adelantp).  Para evitar la aparici6n de ruidos el5ctricos

en los registros se utiliz6 rna superfusi6n lenta de la fibra muscular.  Por lo tanto,

no se consider6 como una limitacidn la respuesta cin6tica relativamente lenta de

Fluo-3   (Escobar  y  cols.,   1995).     El  tiempo  de  recambio  de  la  soluci6n  de

perfusi6n 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 QTMG+).

Se encontr6 que, independiente del cati6n utilizado, en soluciones con cero

sodio extemo 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, fue de 3 a 12 nA (0,18 a

0,65  prA/prF; = = 0,36 ± 0,17 prA/prF, 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 maximo 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  cinara de

registro.

Por  otra  parte,  en  algunos  de  estos  experimentos  se  observe  que  en

respuesta a la superfusi6n de soluciones sin sodio se producia un ligero aumento

del volumen de la fibra muscular.  El aumento del volumen celular ocune a pesar

de que las soluciones fueron cuidadosamente calibradas (osmolaridad, pca, pH).

Hasta el  momento  no  se tiene rna clara  explicaci6n  de por qu6  ocurren  estos

cambios de volumen.

Esta variaci6n en el volumen de las fibras musculares dificult6 realizar una

cuantificaci6n precisa de los cambios en la concentraci6n de calcio, puesto que
\

los cambios de volumen celular falsean las mediciones de fluorescencia 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   emisi6n   de

fluorescencia es distante del de Fluo-3 y porque su fluorescencia es independiente
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Figura 21.  Activaci6n de una corriente i6nica de salida al s.uperfundir fibras

con  soluci6n  RInger  sin  sodio.     Se  muestra  el  efecto  que  se  produce  al

superfundir  una  fibra  muscular  aislada  de  mtisculo  semitendinoso  de  jzc}#¢

ccr/esoz:a#cz con soluci6n a la que se reemplaz6 el sodio por tetrametilamonio.   Se

registr6 la corriente i6nica a un potencial de mantenimiento de -90 mv, y a 15 °C.

La linea bajo el registro de corriente indica la superfusi6n con soluci6n sin sodio.
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de la concentraci6n de calcio de tal modo que las variaciones en la fluorescencia

de este segundo  colorante reflejarian  s6lo  los  cambios  de volumen.   Luego  de

realizar estas correcciones, se encontr6 que los  cambios  en la concentraci6n de

calcio  estaban  en  el  rango  submicromolar  (0,03-0,1  HM),  muy por  debajo  del

aumento de calcio que ocurre en respuesta a un potencial de acci6n o en respuesta

a la despolarizaci6n de la fibra muscular que se produce al variar el potencial de

mantenimiento.

4.2  Liberaci6n intracelular de Ca2+ desde DM-nitrophen.  Efecto sobre

el intercambio Na-Ca.

Como    una    aproximaci6n    complementaria,    se    vari6    el    gradiente

electroquimico  del  calcio,  produciendo  un  sdbito  aumento  en  la  concentraci6n

intracelular de Ca2+ por fot61isis del complejo DM-nitrophen:Ca2+, y se determin6

si estos cambios en los niveles de calcio citos6lico activaban corrientes i6nicas.

Se  equilibr6  el  DM-nitrophen  al  interior  de  las  fibras  por  difusi6n  desde  los

extremos cortados.

Considerando  los  gradientes  electroquimicos  del  sodio  y  del  calcio,  se

esperaba que al aumentar la concentraci6n de calcio intracelular, manteniendo las

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

que 6ste funcionara en el modo directo, sacando calcio de la fibra muscular.   Al
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funcionar el intercambiador en este modo se deberfa observar rna corriente i6nica

de entrada debida al sodio.

En 3  experimentos  independientes  se detect6  que  la liberaci6n de  calcio

desde DM-nitrophen activ6 una corriente i6nica de entrada de alrededor de 20 nA

(23 ± 10 nA, n = 3).   Esta corriente de entrada se activ6 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  concentraci6n  de  calcio.     Se  observ6  esencialmente  la  misma

respuesta al utilizar Fluo-3 o Caorange-5N para detectar calcio citos6lico.

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 i6nicas apropiadas, tales como eliminar el sodio

extemo,    para    corroborar    si    la    corriente    i6nica    detectada    correspondia

efectivamente a una corriente de entrada de sodio.

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

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

4.3  Propiedades de los colorantes indicadores de Ca2+ .

Para  medir  los  cambios  .en  la  concentraci6n  intracelular  de  calcio,  es

.  necesario  tener  en  cuenta  la  afinidad  del  colorante  por  Ca2+,  puesto  que  6sta
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Figura 22.   Corriente i6nica de entrada activada por fot6lisis del complejo

DM-nitrophen:Ca2+.    Se  muestra  que  la  liberaci6n  de  Ca2+  por  fot6lisis  del.

complejo   DM-nitrophen:Ca2+   activa   rna   corriente   de   entrada   a   las   fibras

musculares esquel6ticas de jzcr#cr cafesbz.cr7€cz y una elevaci6n del calcio citos6lico.

Estos registros se realizaron a 15 °C.  El medio intracelular contenia aspartato de

cesio 80 inM, DM-nitrophen ®Ca = 7) 6 mM y Rhod2 300 HM.  La flecha indica

el   disparo   del   laser.      Para   evitar   la   saturaci6n   del   fotodiodo,  .se   bloquea

electr6nicamente  su  respuesta por  2  mseg,  de  modo  que  la  serial  fluorescente

muestra un retardo artificial.  (u.a. = unidades arbitrarias).
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determina  el  rango  dinamico  de  concentraciones  de  calcio  en  las  cuales  el

colorante puede  ser de utilidad,  su respuesta cin6tica y  el  aumento relativo  de

fluorescencia que experimenta el colorante al unir calcio.

Por  estas  razones,  se  determin6  la  afinidad para  Ca2+  de  los  colorantes

Fluo-3 y Caorange-5N.  Se obtuvo un Kd de 0,3 prM para Fluo-3 y de 70 prM para

Caorange-5N,  aunque  este  bltimo  podria  poseer  tambi6n  un  componente  de

menor  afinidad,  con  un  Kd.  cercano  a  150-180  HM.     Ademas,  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

midi6 el aumento de fluorescencia de estos colorantes al unir Ca2+, que se expresa

habitualmente como la relaci6n AFAI o bien como Fmck.ffmin..  En el caso de Fluo-

3 se encontr6 que la raz6n Fmax.Almin = 20-30, en tanto que para Caorange-5N esta

raz6n fue de solo 3-4.  Estos valores indican que Fluo-3 tiene mejor relaci6n serial

ruido que Caorange-5N.   Sin embargo, Caorange-5N tiene una mejor respuesta

cin6tica a los cambios de calcio (Escobar y cols.,  1995), y es capaz de seguir con

mayor precision los cambios en la [Ca2+] que ocurren en respuesta a un potencial

de acci6n (Cifuentes y cols., 1995, Fig. 23).

•,
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Figura 23.  Respuesta de Fluo-3 y Caorange-5N a un potencial de acci6n.  Se

midi6 el cambio en la concentraci6n de Ca2+ citos61ico producido en respuesta a

un potencial  de  acci6n usando  300  prM  de  Fluo-3  o  Caorange-5N.    La  fibra

muscular  de JZcr77cr ccrzesbjcr#cr se  equilibr6  a  15  °C  con rna  soluci6n  intema  de

aspartato de potasio que conteria EGTA 500 prM, 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.   N6tese el retardo de aproximadanente  1.5-2 mseg. de

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

potencial de acci6n.



DISCUSION

1  Consideraciones experimentales.

La mayor ventaja para realizar los estudios del intercambiador Na-Ca en la

preparaci6n de thbulos-t de anfibios, obtenida con el m5todo descrito por Hidalgo

y  cols.  (1986b),  es  que  esta  fracci6n  esta  formada por  80  a  85%  de  vesiculas

selladas con la configuraci6n interior-afuera.   La integridad de las vesfculas, que

se infiere de los estudios de latencia de los  sitios  de uni6n de  [3H]ouabaina,  se

confirm6   indirectamente   al   encontrar   que   las   vesiculas   practicamente   no

presentan fugas de calcio desde su interior, como se discute mss adelante.

El principal inconveniente de esta preparaci6n es su bajo rendimiento (0,5 -

1,5   mg  proteina/100   gr.   de  mdsculo  fresco).     Ademas,   finalizada  la  etapa

preparativa,  es  necesario  realizar  rna  caracterizaci6n  basica  de  la  fracci6n  de

thbulos-t  que  incluye  la  determinaci6n  de  la  densidad  de  sitios  de  uni6n  de

derivados d.e dihidropiridinas y de ouabalna.   En el caso de los experimentos de

flujos de Ca2+, se determina la cantidad de Ca2+ acumulado, el curso temporal de

la  salida  pasiva  `y  la  fracci6n  de  Ca2+  intercanbiable  por  sodio.     El  bajo

rendimiento y esta caracterizaci6n preliminar limita el ndmero de los estudios de

transporte que se pueden realizar en una misma preparaci6n de membranas.
1'

74



75

En un iutento de evitar esta limitaci6n, y trabajar con membranas que se

obtienen con mucho mayor rendimiento, se realizaron experimentos preliminares

con  el  prop6sito  de  caracterizar  el  intercambiador Na-Ca  en  una  fracci6n  de

triadas.    No  se  obtuvieron resultados  apropiados,  debido  a  que  el  componente

mayoritario de reticulo sarcoplasmatico contamina las mediciones.  Esto ocurri6 a

pesar  de  usar  rojo  de  rutenio,  bloqueador  no  especifico  de  los  canales  de

liberaci6n  de  calcio  del  RS.    Ademas,  debido  al  bajo  porcentaje  de  thbulos-t

(100/o) en esta preparaci6n (Hidalgo y cols., 1993) se debe trabajar con rna mayor

cantidad de proteinas, 1o que aumenta significativamente el nivel basal de todas

las mediciones de Ca2+ disminuyendo la relaci6n sefial ruido de las mediciones.

2  0rigen de las vesiculas de tabulos-i usadas en esfa Tesis.

Los   estudios   morfo16gicos   de   mdsculo   esquel6tico   de   anfibios   hen

demostrado que mas del 800/o de la membrana tubular son tfroulos-t de union, ya

que se encuentran asociados al RS formando uniones triadicas (Peachey,  1965).

Los thbulos-t no asociados al RS se denominan thbulos-t libres.  Los receptores de

DHPs  estin  presentes  solo  en  la  membrana  tubular,  y  parecen  encontrarse

exclusivamente en los thbulos-t de uni6n (Salvatori y cols., 1990).  Por lo tanto, la

densidad  de  receptores  de  DIIP  es  rna medida  del  origen  y  la pureza  de  las

fracciones tubulares aisladas.



76

La densidad de sitios de uri6n de DIIP de las preparaciones de thbulos-t

usadas en esta tesis fue > 70 pmol [3H]nitrendipina /mg proteina.  Esto indica que

la fracci6n de membrana utilizada tiene un alto grado de pureza y proviene de los

thbulos-t  de  uni6n.     La  mayoria  de  las  preparaciones  de  thbulos-t,  tanto  de

anfibios como de manriferos,  descritas en la literatura tienen menor densidad de

receptores (Hidalgo,  1986), 1o que sefiala que contienen memos tfroulos-t de uni6n

que la preparaci6n usada en esta Tesis.

3   Fluifos de calcio en vesiculas de gdbulos-a.

3.1  FEujos de entrada de calcio en ausencia de sodio intravesioular.

Es posible estudiar flujos de calcio en las fracciones aisladas de thbulos-t

porque   la   mayoria   de   las   vesiculas   estin   selladas.       En   las   condiciones

experimentales  usadas  (vesiculas  sin  sodio),  las  vias  de  entrada  de  calcio  mss

probables son por intercanbio Ca-Ca, ya que las vesiculas contienen calcio en su

interior  (Donoso  e  Hidalgo,   1989),  y  por  fugas  inespecificas.     Debido  a  la

inactivaci6n de  los  canales  de  calcio  tipo  L,  1a probabilidad que  se  produzcan

flujos de entrada de calcio por estos canales es minina.  La ausencia de ATP en el

medio de incubaci6n asegura que la bomba de Ca2+ no contribuya a los flujos de

entrada.



Los  experimentos  de  carga  de  calcio  mostraron  que  la  concentraci6n

intravesicular  de  Ca2+  al  equilibrio  fue  en  todos  los  casos  significativamente

mayor que la concentraci6n de calcio extema.   Si el volumen intravesicular fuera

de  1,5  prL/mg  proteina  (Hidalgo  y  cols.,  1991),  al  equilibrar  las  vesiculas  con

Cac12  2  inM  el  contenido  de  Ca2+  1ibre  en  el  equilibrio  seria  s61o  de  3  rmol

Ca/mg proteina.   El rango encontrado fue de 32 ± 10 nmol Ca/ mg proteina QV =

16).  Estos resultados indican que las vesiculas de thbulos-t poseen sitios de uni6n

de calcio, a los cuales se uniria mss del 80°/o del calcio intravesicular.   De hecho,

se encontr6 un componente saturable de upi6n con una afinidad de 3,5 mM y rna

capacidad maxima de uni6n de 73 nlnoles por mg de proteina.

Debido  a  la  variabilidad  en  la  cantidad  de  calcio  acumulado  por  las

distintas  preparaciones  de  vesiculas  incubadas  en  Cac12  2  mM,  los  resultados

presentados  corresponden  a  experimentos  realizados  dos  o  tres  veces  en  N

preparaciones  OT 2 2).    Sin embargo,  a pesar de la variabilidad  en los valores

absolutos de calcio acumulado,  se observaron valores similares de las constantes

cin6ticas de los flujos de entrada (y tanbi6n 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
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tener distintas dependencias de temperatura, ya que un proceso mediado por un

transportador presenta una dependencia de la temperatura (Qio) mucho mayor que

un proceso pasivo.  El hecho que la constante de velocidad aparente disminuyera

de 0,8 ± 0,3  *  10-3 seg-I a 0,28 ± 0,01  *  10-3 seg-1 al bajar la temperatura de 25°C

a 5°C, indica que una fracci6n del calcio entra por transporte mediado.

Para intentar separar anibos  componentes,  se supuso que la constante de

velocidad de salida por fuga, 0,2 *  10-3 s-1, es igual a la constante de velocidad de

entrada mediada por fuga.   Se utiliz6,  ademas, el valor de constante de entrada

mediada por intercamt>io Ca-Ca, 4.3 *  10-3 s-1, obtenido a 5 °C.   Con estos valores

se construy6 rna. funci6n que representa la suma de los dos componentes:

fl(x) = A (.1 -exp(-ki t)) + 8 (1 -exp(-k2 t))

donde ki y k2 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 temperatura existen  suficientes puntos  experimentales tempranos.   De  este

ajuste se obtuvieron valores de A = 3 nmol/mg y 8 = 17 nmovmg, con un R2 =

0.98  (Fig.  10,  1inea  de puntos),  en tanto  que  el  ajuste  con  una  funci6n mono-

exponencial (Fig.  10, linea de trazos) dio un valor de R2 de 0.97.  El ajuste con la

funci6n que define dos componentes de entrada indicaria que solo una fracci6n

minoritaria,  15%, del calcio acumulado por las vesiculas entraria via intercambio
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Ca-Ca.  Este pequefio componente s6lo contribuiria a la entrada total en tiempos

menores de 10 minutos, 1o que podria explicar por que s6lo los puntos tempranos

se desvian del ajuste con rna funci6n mono-exponencial.

Es posible realizar un analisis similar para la cin6tica de entrada obtenida a

25 °C.  Suponiendo un componente de entrada mediado por intercambio Ca-Ca de

s6lo  15% de la entrada total,  5ste contribuirfa muy poco  a la entrada de calcio

medida a tiempos superiores  a  10 minutos.   De hecho,  es posible  ajustar a los

puntos  experimentales  sobre  10  minutos rna  funci6n mono-exponencial  con  la

misma k de la entrada pasiva.

3.2  Flujos de saEida de Ca2+.

Los estudios de salida de calcio hacia una soluci6n extema que no contenia

sodio  ni  calcio  mostraron  que   el  calcio   salfa  lentamente  de   las  vesfculas,

indicando  que  las  vesfculas   se  encuentran  selladas  y  que  poseen  una  baja

permeabilidad a calcio.  Este componente se atribuy6 a fugas inespecificas.

Para estudiar la salida de Ca2+ mediada por el intercambiador Na-Ca,  se

midi6 la salida de Ca2+ hacia un medio extravesicular sin Ca2+ y que contenia Na+

140 mM.  En estas condiciones deberian manifestarse el componente de fuga y el

componente de intercambio Na-Ca.   Se observ6 que s6lo rna fracci6n del Ca2+

acumulado era intercambiada por sodio, con rna constante de velocidad de salida
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en el rango  de 70 ± 30  *  10-3  s-I  qu = 4).   Por otra parte,  al pre-equilibrar las

vesiculas con Cac12 2 mM y luego cargarlas con 45Ca mediante intercambio 45Ca-

Ca,  para posteriormente  inducir la salida de  Ca2+ hacia un medio  de  salida  de

composici6n id6ntica al anterior,  se  encontr6 que la fracci6n de calcio  que era

intercambiada por sodio fue signiflcativamente mayor que el control, 1os valores

de  las  constantes  de  salida  fueron  similares.    Los  valores  absolutos  del  calcio

intercambiado fueron similares, por lo que la diferencia en la fracci6n de calcio

intercambiado se explica porque las vesiculas acumulan un menor contenido de

calcio mediante intercambio 45Ca-Ca que en la condici6n control.

El hecho que s61o un porcentaje del calcio intravesicular sea intercanbiado

por sodio se puede explicar suponiendo ya sea la existencia de dos poblaciones de

vesiculas, una poblaci6n que posea el intercambiador y otra que no lo posea;  o

bien, que existan dos clases de sitios de union de Ca2+ al interior de las vesiculas,

uno desde el cual el calcio se pueda intercambiar rapidanente por sodio (o por

calcio) y otro  sitio,  con mayor afinidad,  desde  el  cual  el  calcio  se  intercambie

lentamente.  No es posible discemir entre ambos mecanismos con los resultados

experimentales obtenidos, ya que ambos modelos explican el hecho que aumente

la  fracci6n  de  Ca2+  intercambiable  por  sodio  al  preincubar  las  vesiculas  con

•  Cac12.
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Un resumen de las propiedades cin5ticas de los flujos de calcio se presenta

en la siguiente Tabla:

Tabla 4. Propiedades cin6ticas de los flujos de calcio en vesiculas de tdbulos-t.

Flujos de entrada Constante de velocidad

k *  103 seg-1

Ca-Ca 4,3 ±0,7

Ca-Ca (residual, 25 °C) 0,8 ± 0,3

Ca-Ca (residual, 5 °C) 0,28 ± 0,03

Flujos de salidainespecifico(0Na-0 Ca)

0,2 ± 0,1

Na-Ca 70 ± 30

A   partir    de    los    datos    obtenidos    se   pueden    calcular    los    flujos

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

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

1,5  prL (Hidalgo y cols.,  1991), el volumen de una vesicula es de 5,2 *  10-]6 cm3,

su  superficie  es  de  3,1   *   10-10  cm2  y  1  mg  de  vesfculas  contendria  3   *   10[2

vesiculas.  Las velocidades iniciales de salida de calcio se calculan de la relaci6n

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

Ca2+ / mg proteina y de k de 70 *  10-3 seg-1 (a 5 °C), se obtienen velocidades de
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salida en el rango de  1,2 nmol mg-1  seg-1.   Transfomados  a flujos  de salida de

calcio, se obtienen valores de flujos de 1,3 *  10-12 mol cm-2 seg-1.

Efecto del calcio extravesicular.  Al comparar las velocidades de salida de Ca2+

en medios con sodio 140 mM y distintas concentriiciones de calcio extravesicular,

se encontr6 que el calcio extemo 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 mencion6 en la

Introducci6n,  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 Beapge,1991; Rasgado-Flores y cols.,1991).

Considerando  esta  diferencia,  se  caracteriz6  el  efecto  del  Ca2+  extemo

sobre la velocidad de salida de Ca2+ en medios con Na+ 140 mM y diferente pca

controlado.  La concentraci6n de calcio a la cual se obtuvo el 50°/o del efecto fue

de sl0-7 M toca = 7,06), valor que esta en el rango de las concentraciones  de

calcio citoplasmatico reportadas en fibras musculares esquel6ticas en reposo.  La

afinidad de este sitio sugiere que podria tratarse de un sitio regulador mss que de

un sitio de transporte.  Este valor es menor que el Kin para calcio intracelular del

intercambiador cardiaco (Reeves y Sutko,  1983) y tambi6n es menor que el Kd

del  sitio  regulador  intracelular presente  en  ax6n,  medido  en  ausencia  de  ATP

(Dipolo   y   Beauge,    1991).      La   existencia   de   este   sitio   regulador   en   el
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intercambiador Na-Ca de fibras musculares de anf]bio,  indicaria que al  aumentar

el    calcio    intracelular    se    enlenteceiia    la    entrada    de    calcio    a    traves    del

intercambiador Na-Ca.

Recientemente se ha descrito el clonamiento de un intercambiador Na-Ca

presenteenDrosop"aelquemuestraunfenotipodistintoderegulaci6nporCa2+

(Hryshko y cols.,  1995).   A diferencia de lo descrito con la isofoma NCxl y en

similitud  a  lo  encontrado  en  esta  Tesis,  el  intercambiador  de  DrasapAi./cr  es

inhibido por concentraciones de Ca2+ citos61ico submicromolares (Buchko y cols.,

1996).   Los estudios de la secuencia del CADN revelaron que este intercambiador

es 480/o id6ntico con la isoforma NCxl  a nivel de aminoacidos, y que posee sitios

de  uni6n  de  Ca2~  de  secuencia  similar  a  la  encontrada  en  la  isoforma  NCxl

(Buchko. y cols.,  1996).   Estos resultados plantean  la inteiTogante  de por qu6 un

sitio regulador con estructura similar efectha acciones completamente diferente en

intercambiadores  que  presentan  un  alto  porcentaje  de  homologia.     Si  los  dos

fenotipos   regulatorios   estin   relacionados   al   mismo   sitio   de   uni6n   de   Ca2',

debieran  existir  etapas  intemedias,  entre  la  union  de  Ca2+  y  la  regulaci6n  del

funcionamiento del intercanbiador Na-Ca,  que sean distintas entre los  diferentes

fenotipos de intercanbiador.

En  este  contexto  seria  muy  interesante  realizar  la  comparaci6n  de  la

secuencia y posible  topologia  del  intercambiador Na-Ca  de  mhsculo  esqueletico
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de anfibi.o y compararla con la isoforma de mtisculo esquel6tico de mamiferos y

de Drasopfez./c!, y determinar si este sitio regulador es conservado en la isoforma

presente en anfibios.   Probablemente este sitio de uni6n de Ca2+ sea conservado

entre  las  diferentes  especies  y  los  distintos  fenotipos  sean  consecuencia  de  la

presencia de otro sitio reguladdr diferente.

Efecto  del  sodio  extravesicular.    Los  estudios  del  efect`o  de  sodio  sobre  la

velocidad de salida de Ca2+, 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  funci6n  de  Hill,  encontrandose  un  ntimero  de  Hill  de  2,7  y  rna

constante KH de 55 mM para sodio.  Estos datos concuerdan con lo informado en

la   literatura  para   el   intercambiador   cardiaco,   y   son   consistentes   con  rna

estequiometria de intercambio de 3 Na+ por 1 Ca2+.

Finalmente, se debe mencionar que esta propiedad de intercambio Na-Ca

presente   en   las   vesiculas   de   thbulos-t   de   mdsculo   esquel6tico   de   anfibio

Ccz„dz.verbercz cczz4c7z.verbercz se pierde en el transcurso de unos dias.   La raz6n de

esta p6rdida se desconoce.
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4  Inmunodctecci6n del intercambiador Na-Ca.

Los estudios de irmunodetecci6n del intercambiador Na-Ca, utilizando el

anticuerpo   policlonal   118-10   contra   la   isoforma   cardiaca   OVCX1),   se   ban

realizado  en  membranas  aisladas  de  mbsculo  cardiaco  o  en  lineas  celulares

transfectadas  con  el  CADN  de  la  isofoma NCxl  del  intercalnbiador  Na-Ca.

Estos estudios han reportado proteinas de 160,  120 y 70 kDa que corresponderian

al intercambiador; este anticuerpo reacciona ademas con otras bandas proteicas de

la preparaci6n de  sarcolema cardiaco  (Philipson y cols.,  1988;  Vemuri y  cols.,

1990; Iwata y cols.,  1995; Sacchetto y cols.,  1996).   Hasta el momento, 118-10 es

el rfuco  anticueapo  disponible para realizar la inmunodetecci6n de  la isoforma

NCxl mediante la tecnica de irmunoblot (K. Philipson, comunicaci6n personal).

Los estudios de hibridaci6n de ARN realizados en mtisculo esquel6tico de

mamiferos indican que ambas isoformas del intercambiador Na-Ca se expresan a

nivel de ARN mensajero (Kofuji y cols.,  1992; Li y cols.,  1994).  No existen a la

fecha estudios de este tipo que indiquen cual de las isoformas del intercambiador

Na-Ca esta presente en mrisculo esquel6tico de anfibios.

En esta Tesis, 1os estudios de irmunodetecci6n usando el anticuexpo  118-

10  y  otro  anticuerpo  policlonal  contra  un p6ptido  perteneciente  a  la  isoforma

NCX2,  sugieren  que  en las  vesiculas  aisladas  de  thbulos-t  de  jzc}ffo  ccz/esbz.cz77cz

estin presentes anbas isoformas del intercambiador Na-Ca.   Por otra parte, en la
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preparaci6n  de  thbulos-t  del  anflbio  Ccr%dz.ve7`ZJe%  ccr%c7z.verGer¢  1os  resultados

obtenidos s61o mostraron la presencia de la isofoma NCX2 del intercambiador.

Enrelaci6nalapresenciadelaisofomaNCxlenesteanfibio,1osresultadosno

son concluyentes, puesto que s61o en algunas preparaciones de thbulos se obtuvo

irmunoreacci6n,peroconbandasproteicasdemasamolecularinferioresalasdel

intercambiador.

En conclusi6n, estos resultados son la primera indicaci6n de que rna o las

dos  isofomas  del  intercambiador  Na-Ca  estin  presentes  en  los  thbulos-t  de

mtisculo esquel6tico de anfibios.

5  Estuciio     del     intercambiador     Na-Ca     mediante    t6cnicas

electrofisiol6gicas.

Se  estudi6  la  actividad  del  intercambiador  en  fibras  musculares  rfucas

aisladas de JZ¢„ ccrfesGj¢#¢ produciendo canbios en el gradiente electroquinico

de sodio o de calcio y determinando el efecto de estos cambios en las corrientes

i6nicas y en la concentraci6n de calcio citos61ico.

Experimentos  sin  sodio  externo.    Considerando  las  concentraciones  de

sodio y de calcio intracelulares y de la soluci6n de superfusi6n, y el potencial de

mantenimiento de las fibras (-90 mv), al eliminar el sodio de la soluci6n extema

sepuedecalcularqueelpotencialdeinversi6ndelintercanbiadoresdelordende
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-600 mv.  En estas condiciones el intercambiador funciona en el modo reverso, 1o

que deberla producir rna corriente i6nica de salida de sodio acoplada a la entrada

de Ca2+ a la fibra muscular.

Se encontr6 que al reemplazar el sodio por otro cati6n moiiovalente en la

soluci6n  de  perfusi6n,  se  producia  rna  corriente  i6nica  de  salida,  con  rna

magnitud neta de 0,36 ± 0,17 pA/prF a 15 °C.  Estas corrientes fueron reversibles,

puesto  que  al  superfundir  nuevamente  la  flbra  con  soluciones  con  sodio  se

elimin6 la corriente neta,  lo que indica que ella esta asociada estrechamente  al

cambio  de  gradiente  electroquimico  para  sodio.    Mss  atn,  suponiendo  que  la

capacitancia de la membrana es de 1 prF/cm2, esta corriente neta corresponde a un

flujo neto  de salida de 3,7  *  10-12 equivalentes  cm-2 seg-1.   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,  este  flujo  neto

corresponde a un flujo d.e entrada de calcio de 3,7 pmoles cm-2 seg-1.   Este valor

esdemagnitudcomparablealosflujosdesalidadecalcio,1,3pmolescm-2seg-[a

5 °C, obtenidos en vesfculas de thbulos-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 extemo es

debida al intercambiador Na-Ca funcionando en el modo reverso.
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En relaci6n  a la variaci6n  en  la  concentraci6n intracelular  de  calcio,  se

esperaba que el funcionamiento del intercambiador en el modo reverso produjera

un aumento en la concentraci6n intracelular de calcio.  Se puede hacer un calculo

aproximado de la variaci6n en la concentraci6n de calcio (sin tomar en cuenta la

difusi6n  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

cilindro con un volumen de  1,57  *  10-6 cm3  (100  prm de  diametro y 200  prm de

largo), a trav6s de cuya superficie fluye una corriente neta de salida de 6 nA.  Esta

corriente corresponde a un flujo i6nico de 6,2  *  10-14 equivalentes/seg.,  a trav6s

de la superficie de la fibra que se registra.  Por lo tanto, durante un registro de 1

minuto en soluci6n extema sin sodio debieran entrar 2,3  *  10-6 mol Ca2+/cm3 y |a

concentraci6n de calcio debiera aumentar a 2,3 mM.  Considerando que el espacio

intracelular  de   una   fibra  muscular   esta   ocupado   mayoritariamente  por   las

miofibrillas,  el  aumento  en  la  concentraci6n  de  calcio  intracelular  debiera  ser

mayor  atin.    Sin  embargo,  los  cambios  en  la  concentraci6n  de  Ca2+  citos6lico

fueron apenas detectables con el m6todo empleado, siendo menores de 0,1 prM.

El hecho  que  no  se  haya  detectado un  aumento  en  la  concentraci6n  de

calcio citoplasmatico de la magnitud esperada podria explicarse suponiendo que

el calcio que entra es bombeado hacia el RS por acci6n de la Ca2+-ATpasa.   En

rna fibra muscular que funciona normalmente, el RS posee rna 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   prM).     De  modo   que   si  esta

explicaci6n es  correcta,  para obtener un  aunento  sigrificativo  del  calcio  libre

citos61icoseriaindispensabletenerpreviamenteinhibidalaCa2+-ATpasadelRS.

Para comprobar esta hip6tesis, se intent6 bloquear la Ca2+-ATpasa del RS

con tapsigargina,  droga que preferentemente  inhibe  esta  enzima y  que  ha  sido

utilizada en fibras musculares de anfibio (Caputo y Bolafios,  1995).   Sin embargo,

estos  experimentos  no  fueron  exitosos,  porque  a pesar  de  usar  dosis  bajas,  1a

tapsigargina result6  dafiina  a las  fibras  musculares,  que  sufrieron  contracturas

probablemente  causadas por  el  aunento  en  el  Ca2+  citos6lico  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

farmacol6gico apropiado.    Sin embargo,  queda la posibilidad que las  corrientes

netas medidas al elininar el sodio extemo no se debar al intercambiador.

Aumento  de calcio  citos6Iico.   Como una aproximaci6n complementaria

para estudiar la actividad` del intercanbiador Na-Ca en fibras aisladas de mtisculo

esquel6tico   de   anfibios,   se   vari6   el   gradiente   electroquinico   del   calcio,

produciendo un aunento en la concentraci6n citos61ica de calcio, por fot61isis del

complejo DM-nitrophen:Ca2+, y nridiendo  si este aumento  en el calcio  activaba

rna corriente i6nica.
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El   m6todo   de   liberar   calcio   desde   DM-nitrophen   ha   sido   aplicada

exitosamente en el estudio del intercanbiador Na-Ca de mtisculo cardiaco quiggli

& Lederer,  1991; Niggli & Lederer,  1993; Niggli & Lipp,  1994), pero no existen

estudios  semejantes  en  mtisculo  esquel6tico.     Niggli  y  Lederer  (1991,   1993)

encontraron  que  la  liberaci6n  de  Ca2+  desde  el  complejo  DM-nitrophen:Ca2+,

activa rna corriente de entrada transitoria en c61ulas cardiacas.   La magnitud de

esta  corriente  es  dependiente  de  la  temperatura y  del  potencial  de  membrana,

variando entre valores de 0,7 prA/prF a Vm = 0 mv, 20 °C, a valores de  10 LLA/prF

a Vm = -80 mv, 35 °C.   Se postula que esta corriente se debe a la entrada de Na+

porelintercambiadorNa-Cafuncionandoenelmododirecto.

Otra  estrategia  para  producir  aumentos  en  la  concentraci6n  de  calcio

citos6lica en cardiocitos fue adoptada por Hatem y cols.  (1994),  quienes dando

pulsos rapidos de cafeina para liberar calcio desde el RS, activaron rna corriente

i6nica 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

intercanbiador Na-Ca.

Se  encontr6  que  en fibras musculares  esquel6ticas,  1a liberaci6n de  Ca2+

desde el complejo DM-nitrophen:Ca2+ produjo la activaci6n de una corriente de

entrada  de  alrededor  de  20  nA  (0,3-1LLA/prF,   a   15  °C).     Estas  corrientes  se

activaron  en  forma  instantinea  con  el  disparo  UV  de  laser  y  permanecieron
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estables durante el tiempo que dur6 el registro (50 mseg.).  Esto demuestra que en

mbsculo     esquel6tico     de     anfibio     existen    mecanismos     que     responden

instantineamente  a los  aunentos  citos61icos  de  calcio  generando  rna  corriente

i6nica de entrada.  Por analogia a lo observado en mdsculo cardiaco, proponemos

que esta corriente representa la entrada de sodio por el intercanbiador.   Como en

las soluciones intemas que difroden desde los extremos cortados de las fibras se

utiliz6 aspartato como ani6n; 1a posibilidad que se active rna coriente ani6nica

(de salida) en respuesta al aunento del calcio citos61ico es baja.

6  Implicaciones fisiol6gicas.

Se  propone  que  en  rna  fibra  de  mdsculo  esquel6tico   en  reposo,   el

intercambiador Na-Ca  funcionaria  en  el  modo  directo  a  muy  baja  velocidad,

debido a la Ko,5 descrita de 2,7 prM (Donoso e Hidalgo,  1989).   Sin embargo, tras

episodios  de  estimulaci6n  sostenida  en  que  el  calcio  citos61ico  alcanza niveles

micromolares,  el  intercambiador,  en  analogia  con  lo  que  ocurre  en  mtisculo

cardiaco,  seria un mecanismo  eficiente  de  remoci6n  de  calcio  hacia  el  medio

extracelular.   Durante el potencial de acci6n, cuando se cumple la condici6n que

Vm es mayor que ENa.ca, entraria Ca2+ via el intercambiador.   Sin embargo, dada

la gran capacidad de almacenamiento del RS, el a.alcio que entra seria bombeado

hacia el interior del mismo.
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A la luz de los resultados encontrados, 1os experimentos de Garcia y cols.

(1992) y de Kawata y Fujishiro  (1990)  descritos  en la Introducci6n se  pueden

explicar postulando que al  superfundir las fibras musculares  con  soluciones  sin

sodio,  el  intercambiador Na-Ca  fimciona  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 Ca2+ en el RS se produce un aunento signiflcativo de la

magnitud  de  las  contracturas  inducidas  por  cafeina  o  por  despolarizaci6n  por

potasio.

En conclusi6n, 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  mdsculo

esquel6tico de anfibio.   Actuando en el modo directo, n}overia calcio fuera de la

fibra tras un aumento sigrrificativo de su concentraci6n intracelular.  Actuando en

el modo reverso, podria operar como un mecanismo fisio|6gico de relleno del RS.



CONCLUSIONES

Las conclusiones principales de esta Tesis se enumeran a continuaci6n:

1) los estudios de flujos de salida de Ca2+ revelan la presencia del intercambiador

Na-Ca   en   las   vesiculas   de   thbulos-t   aisladas   de   mbsculo   esquel6tico   de

Ccz#dz.1;erbercz ccz"c7z.1;erbercr, puesto que alrededor del 40 °/o del calcio acumulado

al interior de las vesiculas es intercambiado por sodio extravesicular,

2) 1a constante de velocidad de salida de calcio (hacia un medio de Na 140, EGTA

10) se estim6 en 70 ±  30 x 10-3 seg-1, en tanto   que la constante de velocidad de

entrada de calcio se estim6 en 4,3 ±  0,7 x 10-3 seg-1.

3) 1as vesiculas de thbulos-t acumulan calcio, porque poseerian sitios de uni6n de

calcio intemos,1os 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, encontrindose rna Ko,5 de 0,1 HM para este efecto modulador,

5) el sodio extravesicular activa en forma cooperativa la salida de Ca2+ desde las

vesiculas, con un ntimero de Hill de 2,7 y rna constante para sodio de 55 mM,

6) 1os  estudios de inmunodetecci6n sugieren que en mdsculo esquel6tico de las

dos     especies     de     anfibios     estudiados,    RCJ7ecz    cczfeszJz.cz77cz    y     CczaccJz.verz)era
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ccr#cJz.ve7'bercz,   se   encontraria  presente   la   isofoma  NCX2,   mientras   que   la

isoforma cardiaca s61o se detect6 en thbulos-t de Rcz7ccr ccrzesz)z.c!7€cz,

7) 1as mediciones  de  corrientes i6nicas realizadas en fibras musculares  aisladas

revelan que las manipulaciones de los gradientes electroquinicos del calcio o del

sodio,   activan   corrientes   i6nicas,   que   se   deberian   al   funcionamiento   del

intercambiador Na-C a,

8) en estos nrismos ensayos, 1os estudios en fibras musculares aisladas utilizando

colorantes sensibles a Ca2+ mostraron pequefias variaciones en la concentraci6n

de calcio citoplasmatico, 1o cual indica probablemente que el calcio que entra a la

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

sarcoplasmaticoporacci6ndelaCa2+-ATpasa,
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