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RESUMEN

Se describe la estandarizacion de un ensayo de actividad para la ATPasa de
calcio del eritrocito. De acuerdo con el ensayo, la actividad mdxima de la
enzima corresponde a 3.79 micromoles de fosfato por miligramo de protei-
na de membrana por hora y la actividad basal representa aproximadamente
el 10% de la actividad mdxima. El comportamiento de la curva de actividad
contra el tiempo es lineal durante los primeros 30 minutos y se presenta
una alta correlacién entre aumento en la actividad de la enzima y concen-
tracién de Calmodulina. Gracias al ensayo es posible cuantificar
Calmodulina en concentraciones menores a 1UM.

ABSTRACT

We describe here the standarization of an assay for the quantification of
the erythrocyte Ca** ATPase. The maximal recorded activity of the enzyme
was 3.79 micromoles of phosphate per miligram of membrane protein per
hour. The resting activity was 10% of the former. The enzyme activity was
constant during the first 30 minutes. Calmodulin activated the enzyme as
reported, and there was a high correlation between the increase of the
activity and the concentration of Calmodulin. This behaviour enables us to
quantify Calmodulin in concentrations lower than 1uM.

Abreviaturas: Calmodulina, CaM: Acido Etilendiamino tetracético, EDTA: Acide bis-(B-
aminoetil eter) N,N,N' ,N’-tetracético, EGTA; Adenosin trifosfato, ATP.
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INTRODUCCION

La calmodulina acopla la concentraciéon de Ca* libre intracelular a In
actividad regulada de una ATPasa responsable de bombear Ca** al medio
exterior (1.2,3). Se puede decir que la K, de la Calmodulina por el Ca®
determina el nivel de Ca® basal libre, que debe ser mantenido por la célula
en condiciones normales.

En los eritrocitos, en la ausencia de Calmodulina y presencia de Ca™ en un
amplio rango de concentraciones (0.7-300uM Ca®), se puede detectar
tanto el transporte de Ca* como la actividad de la ATPasa de calcio y
magnesio. La enzima presenta un comportamiento bifdsico en su activa-
¢ion, que se relaciona con dos estados de diferente afinidad por el calcio
(4,5,6,7). El principal efecto de la Calmodulina es incrementar la propor-
cidn relativa del estado de mayor afinidad de la enzima por el Ca** (aumen-
tando la Vmax) y amplificar el efecto inhibitorio del Ca?* (8). Al parecer la
concentracion de Mg** funciona como regulador adicional de la activacion
¢ inhibicion de la ATPasa.

Los valores de actividad midxima de la ATPasa de calcio en presencia de
CaM han sido determinados en diferentes condiciones experimentales, Se
reportd entre 1.5 y 3 milimoles de fosfato por gramo de proteina de mem-
brana por hora en el caso de los fantasmas de eritrocitos (9,10), entre 0.9 y
8.9 milimoles de fosfato por gramo de proteina por hora en el caso de la
enzima pura reconstituida (11) y aproximadamente 3 milimoles por gra-
mo por hora en el caso de los eritrocitos intactos (12).

Se ha observado que la actividad en ausencia de CaM representa valores
entre el 0.1 (13) y el 23% (9) de la actividad maxima, dependiendo de las
condiciones experimentales.

El objetivo de éste trabajo es la estandarizacién de las condiciones de
actividad de la ATPasa de calcio de membranas de eritrocito, con miras a
la cuantificacién y caracterizacién funcional de la Calmodulina parcial-
mente purificada de Plasmodiuwm falciparum (14).

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de fantasmas de eritrocito
Inicialmente se realizaron ensayos con eritrocitos permeabilizados con

saponina al 0.04% de acuerdo con Petrunyaka y col. (13). Finalmente, se
trabajo con fantasmas de eritrocitos. Estos se obtuvieron como sigue: se
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eliminaron los glébulos blancos por medio de sucesivos lavados con Hepes
isoténico pH 7.4, retirando cada vez la cubierta blanca de la superficie por
succion con pipeta Pasteur. Se produjo la lisis de los eritrocitos por choque
hipoténico con 8 volimenes de Tris. HCI 10 mM, EDTA ImM pH 7.4 y
posteriormente se realizaron 5 lavados con el mismo buffer y tres eliminan-
do el EDTA, centrifugando cada vez a 21.000g durante 20 minutos a 4°C,
Las membranas resultantes se resuspendieron en proporcién 1:4 en el ulti-
mo buffer a una concentracién determinada por el método de Bradford
(15), de 3mg de proteina de membrana por mililitro de suspensién. Se
congelaron alfcuotas de 62.5 (187.5pg) y 125pL (375pg), a -70°C, para los
ensayos de actividad de ATPasa de Calcio.

Ensayo de actividad de la ATPasa de Calcio

Las condiciones estandarizadas para el ensayo de actividad de la ATPasa
fueron :

1. Incubacién en un volumen total de 125uL a 4°C, durante 15 minutos, de
62.5pL de suspension de membranas y de CaM a concentracion pre-esta-
blecida en un volumen méximo de 50uL, en buffer Tris. HC1 20mM, MgCl,
0.37mM y KCI1 130mM pH 7.4.

2. Adicién de 125uL de solucién de Tris.HCI 20mM pH 7.4, KCI 130mM,
MgCl, 8.36mM, Citrato 10mM, ATP ImM, Ouabaina ImM, EGTA ImM,
CaCl, 1.17mM.

3. Toma de muestra a tiempo cero y luego de 30 minutos.

4. Determinacién de fosfato inorgdnico liberado por la hidrélisis del ATP
con Verde de Malaquita / Molibdato de Amonio, inicialmente de acuerdo
con Muzbec y col.(16), posteriormente segin modificacién de Lanzeta y
col (17), buscando mejorar la resolucién entre | y 5 nanomoles de fosfato.

5. Realizacién de curva patrén de fosfato liberado contra el logaritmo de la
concentracién de Calmodulina, empleando como patrones Calmodulina de
testiculo bovino y Calmodulina de eritrocito.

Gracias a este ensayo se pudo determinar por interpolacién en la curva
patrén de nanomoles de fosfato liberados en 30 minutos contra concentra-
cién de CaM, la concentracién y el estado funcional de Calmodulina de
Plasmodium falciparum, purificada por solubilizacién diferencial y
cromatografia de intercambio iénico en DEAE Sefarosa CL6B (fraccion
II(150)) y por cromatografia de interaccién hidrofébica con Fenil Superosa
(fraccion PS(41)) aplicada a la fraccién anterior, de acuerdo con Tinjacd y
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Wasserman (14) . En todos los casos se emplearon 50pL de muestira para el
ensayo de actividad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron pruebas lendientes a la estandarizacién de las condiciones
optimas de reaccidén que incluyeron:

fosfato, empleando verde de ui molibdat io (1 7.

Trabajando con eritrocitos permeabilizados con saponina al 0.04%.
resuspendidos en solucién de reaccién en presencia de KCl 130mM,
MgCI12 0.37mM, ATP 2.85mM y CaCl2 10uM, a concentraciones de mem-
brana del 0.5%, 2.5% y 5%, en presencia de los reguladores endogenos de
la enzima (ver figura 1), se observé un mayor rendimiento en presencia de
membranas resuspendidas al 5% (0.750g de proteina de membrana / ul de
solucidn de reaccidn), presentindose una hidrdlisis de ATP seis veces
mayor que la que se determin6 a la minima concentracion empleada.
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Figura 1: Determinacidn de la concentracion optima de membranas de eritrocito para la
deteccidn de fosfato hidrolisado durante la activacién de la ATPasa de caleio de acuerdo con la
sensibilidad del método del Verde de Malaquita. Ensayos en presencia de reguladores endégenos.
A Membranas al 0.5%, B Membranas al 2.5% y C membranas al 5%.
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El ATP hidrolisado en 30 minutos fue el 46.7% del ATP total agregado,
presentdndose una velocidad de hidrélisis de 1.77 micromoles de fosfato
por miligramo de proteina en 30 minutos. Se escogidé la concentracién del
5% de membranas para los ensayos posleriores.

v

2. Observacién del efecto de la congentracién de calcio sobre las membra-

np encia de 1o

Se presenté una mayor produccién de fosfato cuando se adicioné CaCl, a
concentraciones entre 5 y 10uM a la solucién de reaccién (figura 2),
encontrindose una produccién 16 y 17 veces mayor, con respecto a la
actividad en ausencia de calcio. Se observé linealidad en el comportamien-
to de la reaccién hasta los 30 minutos y la mdxima actividad observada a
los 30 minutos fue de 2.78 a 2.9 micromoles de fosfato por miligramo de
proteina. Esta actividad se consideré como actividad dependiente de
Calmodulina, teniendo en cuenta que la Calmodulina endégena no se elimi-
no.

3. Eliminacién de la Calmodulina endégena

Se hicieron ensayos para obtener membranas libres de Calmodulina, me-
diante lavados con EGTA en presencia de KC1 y MgCl,. Se modificé la
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Figura 2: Efecto de la variacién de la concentracién de calcio sobre la actividad de la ATPasa
de calcio de eritrocitos permeabilizados con Saponina, en presencia de los reguladores enddgenos.
A EGTA 2mM. B CaCl, 2uM. C CaCl, 5uM. D CaCl, 10pM. Proteina total de membrana:

15pg.
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composicién del medio de reaccidn, aumentando la concentracién de ATP
a 5.45 y agregando CaM de eritrocito a una concentracién 0.5pM. También
se observé el efecto de la concentracion de los i6nes Ca* y Mg** sobre la
cantidad de fostfato liberado en una hora (ver figura 3).

Los mejores resultados se obtuvieron con CaCl, ImM y MgCl, 8.3mM,
condiciones en las que se liberaron hasta 3.79 micromoles de fosfato por
miligramo de proteina por hora, un valor muy cercano a los valores deter-
minados en estudios anteriores (9.11); sin embargo se observé que ésta
actividad solo correspondia a 3.5 veces la actividad en ausencia de Ca* de
las membranas tratadas con EGTA, por lo que se pensd en una mala
eliminacién de la Calmodulina endégena.

4. Evaluacién del efecto de la concentracién de la CaM exdgena sobre la
actividad de ATPasa de Calcio de las membranas tratadas con EGTA.

Se realizaron ensayos empleando como control membranas tratadas con
EGTA en ausencia de CaM exdgena para, delerminar el efecto de la
concentracion de CaM sobre la actividad de la ATPasa de calcio,
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Figura 3: Efecto de la concentracidn de Ca’* sobre la actividad de ATPasa de Ca** en membra-
nas de eritrocito permeabilizadas con Saponina y lavadas con EGTA. En presencia de A EGTA
2mM. B Ca’ 5uM, C Ca® 10uM, D Ca** 50uM. E Ca*™ ImM y F Ca®* ImM y Mg™ 8 3mM, A,
B, C, Dy E en presencia de Mg* 0.37mM. Protefna total de membrana: 13 5ug,
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Se observé una actividad equivalente a 2.8 veces la actividad en ausencia
de calcio al adicionar CaCl, 1mM al sistema de reacci6n. Esta actividad
aparentemente dependiente de calcio e independiente de CaM se consideré
como la actividad basal de la ATPasa de calcio (figura 4).

Al agregar CaM 0.25uM Ia actividad basal se mantuvo y al duplicar ésta
concentracién la actividad aumento en un 38% con respecto a la actividad
basal. Esta diferencia considerada como pequeiia teniendo en cuenta otros
estudios (10,13), dio pie a pensar que no se estaba observando claramente
el efecto modulador de la CaM sobre la ATPasa de calcio de las membranas
tratadas con EGTA.

Los ensayos incorporando saponina al sistema de reaccién, con el objeto de
mejorar la entrada de CaM ex6gena a los fantasmas de eritrocitos, mostra-
ron en ocasiones un aumento de la actividad dependiente de CaM con
respecto a la actividad basal; sin embargo, en la mayorfa de los ensayos
éste aumento no supero 3 veces la actividad basal, por lo que se pensé en la
necesidad de algiin elemento citoplasmético para la restitucién de las con-
diciones de mdxima actividad propias del eritrocito intacto.
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Figura 4: Efecto de la concentracién de CaM sobre membranas de eritrocito tratadas con EGTA
para eliminar reguladores endégenos. A EGTA 2mM. B Sin CaM. C CaM 0.25uM. D CaM
0.5uM (DE = 2.5 - 3.8). Proteina total de membrana: 13.5ug.
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Se realizaron ensayos tendientes a evaluar el compromiso del sobrenadante
obtenido después de la permeabilizacién de los eritrocitos con saponina en
la reaccion de la ATPasa de calcio. Se observd la actividad de fosfatasa
propias del sobrenadante y de ATPasas de las membranas lavadas y no
lavadas con EGTA, en presencia y ausencia del sobrenadante.

Los resultados de éstos ensayos aparecen en la figura 5 y muestran una
actividad mayor de las membranas no tratadas con EGTA con respecto a las
tratadas. Igualmente se observa que aparentemente no hay actividad de
fosfatasas dependiente de calcio propia del sobrenadante y que la adicién
del sobrenadante al sistema de membranas tratadas con los quelantes no
restablece las condiciones de miaxima actividad de las membranas intactas.

De acuerdo con los resultados anteriores y con los estudios de Petrunyaka'y
Severina (18). sobre el efecto de detergentes y del almacenamiento a bajas
temperaturas de las membranas de eritrocito sobre la actividad de la ATPasa
de calcio, se penso que en el sistema de reaccién que se estaba empleando
debia existir una modificacidn radical de las membranas, quizds condicio-
nada por el tratamiento con saponina durante la permeabilizacién de los
eritrocitos y/o por el congelamiento y descongelamiento de los fantasmas.

0nMOIBS Pi
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Figura 5: Efecto del sobrenadante de la lisis de eritrocitos sobre la actividad de ATPasa de
calcio de las membranas. A Sobrenadante de lisis, EGTA 2mM. B Sobrenadante de lisis, Ca**
ImM. C Sobrenadante de lisis, membranas lavadas con EGTA, Ca** ImM. D Sobrenadante de
lisis. membranas lavadas con EGTA, Ouabaina 0.5 mM, Ca*" ImM. E Sobrenadante de lisis,
membranas en presencia de los reguladores endégenos. Proteina total de membrana: 13.5pg.
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Igualmente se pensé en descartar la posibilidad de modificacién permanen-
te de la ATPasa de calcio por actividad de Calpaina (19).

6 Tratamiento de membranas de eritrocitos con EDTA 1mM

10N para ia A d

Pensando en la posibilidad de una mala eliminacién de la CaM endégena,
como responsable de la alta actividad basal que presentaron las membranas
y buscando mejorar la calidad de las mismas en su actividad dependiente
de CaM, se decidi6 realizar lavado exhaustivo en presencia de EDTA y en
ausencia de otros iones empleados en la solucién de lavado anterior. Las
membranas asf tratadas se sometieron a pruebas de actividad en presencia
de Levamizol y Leupeptina, para descartar actividad de fosfatasas
citoplasmiticas y de Calpaina respectivamente, No se observaron diferen-
cias de la actividad en presencia y ausencia de éstos dos inhibidores, con lo
que se descartaron las actividades a prueba.

Se ensayaron las membranas en presencia de Calcio y de CaM de testiculo
bovino a diferentes concentraciones, encontrdndose la concentracién de
calcio total (1.17mM), capaz de estimular la ATPasa de calcio de una
manera dependiente de CaM. Empleando la misma cantidad de membranas
de los primeros ensayos (0.75ug/pL), se observd una actividad basal de-
pendiente de calcio 3 veces menor que la observada en caso de las membra-
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Figura 6: Curva patron de actividad de ATPasa de calcio frente ala variacién de la concentra-
cion de CaM. Datos de 4 ensayos. *Valores l{imite superiores. « Valores limite inferitres.
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nas permeabilizadas con saponina y una actividad médxima detectada a la
concentracién 1pM de CaM, correspondiente a 4.24 veces la actividad
basal. En las condiciones del sistema de ensayo, la actividad minima,
observada en presencia de calcio fue de 0.35 %= 0.038 micromoles de
fosfato por miligramo de proteina por hora, valor que corresponde aproxi-
madamente al 10% de la actividad mdxima de los eritrocitos intactos (12) y
que refleja una posible interferencia del Magnesio empleado en los prime-
ros lavados de los fantasmas, sobre la eliminaciéon de la Calmodulina
endégena de los eritrocitos. La mdxima actividad determinada en presencia
de Calmodulina 1uyM fue de 1.48 £ 0.016 micromoles de fosfato por
miligramo por hora (figura 6), un valor que corresponde al 40% de la
actividad mdxima detectada en presencia de los reguladores endégenos de
los eritrocitos.

La curva patrén de micromoles de fosfato por miligramo de proteina por
hora contra el logaritmo de la concentracién de CaM que aparece en la
figura 6, fue empleada en los ensayos posteriores para la cuantificacién de
la CaM funcional recuperada luego de la purificacién parcial a partir de
Plasmodium falciparum (14).

De acuerdo con la sensibilidad del método de ensayo, fue posible cuantifi-
car la Calmodulina del pardsito y determinar su actividad especifica en
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Figura 7: Efecto modulador de la CaM presente en las muestras 11(150) y PS(41) de Plasmaodium
faleiparum sobre la actividad de ATPasa de calcio del eritrocito. Actividad en (A) ausencia de
CaM, en presencia de (B) [1(150) y de (C) PS(41).
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cada etapa del procedimiento de purificacidn. Las fracciones en las que se
presenté mayor actividad de Calmodulina (figura 7) fueron capaces de
estimular a la ATPasa de calcio 2.28 y 3.88 veces con respecto a su
actividad basal, lo que permitié confirmar la identidad de la Calmodulina
desde el punto de vista funcional. Se pudo establecer un nivel de pureza del
70% de CaM con respecto a la proteina total de la fraccion PS(41).

El sistema de reaccion de ATPasa de calcio en las condiciones
estandarizadas ofrece ventajas como: 1. la posibilidad de cuantificar CaM
a concentraciones inferiores a lpM, 2. la capacidad de revelar actividad
basal de ATPasa de calcio (en presencia de calcio) y actividad mdxima
dependiente de calcio y Calmodulina, permitiendo realizar estudios cinélicos

de la reaccién enzimitica y 3. la eliminacién del uso de fésforo radioctivo
del sistema de reaccidn.
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