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RESUMEN

Se ha utilizado DMPC o DPPC para reconstituir Ca?*-ATPasa de reticulo sarcoplasmico y asi disponer de
un sistema lipido-proteico que contenga un dnico tipo de fosfolipido y un tnico tipo de proteina. Para estudiar
el efecto del entorno lipidico sobre la proteina se han medido los cambios que tienen lugar en la actividad
enzimatica al variar la temperatura y la composicion lipidica de la membrana. Los datos obtenidos mediante la
variacion de la actividad ATPasa con la temperatura revelan un aumento de la energia de activacion a la
temperatura de transicion del fosfolipido y también a una temperatura inferior, a la cual tiene lugar la fusion de
agregados lipido-proteicos. La dependencia de la actividad de la Ca?"-ATPasa reconstituida con DPPC con la
concentracion de sustrato (ATP) no sigue el modelo de Michaelis-Menten. Se propone un modelo cinético en el
cual tiene lugar una activacion por exceso de sustrato. Al estudiar la variacion de los parametros cinéticos
asociados al modelo propuesto encontramos que todos ellos aumentan considerablemente a aproximadamente
309 C. temperatura por debajo de la temperatura de transicion del DPPC (41° C). A esta temperatura tiene
lugar la fusion de los agregados lipoproteicos ricos en proteina cuando el lipido utilizado es el DPPC.
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SUMMARY

The ATPase from sarcoplasmic reticulum was reconstituted using either DMPC or DPPC in order to obtain
a lipid-protein system with a single lipidic component and only one type of protein. The effects of the lipidic
microenvironment on the protein have been studied through changes in enzyme activity at different temperatu-
res and with different phospholipid composition of the membrane. The results obtained after the dependence of
ATPase activity on temperature reveal an increase of activation energy at the transition temperature of the
phospholipid (T.) and also at a temperature lower than T, corresponding to the fusion of lipid-protein patches.
ATPase reconstituted with DPPC did not follow a Michaelis-Menten type of kinetic model in which activation
by excess of substrate (ATP) is proposed. A study of the proposed kinetic parameters showed that all of them
notably increased at approximately 30° C, being this temperature below T, for DPPC (41° C). This is the
temperature at which the protein-rich lipid-protein patches melted in the DPPC-ATPase samples.

Keywords: Biomembranes, Ca**-ATPase, sarcoplasmic reticulum.
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INTRODUCCION

Las membranas del reticulo sarcoplasmico se
han caracterizado muy detalladamente en sus
aspectos estructurales y funcionales (1, 2, 3).
La principal proteina es la ATPasa que fun-
ciona como una bomba de Ca’*. Esta proteina
se encuentra asociada con lipidos de membrana
que afectan notablemente a su actividad enzi-
matica (4-6). Los lipidos en contacto con el en-
zima modulan su funcién mediante interaccio-
nes fisicas, siendo especialmente importante la
fluidez de la membrana (3-7).

Una de las mejores formas de investigar estas
interacciones lipido-proteina es la reconstitu-
cion del enzima en una membrana bien definida
donde se encuentre un uUnico tipo de proteina y
un dnico tipo de fosfolipido. Esto es precisa-
mente lo que se realizd en experimentos ante-
riores con este enzima, utilizandose DMPC vy
DPPC (8-11). En estos trabajos se utilizaron

técnicas como microscopia electrénica de crio-
fractura y réplica, RMN de 2H y *'P, fluores-
cencia de despolarizacion usando difenilhexa-
trieno como sonda, calorimetria diferencial de
barrido, difraccion de rayos X y fotdlisis indu-
cida por destellos de laser. Las principales con-
clusiones obtenidas fueron que por debajo de
T. las proteinas quedaban agregadas en un con-
glomerado lipoprotéico rico en proteinas que
quedaba segregado del fosfolipido cristalino. Al
calentar y llegar a una cierta temperatura (30° C
en el caso del DPPC), por debajo de T, del
fosfolipido puro (41°C para el DPPC) se pro-
duce una fusion parcial del fosfolipido que se
atribuy6 al atrapado en los agregados mencio-
nados que tendrian un caracter de eutéctico. Al
llegar a 37-38° C, en el caso del DPPC se pro-
duciria la fusion del resto de los fosfolipidos
con lo que las proteinas quedarian libres para
difundir en el plano de la membrana. observan-
dose que se disponen entonces al azar.

F 237:1 165:1  110:1 32:1
o o o »
! 0_ %Ocz:% “a ...'.{. o
%b:%”h S, v,
0.0 by, e
O%O Dq:h \.. [ 8
log (UlL/mg) [ %, ‘?hu , %
-1.0} S ok e S
_ 23% 23% 23 "%23 w
R o) %q %, n
o o °
—2'0: °oo “uu b "'-..
|

3 ,

3.3

1/Tx 103

FIGURA 1.

Representaciones de Arrhenius de la actividad ATPasa (expresada en Unidades Internacionales

por miligramo de proteina) de preparaciones de muestras reconstituidas con DMPC a las relaciones molares
lipido-proteina indicadas.
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En este trabajo se estudia el efecto de estos
cambios de fase sobre la actividad enzimatica y
sobre los parametros cinéticos del enzima asi
como la estabilizacion de la proteina por los
diferentes tipos de fosfolipidos.

MATERIALES Y METODOS
Purificacion de la Ca?*ATPasa

El reticulo sarcoplasmico se prepard a partir
de musculo blanco dorsal y de las patas poste-
riores de conejo, de acuerdo al método de Na-
kamura y col. (12). La (Ca?* + Mg?>*)-ATPasa
(ATP fosforilasa, EC 3.6.1.3.) se purificd de
estas membranas segin el método de Warren y
col. (13) usando 0’3 mg de colato por mg de
proteina.

Preparacion de ATPasa reconstituida

La ATPasa purificada se reconstituyé en ve-
siculas de dipalmitilfosfatidilcolina (DPPC), con
diferentes razones morales fosfolipido-proteina,
de acuerdo al método de Gomez-Fernandez y
col. (9).

Procedimientos analiticos

Las muestras reconstituidas se analizaron
para confirmar la substitucion de los fosfolipi-
dos endogenos de reticulo sarcoplasmico por el
DPPC anadido, mediante analisis de acidos gra-
sos. Para ello se transesterificaron con trifluo-
ruro de boro/metanol, como se describié en
otro trabajo anterior (9), usando un cromatoé-
grafo de gases Perkin-Elmer, equipado con una
columna de 10% de DEGS sobre un soporte de
Chromosor de 80/100 mallas. L.as muestras re-
constituidas mostraron un 95-99% de acido
palmitico.

La relacion lipido:proteina de las muestras se
calculé suponiendo que la ATPasa tiene
115.000 dalton (13) y analizando el fosforo or-
ganico de acuerdo a Barlett (14) y las proteinas
segiin Lowry (15), utilizando en este altimo
caso albimina de suero bovino como patrén y
anadiendo deoxicolato al 2% a todos los tubos
para la solubilizacion de las muestras. El valor
de la concentracion de proteinas se dividié por
1'2 para compensar la diferencia de color pro-
ducido entre la albimina y la ATPasa (16).

La actividad ATPasa se midi¢ utilizando un
sistema de enzimas acoplados. La mezcla de
reaccion estaba formada por 100 mM de KCI, 5
mM de MgCl,, 2mM de EGTA, 2 mM de fos-
foenolpiruvato, 2 mM Mg?* —ATP (variable en
algunas medidas), 0’2 mM de NADH, 4 unida-

des/ml de piruvato quinasa, 6 unidades/ml de
lactato deshidrogenasa, en 100 mM de trieta-
nolamina, pH 7. Las muestras se equilibraron a
la temperatura requerida antes de anadir CaCl,
de una disolucion 50 mM para dar una concen-
tracion de Ca?" libre real de 1’58 uM. La con-
centracion de Ca?* libre real se estim6 me-
diante un programa de computador (17) que
tiene en cuenta las concentraciones presentes
de EGTA. CaCl,, MgCl,, ATP, fosfoenolpiru-
vato, KClI, fosfato y ademas el pH.

RESULTADOS Y DISCUSION
Influencia de la fluidez de la membrana

Se ha reconstituido ATPasa dependiente de
Ca’" empleando dimiristilfosfatidilcolina
(DMPC) y dipalmitilfosfatidilcolina (DPPC). Se
han utilizado preparaciones de ATPasa recons-
tituida con cantidades diferentes de lipidos,
para estudiar el efecto de la temperatura sobre
la actividad enzimatica. A 43° C, es decir, por
encima de la temperatura de transicion, tanto
de dimiristilfosfatidilcolina como de dipalmitil-
fosfatidilcolina, las actividades especificas eran
de 8-10 unidades/mg para la muestra de DMPC
y de 15-20 unidades/mg para la de DPPC.

El reticulo sarcoplasmico nativo y las mues-
tras reconstituidas con dimiristilfosfatidilcolina,
muestran actividades similares a 43°C. No se
observaron cambios en actividad especifica, al
variar la relacion lipido:proteina, excepto en el
caso de la muestra de dipalmitilfosfatidilcolina-
ATPasa con relacion molar 28:1, que tiene una
actividad menor que las demas (10 unida-
des/mg).

Las representaciones de Arrhenius de la acti-
vidad especifica, muestran perfiles no lineales
(figuras 1 y 2). Aunque no se observaron en
general, cambios bruscos en la energia de acti-
vacion (E,), si que se apreciaron cambios gra-
duales en ciertos intervalos de temperatura cri-
ticos. En los recombinantes de dimiristilfosfati-
dilcolina ocurre un cambio en E, a
259C +2°C, que podria relacionarse con la
fase de transicion del lipido. Por debajo de esta
temperatura, la E, es mayor, es decir, la activi-
dad es mas dependiente de la temperatura. To-
das las muestras reconstituidas con DMPC,
muestran el mismo perfil, independientemente
de la relacion lipido-proteina. En las reconsti-
tuidas con DPPC, se observan dos discontinui-
dades. una a 28-30°C y otra a 40° C aproxima-
damente. La E, es maxima en este intervalo de
temperatura. De nuevo los perfiles de actividad
parecen ser independientes de la relacién lipi-
do-proteina.
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FiGuRrA 2.

Representaciones de Arrhenius de la actividlad ATPasa (expresada en Unidades Internacionales

por miligramo de proteina) de preparaciones de muestras reconstituidas con DPPC a las relaciones molares
lipido-proteina indicadas.

Estos resultados se pueden interpretar de
acuerdo a experimentos anteriores realizados
con técnicas fisicas (9-10), como reflejo de la
fusion de agregados lipoprotéicos, ricos en
proteinas.

Esta fusion, que ocurriria a varios grados por
debajo de la temperatura de transicion (28-
30°C) en el caso de DPPC, permite una mayor
movilidad rotacional de la ATPasa dependiente
de Ca?* y por consiguiente una mayor activi-
dad enzimatica.

Estabilidad de las muestras con la temperatura

Se han utilizado muestras reconstituidas,
DMPC-ATPasa, DPPC-ATPasa y reticulo sar-
coplasmico nativo. Todas ellas presentaban una
relacion molar lipido:proteina similar al reticulo
sarcoplasmico nativo (80-90:1).

Las representaciones de Arrhenius de la acti-
vidad especifica de las tres muestras (figura 3),
muestran un descenso de la actividad a tempe-
raturas elevadas. Las actividades maximas se

126

observan a 47'5 = 0°6° C, para la ATPasa re-
constituida con dimiristilfosfatidilcolina,
50’1 = 1°C para la reconstituida con dipalmi-
tilfosfatidilcolina y 55 + 1'1° C para la ATPasa
de reticulo sarcoplasmico nativo.

El descenso observado a temperaturas eleva-
das, puede ser debido a la desnaturalizacion
térmica de la proteina, que predomina en este
intervalo de temperaturas sobre la activacion
térmica.

Por debajo de 35-37°C. la muestra DMPC-
ATPasa tiene una mayor actividad que la
DPPC-ATPasa. Puesto que ambas muestras
tienen igual relacion molar lipido-proteina y la
temperatura es igual para ambas, este hecho se
puede atribuir a la mayor fluidez de la muestra
de DMPC-ATPasa. ya que a estas temperaturas
la membrana esta en estado fluido.

El reticulo sarcoplasmico presenta mayor
fluidez que las muestras reconstituidas, debido
al elevado contenido en acidos grasos insatura-
dos y también se observa una gran actividad a
bajas temperaturas.
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FIGURA 3. Representaciones de Arrhenius de la actividad ATPasa (expresada en Unidades Internacionales
por miligramo de proteina) de las muestras indicadas en la figura.
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Representaciones de Lineweaver-Burk de la ATPasa reconstituida con DPPC a 25°C (Ay B)y a

37°C (Cy D).

Por otro lado, las proteinas de membrana,
tienen una porcion hidrofobica en el interior de
la bicapa asociadas con los lipidos anfifilicos.
Por esto requieren una cierta longitud de los
acidos grasos. La mayor parte de los acidos
grasos de vesiculas de reticulo sarcoplasmico,
tienen una longitud de 18 atomos de carbono
(509%) y 16 atomos de carbono (25-30%) (12).
De este modo el miristico es demasiado pe-
queno para recubrir la porcion hidrofébica de la
ATPasa.

Modulacion de la cinética enzimatica por Mg?2"*-
ATP. Calculo de parametros cinéticos

Se midié la actividad enzimatica de la
(Ca** + Mg?")-ATPasa reconstituida con
DPPC a diferentes temperaturas variandose la
concentracion de ATP entre 'S uM y 5 mM a
cada temperatura y dejando constante la de cal-
cio libre a 5 pM. Como se muestra en la figura 4
este enzima tiene un comportamiento complejo
frente a la variacion de la concentracion de
sustrato y desde luego no se ajusta a lo que
predice el modelo de Michaelis-Menten, de
acuerdo a lo que se ha descrito por numerosos
autores (18-25).

Sin embargo, con objeto de poder valorar
cuantitativamente los efectos que sobre la ciné-
tica puedan tener factores tales como la tempe-
ratura, inhibidores, etc., algunos autores han
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introducido simplificaciones que permiten valo-
rar ciertos parametros que se podrian calificar
como «aparentes» (22, 24, 25).

Una interpretacion muy extendida de los re-
sultados experimentales que se han obtenido
respecto a la cinética de este enzima es que
existiria un mecanismo de activacién por ex-
ceso de sustrato, con enlace de ATP a un sitio
secundario del enzima. Basandose en esta su-
posicion Dupont (22) introdujo como parame-
tros cinéticos, K, que seria la constante de di-
sociacion del sustrato respecto del sitio activo,
K, que seria la constante de disociacion del
sustrato respecto al sitio regulador y  que se-
ria la relacion entre V... o actividad maxima
en presencia de exceso de sustrato, y Vo, 0
actividad maxima en ausencia de exceso de
sustrato.

Siguiendo esta pauta, el esquema que se de-
sarrolla a continuacion es:

k k
E+S=—=ES —2+E+P
at .
+
S

e

ak,
SES —— E+P+S
ESQUEMA 1



La expresion de la velocidad queda definida
como:

V =k, [ES|+ak,-[SES] (1
El balance de materia para el enzima es:
[Ex]=[E]+[ES]+[SES] ?2)

dividiendo ecuacion (1) entre (2) queda:

V_ _ _ kg [ES]+ak,[SES]
[Eq] [El+[ES]+[SES]
Aceptando el equilibrio en las etapas de union

de sustrato, podemos definir las constantes de
disociacion K, y K, como:

3)

__IEMS] _ [ESHSI

Teniendo en cuenta ecuaciones (4) y (5) y sus-
tituyendo en ecuacion (3) queda:

[EMS] ,,  [EMSHS]
e b 8 ek K. K. 5
[Et] [SI-E] [EJ-[SI(S]
B Tl . @
esta ecuacion equivale a:
Vo KASltalsP &
kp'[ETJ f l(rl(s_’_l(r[SJ"L[SJ2

La velocidad maxima de la ecuacion estaria de-
finida por:

Vings =gk Bt (8)

Sustituyendo ecuacién (8) en (7). queda:

Si sustituimos el valor de V., en la ecuacion

anterior, se obtendria la ecuacion final:
vV _ Ka[Sla ™ "+[S]?
Vs KK, +K [SI+[SP ©)

En el esquema anterior, « seria un factor de
activacion, que desplazaria el equilibrio hacia la
ruta de elevada concentracion de sustrato.

Los valores de actividad obtenidos para cada
concentracion de sustrato, a cada temperatura.
se suministraron a un computador que mediante
un programa de regresion no lineal de minimos
cuadrados calculd K., K, y o para cada tempe-
ratura. de acuerdo a la ecuacion (9).

En la figura S se ha realizado una representa-

cion de K, frente a la temperatura, observan-
dose que su valor aumenta a aproximadamente
30°C alcanzando un valor de 1'4 uM a 34° C.
Posteriormente desciende para volver a incre-
mentarse a partir de 41° C alcanzando un valor
de 3 uM a 47°C. K (figura 6) sufre un aumento
a una temperatura proxima también a 30° C con
un maximo de 1'6 mM a 32°C aproximada-
mente y un descenso a partir de esta tempera-
tura estabilizdndose hacia los 36°C en 0°35
mM. El parametro de activacion «, por altimo
(figura 7), tiene una brusca transicion a 32° C,
con un notable incremento en su valor, que le
lleva desde aproximadamente 1'9 a bajas tem-
peraturas hasta 5’9 a 47°5° C.
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FIGURA 5. Varacion del parametro K, (definido en el

texto) con la temperatura. Estos datos corresponden a

medidas de actividad realizadas con ATPasa reconsti-
tuida con DPPC.

T{°C)

FIGURA 6.  Variacion del parametro K, (definido en el

texto) con la temperatura. Estos datos corresponden a

medidas de actividad realizadas con ATPasa reconsti-
tuida con DPPC.
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FIGURA 7. Variacion del parametro de activacion ()

con la temperatura. Estos datos corresponden a medi-

das de actividad realizadas con ATPasa reconstituida
con DPPC.

Aunque la interpretacion de estos resultados
es algo relativamente complejo, los discutire-
mos a la luz de los fendmenos fisicos que tienen
lugar en esta membrana reconstituida. Asi, a
aproximadamente 30° C tiene lugar la fusion de
los agregados lipoproteicos ricos en proteina
que forman un eutéctico (9-10). A consecuencia
de esto veiamos en un apartado anterior de este
trabajo que se producia una activacion en el
enzima lo que obviamente ha de ser consecuen-
cia de que la proteina «siente» un microam-
biente diferente a su alrededor. Aproximada-
mente a esta temperatura se produce el primero
de los incrementos en Ks indicando una menor
afinidad del centro regulador por el sustrato: se
precisa mas sustrato para producir el efecto de
activacion. Esta fase en la que el enzima se
encuentra en focos fluidos de la membrana pero
rodeado de amplias zonas del fosfolipido que
restringen sus posibilidades de movimiento la-
teral en el plano de la membrana, termina hacia
los 37° C en que comienza la fusion de los fos-
folipidos no influidos por las proteinas (9).
Cuando se alcanza esta temperatura Ks y Kr
disminuyen, aunque a partir de ella Kr se
mantendra estable, mientras que Ks volvera a
aumentar notablemente, lo que indica que el si-
tio catalitico es afectado de alguna forma, qui-
zas a través de algin cambio conformacional
protéico, disminuyendo su afinidad por el sus-
trato o que la proteina cambie su posicion en la
membrana a través de un desplazamiento verti-
cal que haga que el centro activo esté mas su-
mergido en la bicapa teniendo el sustrato una
menor accesibilidad. Este tipo de desplaza-
miento se ha sugerido para otras proteinas de
membrana anteriormente (26). Es también co-
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nocido que al sufrir la fusion la membrana au-
menta su grosor (27, 28).

Hemos de comentar por Gltimo el brusco au-
mento en el parametro de activacion. Este se
produce a una temperatura proxima a la fusion
del agregado lipoprotéico, e indica que la union
de un segundo ATP a la molécula de ATPasa
aumenta grandemente la velocidad de hidrdlisis
del ATP (ver esquema I). De alguna manera la
constriccion cinética que sufre el enzima a tem-
peraturas inferiores queda pues rota a esta tem-
peratura.
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