
Rev Fac Med UNAM Vol. 35 No. l Enero-Marro, 1992 INVESTIGACIÓN 

Un nuevo sistema de modulación por calmodulina de la bomba 
de calcio del retículo sarcoplásmico cardiaco 

Jaime Mas-Oliva 
Departamento de Bioenergética, Instituto de Fisiología Celular, UNAM 

(Recibido, diciembre 13, 1991; aceptado, marzo 16, 1992) 

Resumen 

En este estudio se propone un nuevo sistema de modulación directa de la bomba de calcio del retículo sarcoplásmico cardiaco por la 
calmodulina. En experimentos de cinética rápida, usando una fracción aislada de ATPasa-(Ca2+, Mg2+), molécula responsable del bombeo de 
calcio en el retículo sarcoplásmico, se demostró que la calmodulina es capaz de aumentar la velocidad del ciclo cat.alíl.ico de esta enzima sin la 
inl.ervención del s is tema prolein-cinasa/AMP cíclico. La Importancia de este mecanismo accesorio se reOeja en un aumento de la velocidad y 
un desarrollo más rápido en la captura de calcio por el retículo sarcoplásmico cardiaco. La alteración en este mecanismo de modulación podría 
llevar a la célula muscular cardiaca a una acumulación paulatina de calcio en el espacio miolibrilar con el consiguiente daño celular. 
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Summary 

This s tudy proposes a new system or direcl modulallon, by calmodulin, or the calcium pump localized in lhe sarcoplasmic reticulum or 
cardiac muscle. Fasl kinelic experimenls. usinJ? an isolaled íraclion or (Ca2+, Mg2+)-ATPase, responsible for calcium pumping in the 
sarcoplasmic reticulum, have demostrated that calmodulin is able lo increase the velocily or lhe catalylic cycle or the enzyme wilhoul 
inlervenlion or lhe prolein kinase/cyclic AMP syslem. The runctional signilicance or this accesory mechanism, originally described in my 
lahoratory, is most probahly reOected in a rapid development anden increased velocity of calcium uptake by the cardiac sarcoplasmic reliculum. 
An alleralion in this new modulalinJ? mechanism could predispose the cardiac muscle cell lo a gradual accumulation of calcium in lhe 
myolihrillar space wllh lhe consequenl cell damage. 
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Introducción 

El ión calcio es ampliamente reconocido como uno de 
los reguladores más importantes del metabolismo in­
tracelular en el reino animal. Se ha demostrado que 
cualquier estímulo que afecte la concentración in­
tracelular libre de este ión puede dar lugar a un aumento 
en la actividad de muchos de los sistemas enzimáticos y 
procesos celulares especializados, como la contracción 
muscular, la motilidad celular y la secreción de tejidos 
endócrinos y exócrinos1

·
2
. Este catión tiene una función 

particularmente importante en la comunicación in­
tracelular y se le considera como segundo mensajero en 
la mediación de respuestas a substancias humorales. 
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En el músculo cardíaco adulto de mamífero, el retículo 
sarcoplásmico participa en la activación de la 
contracción. Se postula que, durante el proceso de 
excitación, el flujo de calcio transarcolemal es capaz de 
liberar calcio almacenado en el retículo sarcoplásmico 
y se considera que este proceso puede estar regulado 
por sistemas moduladores c¡ue ulilizan fosfatos de 
inosítidos, específicamente IP3 (inositol 3 fosfato )3

. Esta 
hipótesis ha sido inves tigad a utili zando tanto 
membranas ais ladas e n forma vesicu lada como 
preparaciones de músculo papilar, en las que se ha 
eliminado el sarcolema por diferentes mGlodos4

. Los 
resultados de estos estudios indican la posibilidad de 



que la liberación de calcio acumulado en el retículo 
sarcoplásmico inducida por calcio (incercambio 
Ca2 + /Ca2+) puede constituir un proceso fisiológico. 
También se ha demostrado que las vesículas aisladas 
del retículo sarcoplásmico son capaces de acumular 
suficiente calcio para permitir la relajación muscular5

. 

Este mecanismo de bombeo del espacio cimplásmico al 
interior del retículo sarcoplásmico se lleva a cabo ~or la 
ATPasa dependiente de Mg2 + estimulada por Ca + 5•6 

Por otro lado, a lo largo de las últimas décadas, se han 
caracterizado un buen número de proteínas que unen 
calcio como receptores intracelulares para este catión. 
De estas proceínas, las mejor caracterizadas son la 
troponina C, aislada del músculo cardiaco y del músculo 
esquelético, la paralbúmina, la calsecuestrina y la cal­
modulina, esta última también denominada regulador 
dependiente de calcio 7. Parece que la calsecuestrina 
interviene de manera exclusiva en la acumulación del 
calcio por los elementos del retículo sarcoplásmico de 
las células musculares. Con la excepción de la cal­
modulina, las proteínas restantes presentan una 
distribución tisular limitada y, aparentemente, se en­
cuentran relacionadas con procesos tisulares muy 
específicos. En cambio, la calmodulina tiene diversas 
funciones y una distribución amplia en la mayoría de los 
tejidos eucariontes estudiados. Esta proteína ha sido 
aislada a partir de una gran variedad de tejidos y fuentes 
diferentes8

, su concentración varía de tejido a tejido. El 
cerebro de mamíferos9

, los testículos10 y el electroplax 
delE/ectroforus electricus11 son fuentes particularmente 
ricas en calmodulina. Se le localiza predominantemente 
en la fracción soluble, aunque parte de ella puede estar 
asociada a fracciones membranales. La unión de cal­
modulina a diferentes fracciones parciculadas parece 
estar relacionada con un requerimiento específico de 
al . 12 13 D d 1 , . . . l d . c c10 ' . enero e as caractensucas pnnc1pa es e 

esta unión se encuentra la saturabilidad, la revers­
ibilidad y, a su vez, la sensibilidad a la temperatura y a 
la tripsina. Con el empleo de técnicas indirectas de 
inmunofluorescencia, utilizando células ~ue se en­
cuentran proliferando en cultivo de tejidos1 

, se ha ob­
servado que la molécula de calmodulina esta distribuida 
en todo el citoplasma. Sin embargo, durante la mitosis, 
la mayor parte de esta proteína parece estar asociada 
con el aparato mitótico. 

En contraste con otras proteínas que unen calcio, la 
molécula de calmodulina posee la propiedad de con­
ferir una activación reversible a un buen número de 
enzimas. Su habilidad de servir como un regulador mul­
tif uncional dependiente de calcio, a través de interac-
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ciones físicas con un grupo muy diverso de enzimas, 
puede ser considerado como única en el reino animal. 
Esta última propiedad es la que ha generado, en los 
últimos años, un gran inceres por su estudio. Dentro de 
este contexto, utilizando vesículas de eritrocitos 
humanos, el hallazgo original de que la ATPasa 
(Ca2+ ,Mg2+) y su transporte acoplado de calcio son 
estimulados por calmodulina ha sido comprobado por 
investigaciones subsecuentes realizadas en otros tipos 
celulares. Así, la ATPasa ( Ca2 + ,Mg2 +) localizada en el 
sarcolema de la célula muscular cardiaca, a pesar de no 
ser estimulada en igual grado que la ATPasa localizada 
en las membranas de los eritrocitos, es considerada 
como una de las ATPasas modelo para el estudio de la 
estimulación ejercida por la calmodulina sobre este tipo 
de enzimas, conocidas como ATPasas tipo Ei-E2. Estas 
dos enzimas, tanto de la membrana del eritrocito como 
de la membrana plasmática o sarcolema de la célula 
muscular cardíaca, se unen a columnas de afinidad de 
calmodulina, indicando una interacción directa de alta 
afinidad entre la ATPasa-(Ca2+, Mg2 +) y la molécula 
de calmodulina, lo cual se lleva a cabo solamente en 
presencia de calcio. 

Por otro lado, se conoce que la ATPasa dependiente 
de calcio localizada en el retículo sarcoplásmico de la 
célula muscular cardíaca también responde a la presen­
cia de calmodulina, a través de la asociación de cal­
modulina con la molécula conocida como fosfolambano. 
En este caso, la calmodulina regula directamente la 
fosforilación de esta molécula, la que a su vez modula la 
ATPasa de calcio del retículo sarcopiásmico cardiaco. 
Este hecho, aunado a la imposibilidad de observar unión 
de la ATPasa dependienre de calcio de este retículo 
sarcoplásmico a las columnas de afinidad de cal­
modulina, ha contribuido a postular que la calmodulina 
no efectúa ninguna acción directa sobre la ATPasa de 
calcio localizada en estas membranas. Sin embargo, 
algunos autores sugieren un efecto directo de la cal­
modulina sobre la A TPasa de ~ste sistema, sin que esta 
Eosibilidad haya sido comprobada experimentalmente 
5

•
19

. La relevancia fisiológica de esta propuesta fue 
recientemente revisada por Fabiato20, quien observó 
que el efecto de la calmodulina en el desarrollo de 
tensión en fibras cardia<;:as desprovistas de su membrana 
plasmática es independiente de la preincubación con 
calcio, fenómeno que sugiere un efecto directo de la 
calmodulina sobre la ATPasa de calcio del retículo 
sarcoplásrnico. 

Recientemente, describimos el comportamiento 
hidro lítico en el equilibrio de la ATPasa-(Ca2 + ,Mg2 +) 
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del músculo cardiaco y el efecto de la calmodulina21•22. 
Sin embargo, al momento de la realización de esos 
estudios fue difícil discernir si la ATPasa empleada 
correspondía a la A TPasa proveniente del sarcolema o 
del retículo sarcoplásmico. La dificultad básica 
consistió en encontrar una excelente estimulación por 
calmodulina de la actividad hidrolítica de la ATPasa 
microsomal, aunado al hecho de que esta fracción no se 
une a una columna estándar de calmodulina. Este último 
resultado, considerando las características de movilidad 
de la ATPasa en geles de poliacrilamida-SDS, sugirió la 
posibilidad de haber aislado a la ATPasa del retículo 
sarcoplásmico. Como parte de ese estudio, mediante 
mediciones en estado transitorio así como durante el 
equilibrio, se demostró que el efecto de la calmodulina 
es producido directamente sobre esta ATPasa del 
retículo sarcoplásmico, consistente en un recambio 
aumentado en los intermediarios fosforilados de la en­
zima21. En este trabajo, dicho fenómeno fue observado 
dentro de los primeros milisegundos posteriores a la 
adición del ATP, lo que señala la posibilidad de haber 
observado un efecto directo de la calmodulina sobre los 
intermediarios fosforilados de esta enzima, sin que otro 
llpo de proteínas accesorias pudieran haber mediado 
este fenómeno. 

Materiales y métodos 

Se obtuvieron vesículas microsomales mediante 
homogenización y centrifugación diferencial de frac­
ciones crudas de corazones de conejo (New Zealand 
White), siguiendo el procedimiento descrito por Van 
Alstyne y cols23. En la primera fase de esta 
investigación nos limitamos a recolectar una pequeña 
fracción de vesículas membranales ligeras, aisladas con 
dos sistemas de gradientes de sacarosa, las cuales ya han 
sido caracterizadas como membranas sarcolemales. 
Subsecuentemente, al estudiar la estimulación ejercida 
por la calmodulina en las diferentes fracciones, ob­
tenidas a lo largo de la preparación, se observó que la 
ATPasa de calcio de una fracción · pesada de 
membranas, que contenía vesículas de retículo 
sarcoplásmico, respondía a este estimulador. Con base 
e n este hallazgo, se utilizó una suspensión de 
microsomas totales para la purificación de Ja A TPasa­
( Ca2 + ,Mg2 +) sensible a la calmodulina, sin proceder a 
la purificación final de los diferentes tipos de 
microsomas por medio de centrifugación en gradientes 
de sacarosa. 

La ATPasa-(Ca2+, Mg2+), contenida en esta 
preparación de microsomas totales, se solubilizó en 
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Tritón X-100 y se purificó en cromatografía de DEAE­
celulosa y cromatografía de afinidad Sepharosa-ATP21

. 

La proteína total de las diferentes fracciones se midió 
mediante el método de Lowry24. El análisis 
electroforético de las diferentes muestras proteícas dis­
ueltas en 1 % de dodecil sulfato de sodio (SDS) se llevó 
a cabo mediante el método de Weber y Osborn25

, 

utilizando geles de acrilamida al 7.5% con una corriente 
constante de 45 mA; o mediante geles de Laeromli26 en 
gradientes de acrilamida de 7-17% corridos a 10 W 
constantes. Las bandas proteicas en los diferentes geles 
se tiñeron con azul de coomassie mediante el método de 
Fairbanks27. Para visualizar la radiactividad de la 
proteína fosforilada se usó [-32P)A TP y la reacción 
enzimática llevada a cabo con ATP radiactivo en los 
diferentes medios fue terminada con concentraciones 
finales de ácido tricloracético al 10%. Las muestras se 
lavaron tres veces en un medio ácido mediante 
centrifugación y resuspensión de las pastillas para, final­
mente, disolver las muestras en SDS, antes de someter­
las a electroforesis en geles de poliacrilamida, utilizando 
el método de Weber y Osborn25

. Después de la 
electroforesis, los geles se colocaron en papel Whatman 
y se prensaron entre dos hojas de pplietileno, sistema 
que fue conectado a una bomba de vacío. La radiac­
tividad en los geles ya secos se detectó mediante la 
utilización de pantallas intensificadoras y película 
Kodak X-OMAT AR. La autorradiografía se llevó a 
cabo a -10°c. 

La digestión de las vesículas del retículo 
sarcoplásmico de músculo esquelético, utilizadas como 
vesículas control, y de las vesículas del retículo 
sarcoplásmico cardiaco, se logró con oc-quimotripsina y 
tripsina en presencia de MOPS 20.0 mM, pH 6.8, y KCl 
80.0 mM. La digestión por oc-quimotripsina se 
interrumpió por la adición de fenilmetilsufonilfluoruro 
lmM después de 30 mio de incubación a 2s°C. Las 
muestras obtenidas se centriguraron a 18,000 rpm 
durante 30 min y las pastillas se disolvieron en SDS al 
1 %. La digestión con tripsina (0.005 mg/mg de ATPasa) 
se llevó a cabo a 25°c, a una serie de intervalos de tiempo 
(1, 5, 30 min); la reacción se detuvo mediante la adicción 
de un inhibidor de tripsina. Más adelante, las muestras 
se centrifugaron a 18,000 rpm por 30 min y las pastillas 
obtenidas se disolvieron en SDS al 1 %. 

Los niveles de fosfoenzima se estimaron mediante la 
inhibición de la incorporación de 32P, a partir de 
[32P]ATP, a la proteína. Para este propósito, la enzima 
se incubó en las mezclas de reacción apropiadas y la 
reacción se detuvo al añadir ácido tricloracético al 10%, 



PPi 10.0 mM y Pi 20.0 mM. Las diferentes mezclas, que 
contenían entre 60 y 70 µg de proteína, se pasaron a 
través de filtros Millipore de 0.45 µm y la proteína 
recolectada en los filtros se lavó ocho veces con 6 mi de 
una solución al 10% de ácido tricloracético, PPi 10.0 
mM y Pi 20.0 mM . Los filtros se colocaron en viales de 
centelleo, se secaron y disolvieron con 0.5 mi de dimetil­
formamida. La radiactividad se midió con un contador 
de centelleo después de añadir 5.0 ml de tritosol a las 
muestras. 

Cuando se requirió la medición del fosfato radiactivo 
liberado durante la incubación de la enzima con 32P­
A TP, el primer filtrado resultante del procedimiento 
descrito anteriormente se sometió a una extracción de 
nucleótidos con carbón activado. El Pi se extrajo 
posteriormente como complejo fosfomolibdato en fase 
orgánica según el método descrito por Carvalho y col. 28

. 

El fosfato radiactivo recolectado en la fase orgánica se 
midió mediante un contador de centelleo. 

Resultados 

a) Análisis electroforético. En la Fig. 1 se muestran los 
patrones electroforéticos en geles de fosfatos de las 
vesículas de retículo sarcoplásmico obtenidas del 
músculo esquelético y de la ATPasa purificada de los 
microsomas aislados de músculo cardiaco. Como se 
puede observar, las bandas proteicas de 106,000 Mr, 
correspondientes a la A TPasa de calcio sarcoplásmico 
cardiaco, purificadas por métodos diferentes29

, son 
prácticamente idénticas. Con respecto a los componen­
tes menores, la preparación de ATPasa cardíaca no 
contiene a la proteína que une calcio ni calsecuestrina, 
pero retiene una proteína de alta movilidad. La misma 
figura muestra que ambas A TPasas, la proveniente de 
músculo esquelético y la de músculo cardiaco, al ser 
tratadas con tripsina, producen fragmentos similares 
con Mr parecidos; por otro lado, el fragmento F1 y, 
especialmente, el fragmento F2 de la ATPasa cardiaca 
se hidrolizan rápidamente por quimotripsina a fragmen­
tos aún más pequeños. 

Se obtiene un resultado similar cuando las dos 
preparaciones de A TPasa se separan en un sistema de 
geles de SDS de Laemmii26, los cuales se corren a 
diferentes pHs, dando bandas más precisas para una 
determinación mucho más crítica del Mr, especialmente 
para proteínas de bajo peso molecular. Cabe subrayar 
que los dos fragmentos primarios no se separan bien 
utilizando el procedimiento de Laemmli26

. Sin embargo, 
la banda de ATPasa y los fragmentos primarios, ob-
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Flg. l. Patrones electroforéticos obtenidos con el método de Weber y 
Osborn. Se muestran las vesículas de re tículo sarcoplásmico obtenidas 
del músculo esquelético (1 y 3) y la ATPasa purificada de músculo 
cardíaco (2 y 4). También se muestran los patrones electroforéticos 
de las digestiones trípticas (tripsina: ATPasa = 0.005) de músculo 
cardíaco (carriles 5 y 6; 5 y 30 min) y de músculo esqUelético (carril 7; 
30 min). Las condiciones experimentales se describen en la sección de 
métodos. Para facilitar el reconocimiento de las bandas, éstas están 
marcadas: ATPasa (A), proteína unidora de calcio (CBP), cal­
secuestrina (CS) y los fragmentos iniciales (F1 y Fz) de la digestión 
tríptica . FJ y F4 son fragmentos derivados de la digestión posterior 
del fragmento F1. Estándares de peso molecular: a= B-galactosidasa 
(116 K); b = fosforilasa-B (97 K); c = albúmina bovina (66 K); d = 
albúmina de huevo (45 K); e= anhidrasa carbónica (29 K). Las 
preparacic nes enzimáticas y las separaciones electroforéticas 
mostradas en la columnas 1-2 y 3-7 fueron obtenidas a tiempos 
diferentes y los estándares de peso molecular relacionados 
únicamente a las columnas 3-7. 

tenidos por el tratamiento de esa proteína con tripsina 
o quimotripsina en los dos sistemas de A TPasa, parecen 
tener un Mr idéntico (Fig. 2). La digestión subsecuente, 
especialmente con quimotripsina, produce patrones 
diferentes en los péptidos más pequeños en ambos tipos 
de ATPasa. Esto indica que, aparentemente, la enzima 
purificada de las membranas cardiacas es una ATPasa 
proveniente del retículo sarcoplásmico cuyo Mr y 
propiedades estructurales son similares a aquéllas de la 
A TPasa del retículo sarcoplásmico obtenido del 
músculo esqulético. Sin embargo, esta homología puede 
ser solamente parcial, ya que la secuencia primaria y el 
ordenamiento detallado de las dos proteínas puede no 
ser estrictamente idéntico. De hecho, se conoce que la 
reactividad inmunológica cruzada entre las A TPasas 
provenientes del músculo cardíaco y del músculo 
esquelético no es directa30

. 

b) Experimentos de cinética con la enzima aislada. 
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Fig. 2. Patrón electroforético obtenido con el método de Laemmli. 
Vesículas de retículo sarcoplásmico obtenidas de músculo esquelético 
(1), ATPasa purificada de músculo card!aco (2), y f!~ginentos 
derivados de la digestión de Ja A TPasa .de musculo esquelet1co (3 y 8) 
y de músculo cardíaco (4, 5, 6y 7). Tratamie?tº. con qu~motrips.ina (3, 
4 y 5) y con tripsina (6, 7 y 8). Los detalles tecmcos estan descntos en 
Ja sección de métodos. Las bandas y los estándares de peso molecular 
(a-e) están marcados igual que en Ja Fig. 1: La dige_stión con quimotrip­
sina se llevó a cabo por30 mina una relac1on de qu1motnpsma-A TPasa 
= 0.1(3y5) y 0.01 (4) . La digestión con tripsina se llevó a cabo por 1 
min (6) opor30 min (7y8) a una relación de tripsina-ATPasa = 0.005. 

Como se mostró con anterioridad para la ATPasa del 
retículo sarcoplásmico proveniente del músculo 
esquelético

31
•
32 

y f
3
ara la ATPa_s,a mi_cr?~omal del 

músculo cardiaco , Ja resoluc10n cmetica de la 
fósforilación de la enzima por A TP se obtiene utilizando 
concentraciones no saturantes de ATP. Un ejemplo de 
esta resolución se presenta en la Fig. 3 que muestra que 
la reacción de fosforilación se lleva a cabo en presencia 
de ATP 5.0 µM con cinéticas idénticas, inde­
pendientemente de si la enzima ·es preincubada en 
presencia o en ausencia de calmodulina. Con con­
centraciones más altas de ATP, la reacción de 
fosforilación es demasiado rápida y sobrepasa la 
capacidad resolutiva de los métodos rápidos de 
apagamiento o finalización de la reacción. La 
extrapolación de las constantes aparentes de velocidad, 
observadas al incrementar las concentraciones de A TP 
en un rango bajo, produce una constante de velocidad 
de aproximadamente 200 seg·1 para la ATPasa aislada 
del músculo cardiaco. Para los niveles máximos de fos­
foenzima que normalmente se obtienen, se han en­
contrado, generalmente, valores menores a los 
esperados, tomando en cuenta la estequiometría de la 
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Fig. 3. Fosforilación con ATP de Ja A1!asa aislada del ret_ículo 
sarcoplásmico cardiaco. Medio de reacc1on A: ATPasa punf1cada 
(0.168 mg proteína/mi), tris-maleato, pH 7.0, 20 mM; KCL 80 mM; 
MgClz 10 mM y CaClz lO<PM. Esta solución fu~ mezclada con un 
volumen igual del medio B, el ~ual conttene los mismos componentes 
con excepción de 10 µM [r- 2P]ATP en lugar de la ATPasa. La 
concentración final de ATP en la mezcla de reacción (A + B) fue de 
5 µM. La reacción fue apagada con ácido a los intervalos de t~~mpo 
indicados y la fosfoenzima medida como se descnbe en la secc1on de 
métodos. La ATPasa (medio A) fue preincubada por dos horas en 
hielo en ausencia (O) o en presencia(•) de calm?dulina_~lOµg/ml), 
ya que se encontró que un mínimo de 30 mm de pr~mcubac1on en hielo 
con calmodulina (en ausencia de A TP) es necesana para una completa 
activación de Ja enzima por calmodulina. La reacción de ATPasa se 
llevó a cabo a 25°C. Las mezclas rápidas fueron realizadas con un 
aparato de mezcla rápida Froehlich-Buerger utilizando tres jeringas y 
dos mezcladores. 

enzima con un peso molecular de 100,000. Esto podría 
indicar un cierto grado de desnaturalización de la 
proteína como consecuencia de la solubilización con 
detergentes, como ya se ha observado en otras 
preparaciones de este tipo, incluyendo al retículo 
sarcoplásmico de músculo esquelético34

• 

Con la finalidad de demostrar que la fosfoenzima es 
en realidad un intermediario y para investigar el posible 
efecto de la calmodulina, se llevaron a cabo experimen­
tos de mezcla rápida, en donde la enzima se incubó en 
presencia y en ausencia de calmodulina. Bajo estas con­
diciones se utilizó una concentración final de ATP de 
200 µM y la reacción fue apagada a intervalos de 
milisegundos . A esta concentración de ATP, la 
fosforilación de la enzima es muy rápida y los niveles 
máximos de fosfoenzima se alcanzan en aproximada­
mente 20 milisegundos. Sin embargo, como se observa 
en la Fig. 4, la producción de Pi empieza después de que 
la fosfoenzima se forma; de hecho, la fosfoenzima 
aparentemente corresponde a un intermediario 
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Flg. 4. Producción de fosfoenzima y l~~eración de Pi en equilibrio. La 
reacción se inició con la adición de [-r- P]ATP al medio de incubación 
que contiene: ATPasa purificada de retículo sarcoplásmico (0.3 
mgiml), tris-maleato, pH 7.0, 20 mM; KCI 80 mM; MgClz 10 mM; 
CaCl2 100 µM. La reacción se apagó con ácido después de 5 seg de 
incubación a 25°C. EP ( D , • ) y Pi ( !!J. , A ) fueron medidos como 
se describe en la sección de métodos. La enzima fue preincubada por 
dos horas en hielo en ausencia ( !!J. , D ) o en presencia (Ji,. , • ) de 
calmodulina (10 µg/100 µg de enzima). 

cinéticamente competente. Por otro lado, se encuentra 
que el paso limitante en la velocidad de la enzima cor­
responde a la formación de la fosfoenzima. En presencia 
de ATP 0.2 mM, se puede observar una pequeña 
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Fig. S. Formación de fosfoenzima ( D , • ) y de Pi ( Í'!J. , A ) después 
de la adición de ATP a la ATPasa del retículosarcoplásmico cardiaco. 
El medio A, que contiene ATPasa purificada (0.7 mgiml); tris­
maleato, pH 7.0, 20 mM; KCI 80 mM; MgClz 10 mM; CaCiz lOOµM, 
fue mezclado con un volumen igual del filedio B, que contiene los 
mismos componentes con excepción de [-r- P]A TP (0.4 mM) en lugar 
de ATPasa. La concentración final de ATP en el medio de reacción 
(A+ B) fue de 0.2 mM. La reacción fue apagada con ácido a los 
tiempos indicados. La enzima (medio A) fue preincubada por2 horas 
en ausencia ( D ,!'!J. ) o en presencia ( • , A ) de calmodulina. La 
reacción de ATPasa fue llevada a cabo a 25°C. Las mezclas rápidas 
fueron realizadas con un aparato mezclador Dionex. 
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Flg. 6. Decaimiento de la 32P-fosfoenzima por la adición de ATP no 
radiactivo. Después de una incubación durante 98 milisegundos, el 
medio de reacción (A+ B, descritos en las figuras anteriores) fue 
mezclado con medio C, que contiene los mismos componrr.tes del 
medio B, exceptoATP no radiactivo (40mM) en lugar de ['í- P]ATP. 
La reacción fue apagada con ácido a los tiempos indicados. La mezcla 
rápida de los medios se realizó con un aparato de mezcla rápida 
Froehlich -Buerger utilizando cuatro jeringas y la configuración de tres 
mezcladores. Las concentraciones finales en la mezcla de reación 
(A+ B + C) fueron 1.66 mM para el no radiactivo y 6.6 µM para el 
radiactivo. La ATPasa (medio A) fue preincubada por dos horas en 
hielo en ausencia ( D) o en presencia(•) de calmodulina (16µgiml) . 
La reacción de ATPasa se llevó a cabo a 25°C. Los puntos cero fueron 
obtenidos por apagamiento ácido de A + B antes de adicionar el 
medio C. Inserto: en ausencia (A) o en presencia (!!J.) de calmodulina 
(16µgiml) . 
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Fig. 7. EjempJo de la identificación autorradiográfica de la proteína 
marcada con 2P. Las muestras de ATPasa provenientes del músculo 
rfquelético (1) y cardiaco (2, 3, 4 y 5) fueron fosforiladas con [-

P]ATP; tris maleato, pH 7.0, 20 mM; KCI 80 mM; MgClz lOmM y 
CaClz lOOµM, en ausencia (1,2,4) yen presencia (3y5) decalmodulina. 
La reacción se llevó a cabo por 1 ó 10 seg en hielo. La electroforesis y 
la autorradiografía se desarrollaron como se describe en la sección de 
métodos. Los geles 1, 2 y 3 se obtuvieron con 25 µg de proteína, los 
geles 4 y 5 con lOµg de proteína. La tinción con azul de coomassie (A) 
y la autorradiografía (B) son directamente comparables. Los 
estándares de peso molecular (Mr) (a-e) se distribuyen al igual que en 
la Fig. l. 
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estimulación en la producción de Pi secundaria a la 
preincubación con calmodulina (Figs. 4 y 5), pero con 
variación considerable de experimento a experimento. 

Los efectos máximos de la calmodulina sobre esta 
enzima parecen obtenerse solamente en presencia de 
concentraciones milimolares de ATP21

. Sin embargo, a 
estas concentraciones altas de ATP, se observa una 
fuerte interferencia en las mediciones finas de la 
producción de Pi al utilizar experimentos de cinética 
rápida. Esto se atribuye al alto contenido basal de 
radiactividad del ATP y a las pequeñas cantidades de Pi 
producido a intervalos de milisegundos. Para poder 
observar los efectos máximos de la calmodulina sobre la 
actividad enzimática en condiciones de equilibrio, se 
diseñó una serie final de experimentos, incluyendo tres 
eventos de mezcla ráf;ida : 1) adición de una 
concentración baja de [r- 2P] ATP a la enzima prein­
cubada en presencia o ausencia de calmodulina, con la 
finalidad de tener niveles de fosfoenzima en equilibrio; 
2) después de la adición de [r-32P)ATP, inducción de 
A TP no radiactivo a altas concentraciones, con la 
finalidad de seguir al ATP marcado y producir fosfoen­
zima no radiactiva; y 3) terminación de la reacción con 
ácido a intervalos de tiempo de milisegundos, con la 
finalidad de observar el decaimiento de la fosfoenzima 
radiactiva en función del tiempo y, por lo tanto, deter­
minar directamente su recambio. Como se muestra en 
la Fig. 6, el intermediario fosforilado declina más 
rápidamente cuando la enzima se preincuba con cal­
modulina. El tiempo de recambio del compuesto inter­
mediario fosforilado control es aproximadamente de 
150 seg-1 en comparación con 40 seg-1 cuando la enzima 
se preincuba con calmodulina. Este experimento 
demuestra que la estimulación máxima dada por cal­
modulina, observada en condiciones de equilibrio, 
también se observa inmediatamente después de la 
adición de ATP. Por lo tanto, no existen períodos inter­
medios relacionados con la fosforilación dependiente 
de cinasas o de proteínas accesorias. De hecho, se puede 
demostrar por autorradiografía (Fig. 7) que la ATPasa 
es la única banda electroforética asociada con radiac­
tividad cuando este tif;o de preparaciones se someten a 
fosforilación por [r- 2P]ATP a concentraciones que 
varían entre 100.0 µM y 1.5 µmpor períodos de tiempo 
menores a 1 segundo. En experimentos paralelos, donde 
la incubación con ATP se terminó con lantano a pH 
neutro, con la finalidad de preservar las fosfoproteínas 
sensibles al ácido, los geles muestran radiactividad 
asociada exclusivamente a las bandas de la ATPasa. 

Discusión 

La diferencia de sensibilidad observada entre la 
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ATPasa aislada del retículo sarcoplásmico cardiaco y la 
ATPasa aislada del retículo sarcoplásmico esquelético 
resulta particularmente interesante. Esta diferencia no 
puede ser atribuida a alteraciones producidas durante 
el procedimiento de puáficación, ya que la ATPasa 
aislada del retículo sarcoplásmico esquelético no es 
sensible a la calmodulina (ya sea en su forma membranal 
o purificada) y, en cambio, la ATPasa del retículo 
sarcoplásmico cardiaco sí lo es. La estimulación por 
calmodulina de la A TPasa del retículo sarcoplásmico 
cardiaco ya fue descrita 15

•
19 y se le ha relacionado 

directamente con la fosforilación de proteínas ac­
cesorias asociadas con la enzima. Estas proteínas ac­
cesorias se encuentran presentes, principalmente, en 
~reraraciones membranales del retículo sarcoplásmico 
5

•
3 

. Los resultados que aquí se describen son consis­
tentes con la ausencia de actividad de protein-cinasas y 
de fosforilación de otras proteínas fuera de la observada 
para laATPasa-(Ca2 +, Mg2 +), tanto en condiciones de 
preservación en ácido de la fosfoproteína como de la no 
estable. Por lo tanto, la activación por calmodulina de 
la enzima purificada observada en nuestros experimen­
tos parece estar relacionada a un efecto directo de la 
calmodulina sobre la ATPa,sa del retículo 
sarcoplásmico. 

Los resultados de este estudio (Figs. 5 y 6) también 
demuestran que la estimulación generada por cal­
modulina está presente durante el primer ciclo de la 
enzima y que no requiere de un período de retraso 
relacionado con la fosforilación de otras proteínas por 
ATP . Esta observación es consistente con un efecto 
directo de la calmodulina sobre la ATPasa. La relevan­
cia fisiológica de este efecto directo está reforzada por 
estudios recientes en los que se utilizaron fibras car­
diacas desnudas20

, encontrándose que el efecto de la 
calmodulina es independiente de la preincubación con 
calcio, condición que es absolutamente indispensable 
para activar al sistema de las protein-cinasas. Los ex­
perimentos de cinética rápida indican que el efecto de 
la calmodulina sobre el retículo sarcoplásmico cardíaco 
puede ser caracterizado cinéticamente como un aumen­
to en el recambio de los intermediarios fosforilados en 
el ciclo catalítico de la ATPasa. Este tipo de efecto 
cinético, estudiado en e~uilibrio, fue sugerido previa­
mente por nuestro grupo 1. Por otro lado, se sabe que 
cuand_o se realizan experimentos similares con 
preparaciones membranales completas, en lugar de 
utilizar enzimas purificadas, el ATP puede fosforilar 

,. fu d 1 ATP 15 1819 E componentes proteicos, era e a asa • ' . sta 
fosforilación de proteínas accesorias, la cual es 
catalizada por protein-cinasas estimuladas por cal­
modulina, puede constituir un mecanismo para la 



cstimulación indirecta de la ATPasa del retículo 
sarcoplásmico cardiaco, además del efecto directo ob­
servado en este trabajo. 

El significado funcional de un mecanismo accesorio 
de control de la bomba de calcio del retículo 
sarcoplásmico por acción directa de la calmodulina, 
aunado al sistema de protein-cinasas-AMP cíclico, muy 
probablemente está reflejado en el desarrollo y man­
tenimiento de una velocidad aumentada de captura de 
calcio por el retículo sarcoplásmico, lo que aceleraría la 
relajación del músculo y reduciría el período sistólico 
del corazón. Este fenómeno de retención óptima del ión 
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