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Anomalias de la bomba de calcio
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Introduccion

El aumento de las resistencias periféricas vascula-
res que caracteriza ala fase establecida de la hiper-
tensién arterial esencial depende, fundamentalmente,
del tono contrdctil de la fibra muscular lisa de la pao-
red vascular. Los avances en el conocimiento de la
fisiologia celular han puesto de manifiesto el papel
central del calcio en la regulacién de dicho tono
contractil .

La contfraccién de las células del musculo liso se
inicia por la apertura de canales de calcio depen-
dientes de diferencias de potencial eléctrico o de re-
ceptores para agonistas especificos, situados en |a
membrana celular y en el reticulo sarcopldsmico, lo
que resulta en un incremento de la concentracién de
Ca?* libre citosdlico. Dicho aumento es capaz de ac-
tuar sobre las proteinas contractiles del musculo liso
(actina y miosina), que cambian su conformaciéon es-
pacial interaccionando entre si para dar lugara la
confraccién celular.

La relajacion de la célula muscular es consecuen-
cia directa de la disminucidon de la concentracion de
Ca?* libre citosdlico, lo que tiene lugara través de la
activacion de unos sistemas de transporte activo de
calcio capaces de extruir dicho catién al espacio ex-
tracelular y o la luz del reticulo sarcopldsmico contra
su gradiente electroquimico. Se conoce hasta el mo-
mento la existencia de dos mecanismos capaces de
extraer Ca?" al exterior de la célula. Por una parte,
existe un sistema de intercambio Na+-Ca2t especial-
mente desarrollado en las células excitables, como
las de la musculatura miocdrdica, que utiliza la en-
trada de tres moléculas de Nat desde el exterior, o fa-
vor de gradiente, para extraer una molécula de Ca?*.
Por ofra, una ATPasa Ca2t-dependiente, que utiliza la
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energia producida por la hidrdlisis del ATP para la
extrusién de calcio en contra de su gradiente electro-
quimico. Dicho sistema de fransporte es asimismo el
responsable del secuestro de calcio en la luz del reti-
culo sarcopldsmico que da lugar ala relajacién de la
célula contrdctil.

Desde las primeras observaciones de Postnov y
cols. 23 que demostraron un defecto en la captacion
de calcio por las membranas celulares de animales de
experimentacién y pacientes afectos de hipertensiéon
arterial primaria, la evidencia acumulada sugiere
la existencia, en dichas situaciones, de algun
trastorno en el funcionamiento de la ATPasa Ca?*-de-
pendiente. Si bien la naturaleza intrinseca de esta
anomalia no es suficientemente conocida, si parece
plausible que pudiera ser la responsable, al menos en
parte, del aumento del calcio libre citosdlico que pre-
sentan los pacientes afectos de HTA esencial *5. El ob-
jeto de este capitulo es la revisibn del mecanismo de
funcionamiento de la ATPasa Ca?*-dependiente de la
membrana celular y las alteraciones que hasta el mo-
mento han sido descritas en la hipertension arterial.

La ATPasa Ca?*-dependiente. La bomba de calcio.
Aspectos basicos

Estructura y funcion de la bomba de calcio

La ATPasa Ca?*-dependiente es uno de los siete u
ocho mecanismos de fransporte existentes en las
membranas celulares que movilizan el calcio entre el
interior y el exterior de la célula. Junto con el contra-
transporte No+Ca?* es el principal mecanismo para la
extrusién de calcio del citoplasma celular y estd pre-
sente en la prdctica totalidad de las membranas celu-
lares. En general, la ATPasa predomina en las celulas
no excitables y el contrafransporte en las excitables.
Ello es debido a que estas Ultimas requieren un siste-
ma de alta capacidad de fransporte, aunque sea en
detrimento de la afinidad para el calcio, condiciones
que se hallan presentes en el intercambiador Nat-
Ca?*. Por el contrario, la ATPasa Ca?-dependiente



presenta una alta afinidad para el Ca?* y una menor
capacidad de transporte y es, por tanto, la responsa-
ble del mantenimiento constante del bajo contenido
de calcio existente en el interior celular.

La demostracion en 1966 de que los eritrocitos
eran capaces de destruir Ca?* gracias a una ATPasa
especifica’ origind un vasto numero de trabajos, rea-
lizados principalmente en este modelo celular, enca-
minados a conseguir la caracterizaciéon de esta enzi-
ma. Se trata de una clésica E:-E2-ATPasa con una alta
afinidad para el Ca?* (< 1 uM), que se inhibe especifi-
camente por bajas concentraciones de vanadato (K12
< 1 MM). Gracias a esta alta afinidad esta cualificada
para extraer Ca2* continuamente de la célula, por lo
que juega el papel mas importante en el manteni-
miento del gradiente de Ca?* entre las células y el
medio extracelular.

La ATPasa Ca?+-dependiente es un polipéptido con
un peso molecular de 138.000 daltons en su forma
monomérica, aunque funciona en la membrana celu-
lar como un dimero 819, Su representacion en el total
de proteinas membranarias es baja, con sélo un 0,1-
0,2% del total de las mismas, que a su vez constitu-
yen unicamente alrededor del 0,5% del peso celular.

En presencia de la enzima reguladora calmoduli-
na, las propiedades de la ATPasa eritrocitaria, aque-
lla que ha podido ser mejor estudiada, son relativa-
mente bien conocidas. La bomba transporta,
aparentemente, el equivalente al influjo pasivo de
Ca?*, que se cifra en unos 50 umol/l cél/h a una con-
centracion interna de Ca?* inferior a los 30 nmol/l
céls 11 Sitenemos en cuenta que la concentracion
extracelular de Ca?* se halla alrededor de 1,3 mmol/l,
puede establecerse un gradiente en contra de
40.000. De este modo puede afirmarse que unica-
mente una pequefa parte de la capacidad de la
bomba se utiliza habitualmente. Si la concentracién
de calcio intracelular se satura (10 pumol/l céls), la ve-
locidad de transporte puede alcanzar los 20 mmol/l
céls/h, lo que corresponde a varios miles de unida-
des por minuto. La afinidad para el calcio es alta en
el interior (inferior a 1 UM) y baja en el exterior de la
membrana (10 mM)'2

El sistema hidroliza ATP a la misma velocidad a la
que se transporta el calcio (1 atomo de calcio trans-
portado por molécula de ATP hidrolizado)'® Existen
dos sitios o locus de fijacion del ATP. El locus enzi-
matico propiamente dicho presenta una afinidad de
2-3 UM, operando aisladamente a una décima parte
de su capacidad. Ademas, existe otro locus regulador
para el ATP con una afinidad entre 200 y 300 UM,
que cuando esta ocupado permite el funcionamiento
a velocidad maxima'.

Es importante destacar que el sistema requiere la
presencia del ion Mg?* para su operatividad. La afini-
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dad para el Mg?* en el interior de la membrana es de
15 uM'", lo que no implica que el sistema transporte
este cation. De hecho, la especificidad de la bomba
para el calcio es altamente selectiva, permitiendo
unicamente el Sr** y, posiblemente, el Pb%* como al-
ternativa al transporte de Ca?*

Esta claramente establecido que la bomba de cal-
cio no contratransporta ningin otro catiéon al interior
celular, aunque inicialmente se habia postulado su
intercambio por Na+, K+ o Mg2t, ni es intercambiado
por un ningun anién' . No obstante, evidencias expe-
rimentales recientes sugieren la posibilidad de un in-
tercambio por protones, es decir, que el sitio movil
de fijacién del Ca?* volveria al interior celular unido
a un H+'8 Ello viene apoyado por el hecho de que
cuando se bloquea el transportador de aniones con
DIDS, aquellos aniones que pasan la membrana en
forma no disociada, como el acetato, estimulan el
transporte de calcio, mientras que los que la atravie-
san en forma ionizada, como el tiocianato, no pre-
sentan esta propiedad.

El ciclo de reaccién de la bomba de calcio (fig. 1)
es similar al de otras ATPasas como la bomba de so-
dio. Basicamente, la hidrdlisis del ATP fosforila la
proteina en presencia de calcio. La proteina fosforila-
da cambia su conformacion de Ei-P a E2-P, cambio
que se ve favorecido por la presencia de Mg?* °
Durante este cambio de conformacion el Ca?* es ex-
truido al exterior para posteriormente desfosforilarse
la proteina y volver a su conformacion inicial.

La interacion de la bomba de calcio
con la calmodulina

Una importante caracteristica de la ATPasa Ca2+*-
dependiente es su capacidad de estimulacion por la
accion de la calmodulina?9-2' proteina soluble intra-
celular con cuatro locus de fijacion para el Ca?* que
se halla presente en el interior de todas las células y
es la encargada de mediar en varias de las acciones
en las que el Ca?* actua como segundo mensajero. La
calmodulina estimula la bomba de calcio cuando
varios de sus locus de fijacion para este catién son
ocupados. Esta reaccidon provoca una interaccion
calmodulina-bomba de calcio que resulta en un in-
cremento de hasta 30 veces de la afinidad de esta ul-
tima para el Ca?* 22 Para algunos autores?®, la ATPasa
Ca?*-dependiente tendria dos configuraciones: una
forma asociada a la calmodulina y otra disociada de
ésta. La forma disociada representaria un estado de
baja afinidad donde la actividad maxima se consigue
por una concentracion de calcio libre comprendida
entre 100 y 300 UM, presentando un solo locus de fi-
jacion para el calcio. Por el contrario, en su forma
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Fig 1.- Ciclo de reaccién de la ATPasa Ca2+-dependiente. El ciclo comienza en el extremo superior izquierdo y sigue el sentido horario.
E1Y E2 representan las dos conformaciones de la proteina y E1-Py E2-P las formas fosforiladas. El Ca?* atraviesala membrana celular
durante la reaccién Il. Dicha reaccion requiere la presencia de Mg2+, mientras que la Ill necesita altas concentraciones de ATP.

asociada a la calmodulina la bomba de calcio se
convierte en una enzima de alta afinidad que alcan-
za su maxima actividad para una concentracion de
calcio libre citosolico de 10 a 50 UM y donde el nu-
mero de locus de fijacion para el calcio es de tres. El
papel fisiolégico de la regulacion de la bomba de
calcio por la calmodulina no esta suficientemente
aclarado. Para algunos autores, la ATPasa Ca?* de-
pendiente en su estado basal estaria disociada de la
calmodulina y seria el aumento del calcio intracelu-
lar el que provocaria, a través de la ocupacion de los
loci especificos de la calmodulina, la asociacion a la
ATPasa Ca?'-dependiente y el consiguiente aumento
de su afinidad para el Ca?* y de su velocidad maxi-
ma. Ello obtendria el resultado deseado, es decir, el
restablecimiento de la concentracién basal de calcio
y, alcanzado dicho objetivo, la calmodulina se diso-
ciaria de nuevo de la bomba. Este fendmeno tiene
implicaciones reguladoras, pues la calmodulina ac-
tuaria como un activador capaz de modificar la con-
formacion de la enzima desde un estado de baja afi-
nidad para el Ca?* y baja velocidad de bombeo a un
estado de caracteristicas diametralmente opuestas.
No obstante, otros autores ponen en duda esta hip6-
tesis 2 y sugieren que en su estado basal el 98% de
las unidades de la bomba de calcio estarian unidas a
la calmodulina, con lo que el papel regulador de esta
proteina intracelular seria practicamente nulo.
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Regulacion de la bomba de calcio

Dejando aparte la regulacion de la bomba de calcio
por la calmodulina, que actua como un mecanismo de
feed-back negativo ante los aumentos del calcio libre
citosolico, las caracteristicas funcionales de la ATPasa
de la membrana plasmatica dependen en gran medida
del ambiente lipidico en el que se halla inmersa?. Los
fosfolipidos, ya sean neutros o con carga negativa, son
esenciales para su funcionamiento enzimatico en con-
diciones basales?®® Si se reconstruye la ATPasa con un
fosfolipido neutro como la fosfatidilcolina, la adicion
de otros fosfolipidos con carga negativa como la fosfa-
tidilserina, el fosfatidilinositolmonofosfato o el fosfati-
dilinositolbifosfato son capaces de estimular de forma
adicional la actividad de la ATPasa?. Si bien no esta
probado que esta regulacion tenga algun papel fisiold-
gico, si parece factible que el fosfatidilinositolmono-
fosfato sea un regulador del transporte de Ca?* por la
bomba de la membrana celular.

Se ha descrito que el GMP ciclico ejerce un efecto
estimulador sobre el transporte transmembranario de
calcio y que dicho efecto se produce mediante una
fosforilacion directa de la enzima 2.No obstante,
otros autores?® han demostrado que dicha enzima
fosforilada no tiene las caracteristicas de la bomba de
calcio y que, probablemente, se trata de la kinasa de
la cadena ligera de la miosina. Esta kinasa depen-




diente del GMPc si es capaz de estimular el transpor-
te de calcio por la bomba, probablemente a través de
la formacion de fosfatidilinositoimonofosfato. De
igual manera, aquellos agentes capaces de estimular
la sintesis de GMPc, tales como el factor relajante
dependiente del endotelio, el factor natriurético auri-
cular o los compuestos de 6xido nitroso, pueden des-
cender el calcio libre citosdlico a través de una esti-
mulacion indirecta de la actividad de la bomba de
calcio?®.

Dependiendo del modelo celular existen diversas
sustancias que pueden modular la actividad de esta
enzima. La insulina es capaz de inhibir el transporte
de calcio por la ATPasa®® en la membrana de los adi-
pocitos, mientras que en las células intestinales la
1,25-hidroxivitamina Ds es capaz de activarlo® En
las células del miometrio, la oxitocina tiene funcio-
nes inhibitorias 32 mientras que en los eritrocitos las
hormonas tiroideas son estimuladoras®®. Asimismo, se
ha postulado recientemente que el efecto téxico del
cadmio seria debido a una inhibicion de la bomba
de calcio de la membrana celular *

La bomba de calcio del reticulo sarcoplasmico

En el reticulo sarcoplasmico, la enzima responsa-
ble de introducir el Ca®* libre citosdlico en su interior
es una ATPasa del mismo tipo que la de la membra-
na plasmatica, que interacciona con el Ca®* con una
alta afinidad (<0,5,uM) y con una estoiquiometria
para el ATP de 2:1. Puesto que esta ATPasa es muy
abundante en la membrana del reticulo sarcoplasmi-
co, superior al 90% del total de las proteinas de
membrana en algunos musculos esqueléticos, la or-
ganela puede captar rapidamente grandes cantidades
del Ca?* citosolico (de 20 a 40 nmol por miligramo
de proteina de membrana y por segundo). La ATPasa
Ca?*-dependiente del reticulo sarcoplasmico ha sido
purificada y se trata de un polipéptido con un peso
molecular de 115.000 daltons?®®. Es capaz de estimu-
larse también por la calmodulina, pero a diferencia
de la ATPasa de la membrana celular, en que la esti-
mulacién es debida a la interaccion directa del acti-
vador con la bomba, en el reticulo sarcoplasmico
esta activacion esta mediada por una kinasa calmo-
dulina-dependiente. La regulacion de la ATPasa Ca?*-
dependiente del reticulo sarcoplasmico se lleva a ca-
bo por el fosfolomban, proteina presente tanto en el
musculo cardiaco como en el musculo liso o esque-
lético®®-38. E| fosfolomban ejerce su accion a través de
la fosforilacion mediada por diversas kinasas, ya sean
dependientes de AMPc, de la calmodulina o del
GMPc %3 De este modo, y al igual que sucedia con
la bomba de calcio de la membrana citoplasmica,
aquellas sustancias capaces de estimular el ciclo de
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las proteinas G y del fosfatidilinositol, como el factor
natriurético auricular, el factor relajante dependiente
del endotelio o incluso los betabloqueantes, pueden
ejercer su efecto de relajacion por esta via®®.

Anomalias de la bomba de calcio en la hipertension
arterial

Alteraciones de la fijacion de calcio
por las membranas celulares

En 1979, Postnov y cols.® demostraron una dismi-
nuciéon de la fijacion del calcio por parte de las
membranas eritrocitarias de pacientes afectos de
HTA esencial y ratas hipertensas espontaneas. Tra-
bajos posteriores en vesiculas constituidas por frag-
mentos de membrana pusieron de manifiesto que es-
te defecto afectaba uUnicamente a la superficie interna
de la membrana citoplasmatica*®*!, conclusién con-
firmada en otros experimentos en los que se utiliza-
ron ionoforos de Ca?* 42

Este defecto en la fijacion del Ca®* no parece estar
limitado a las membranas eritrocitarias. Estudios rea-
lizados en ratas hipertensas espontaneas han demos-
trado las mismas alteraciones en células del musculo
liso vasculart0-4344 miocardio*?“®, hepatocitos*®, adi-
pocitos*” y sinaptosomas*6. Dichas alteraciones pue-
den ser debidas a una disminucién del numero de lu-
gares de fijacion para el calcio o a un descenso de la
afinidad para este cation®® .

Entre los posibles grupos membranarios de fijacion
para el calcio cabe considerar a aminoacidos tales
como los acidos glutamico y aspartico, los grupos
carboxilicos y los fosfolipidos con carga negativa
como el fosfatidilinositol, fosfatidilserina y fosfatidile-
tanolamina“®4® De hecho, el 20% del calcio mem-
branario se halla unido a dichos fosfolipidos. No obs-
tante, por lo que respecta a la composicion lipidica
de las membranas eritrocitarias, no parecen existir di-
ferencias entre individuos o animales normotensos y
pacientes hipertensos esenciales o ratas hipertensas
espontaneas, aunque resulta dificil extrapolar estos
datos a otros modelos celulares®

Aparte de los grupos membranarios de fijacion pa-
ra el calcio, el citoplasma celular contiene varias sus-
tancias capaces de unirse a dicho catién. No obstan-
te, la mayoria de ellas se caracteriza por poseer
valores de constante de disociacion para el calcio del
orden de 2 6 3 magnitudes superiores a los posibles
cambios de la concentracién de calcio en condicio-
nes fisiolédgicas. En este contexto, unicamente las
proteinas de fijacion altamente selectivas, tales como
la troponina, parvalbumina o la calmodulina pueden
tener un cierto papel regulador®® .
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Fig. 2.-Acumulacién de Ca?* por preparados de vesiculas “inside-
out” de membranas eritrocitarias en funcion de la concentracion
de Ca?* en el medio de incubacién. Las lineas continuas re-
presentan el estado basal y las de puntos el transporte tras la
adicién de calmodulina (2ug/ml). Los circulos y cuadrados vacios
se refieren a las ratas normotensas (Wistar-Kyoto), y los llenos a
las ratas hipertensas espontaneas. (Tomado de Orlov y cols.
Pflugers Arch 397:54-56, 1983).

Los estudios realizados hasta el momento no han
puesto de manifiesto diferencias en la concentracion
citoplasmdtica, propiedades o distribucién de la cal-
modulina entre hipertensos y normotensos®!, aunque,
como se discutird posteriormente, parece existir un
defecto en la estimulacién por parte de la calmoduli-
na del fransporte de calcio mediado por la ATPasa
Ca2+-dependiente’5

El fallo en la demostraciéon de que las propieda-
des fisico-quimicas de la membrana celular sean
responsables del defecto de fijacién del calcio obli-
ga a asumir que la alteracion debe residir en el
tfransporte activo de dicho cation. Si tenemos en
cuenta que el principal responsable del manteni-
miento de la baja concentracién de calcio libre ci-
tosdlico lo constituye la bomba de calcio de la
membrana celular y del reticulo sarcopldsmico, pa-
rece légico pensar que un defecto en dicho sistema
de fransporte pueda jugar un papel relevante en la
hipertensién arterial primaria.

Alteraciones de la bomba de calcio
en la hipertension arterial
experimental

Los primeros tfrabajos que estudiaron el transporte
activo de Ca?* fueron publicados en 1983 por el gru-
po de Postnov? y se efectuaron sobre preparados de
membranas eritrocitarias formando vesiculas, en las
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que la superficie interna de la membrana se hallaba
expuesta al medio exfracelular, las llamadas «inside-
out vesiclesy. En estos experimentos, los autores de-
mostraron una disminucién del fransporte activo de
Ca?* estimulado por la calmodulina en las ratas hiper-
tensas espontdneas®. Si bien la velocidad de acumu-
lacion de calcio en condiciones basales no presenta-
ba diferencias significativas entre las especies de
ratas hipertensas y normotensas, la adiciéon de cal-
moldulina al medio extracelular provocaba una esti-
mulacién mdxima del transporte activo de Ca?* signi-
ficativamente mayor en las ratas normotensas que en
sus homoénimas hipertensas (fig. 2). Los autores suge-
rian que el incremento en el contenido intracelular
de calcio observado en la HTA podia ser consecuen-
cia de este déficit de estimulacién, bien por un fallo
en la interaccién de las moléculas de la calmodulina
y de la ATPasa CaZt-dependiente, bien por una altera-
cion en el medio fosfolipidico de la membrana en el
que la bomba se halla inmersa.

La extrapolacién de estos resultados a ofros mode-
los celulares fue realizada por los mismos autores al
estudiar sinaptosomas cerebrales de ratas hipertensas
espontdneass® y por ofros al estudiar membranas de
células miocdrdicas de la misma especie®. No obs-
tante, en este Ultimo trabajo se pudo observar que la
actividad basal de la ATPasa Ca?*-dependiente en
membranas desprovistas de calmodulina era mayor
en las ratas hipertensas que en las normotensas.

Otros modelos de animal de experimentacién con
HTA de origen genético parecen poseer las mismas
caracteristicas por lo que respecta al fransporte de
Ca?*. Asi, Vezzoli y cols. % publicaron un estudio en
1985 en el que se estudiaba el transporte activo de
Ca?* en preparados de membranas eritrocitarias de
ratas hipertensas de la cepa de Mildn. Esta estirpe de
animales se caracteriza por desarrollar HTA de forma
genética, aunque difiere de las ratas hipertensas es-
pontdneas cldsicas en el funcionamiento de sus siste-
mas de fransporte y en su homeostasis idnica. Asi, las
ratas hipertensas espontdneas cldsicas presentan una
inhibicién del cotransporte Na+-K+-Cl ¥y una ten-
dencia a incrementar el contenido infracelular de
Na* cuando son sometidas a una sobrecarga salina.
Este incremento del Nat intracelular podria condicio-
nar, en otras células diferentes a los eritrocitos, una
disminucién del transporte de Ca?* y un aumento del
Ca?* libre citosdlico a través de una inhibicién del
contratransporte Nat-Ca?* 58 |

Sin embargo, las ratas hipertensas milanesas po-
seen un cotransporte Na+-K+-Cl hiperactivo y una
disminucién del Na*t intracelular®?, por lo que no po-
dria aducirse este mecanismo para la inhibicién del
transporte de Ca?*. En el grupo de ratas hipertensas
milanesas estudiadas por Vezzoli y cols.®¢, la activi-
dad basal de la ATPasa CaZ*-dependiente en ausencia



de calmodulina se encontré ligeramente aumentada,
si bien las diferencias con las ratas normotensas no
eran estadisticamente significativas. Por el contrario,
la adicion al medio extracelular de calmodulina esti-
mulaba de forma significativamente superior el trans-
porte activo de Ca?* en las ratas normotensas. El ana-
lisis cinético de dicho transporte mostraba una
reduccién del 30% en la rata hipertensa milanesa por
lo que respecta a la velocidad maxima, sin diferen-
cias en la afinidad para el calcio entre ambas espe-
cies. Similares resultados fueron referidos posterior-
mente por Cirillo y cols. % en el mismo modelo
experimental, asi como por otros autores, estudiando
el musculo liso de las ratas Dahl sal-sensibles en
condiciones de sobrecarga salina®.

Una de las principales criticas que se pueden adu-
cir a estos trabajos es la utilizacion de preparados de
membrana en un medio artificial. Si bien los estudios
realizados hasta el momento muestran resultados
practicamente superponibles, no es menos cierto que
las condiciones metodolégicas empleadas reflejan
escasamente la fisiologia celular 2. Tedricamente, las
condiciones iddoneas para la medida de la actividad
de la bomba de calcio deberian realizarse en células
intactas. Por lo que respecta a la medida de esta acti-
vidad en la hipertension experimental, caben desta-
car dos trabajos publicados hasta el momento.

Dagher y cols.®® desarrollaron en 1987 una nueva
metodologia para el estudio de las propiedades ciné-
ticas de la ATPasa Ca?*-dependiente en hematies in-
tactos. Los hematies eran expuestos a la presencia
del ionoforo A23187, capaz de aumentar la permea-
bilidad pasiva de la membrana celular para los catio-
nes divalentes y promover una acumulacién intrace-
lular de Ca?* La adiciéon al medio de cloruro de
cobalto bloquea de manera inmediata todos los mo-
vimientos de calcio a través del iond6foro A23187, sin
afectar la extrusiéon activa de calcio a través de la
bomba. La aplicacion de dicha metodologia al estu-
dio de la hipertensién experimental no fue capaz de
poner de manifiesto diferencias significativas en la
afinidad para el calcio o en la velocidad maxima de
transporte en las ratas hipertensas espontaneas, tal
como puede observarse en la tabla I.

Finalmente, Orlov y cols.%*, utilizando una tecnolo-
gia diferente, en la que los eritrocitos son cargados
con el quelante de calcio Quin-2 y la ATPasa blo-
queada por la adicion de NasV04, no consiguieron
demostrar diferencias significativas en la actividad
basal de la bomba de calcio en dos tipos de ratas con
hipertension genética, las ratas hipertensas esponta-
neas y las ratas hipertensas milanesas. Asimismo, la
adicion de R24571, un inhibidor de las acciones me-
diadas por la calmodulina, no provocaba diferencias
en la concentracion intracelular de Ca?*, por lo que
dichos autores concluian que, al contrario de lo que
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Tabla l. Velocidad méaxima de flujo (Vmax en mmol/l
céls/h) y concentracion intracelular de Ca%*
requerida para alcanzar el 50% de la velo-
cidad maxima (Ko.s enumol/l céls) en los
controles normotensos, hipertensos esencia-
les, ratas normotensas Wistar-Kyoto y ratas
hipertensas espontaneas. Tomado de
Dagher y cols. Biochim Biophys Acta
903:218-228, 1987.

Vimix Kos
Controles normofensos . . ................... 16,9 £ 3,1 162+79
Ratas Wistar- Kyota....... 251+ 12,1 121 4,9
Hipertensos esenciales. ........ .. 156 6,6 21 .0 £11,2*
Ratas hipertensas espontdneas.. ........ 300 £129 11,7 £53

*p<0,1 al comparar con los controles normotensos.

sucedia en los preparados de membrana, la calmo-
dulina no jugaba un papel significativo en el trans-
porte de calcio en las células intactas. Por otra parte,
estos mismos autores sugerian que el aumento del
calcio intracelular en la hipertensién arterial podria
ser debido a un incremento en el influjo pasivo de
este ion. A conclusiones parecidas llegaban Oshima
y cols. % al estudiar plaquetas de ratas con HTA pri-
maria.

En resumen, de los estudios llevados a cabo en la
hipertension experimental puede deducirse que, si
bien parece existir un defecto en la interaccion entre
la calmodulina y la bomba de calcio que condiciona
una disminucidon de la extrusion de este cation cuan-
do se utilizan preparados de membrana plasmatica,
este defecto no se reproduce al estudiar células intac-
tas, donde el papel que juega la calmodulina en la
activaciéon de la ATPasa Ca2*-dependiente no esta
bien definido.

Alteraciones de la bomba de calcio en la
hipertension arterial esencial

La investigacion de la actividad de la ATPasa Ca?%*-
dependiente en la HTA esencial ha corrido pareja a
la de la HTA experimental. La diferencia basica es
que practicamente todos los trabajos se han realiza-
do en células circulantes por razones obvias.

Nuevamente fue el grupo de Postnov 5% el que de-
mostré una disminucién del transporte activo de Ca?*
estimulado por la calmodulina en membranas eritro-
citarias de pacientes afectos de HTA esencial. Los
resultados obtenidos fueron superponibles a los ha-
llados en las ratas hipertensas espontaneas. En prepa-
rados de membrana sometidos a deplecién de
calmodulina no se observaron diferencias en el trans-
porte activo de calcio, ni en la afinidad de la ATPasa
para el Ca®* ni en la velocidad maxima de transpor-
te. Por el contrario, la adicion de calmodulina (2
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Fig. 3-Estimulacién del flujo de Sr2+ por el aumento en la concentracion intracelular de Sr2+ (izquierda) e inhibicién por el aumento en la
concentracion de Ca?* (derecha). Un ejemplo de un paciente hipertenso Ca?+ bomba (-) se compara con la media obtenida en 20
controles normotensos. Puede observarse que en este paciente la curva de estimulacién del flujo de Sr2+ se halla desplazada a la derecha,
reflejando un aumento de la constante de disociacién para el S@*intracelular (KSr),alcanza mayores valores de velocidad méxima (Vmax) y
la curva de inhibicién por el Ca?*intracelular se halla asimismo desplazada a la derecha, lo que indica unaumento en la constante de
disociacion para el ca?* intracelular (Kca) . (Tomado de De la Sierra y cols.J Hypertens 8:285-29.3, 1990).

ug/ml), independientemente de su origen, provocaba
un aumento tanto de la afinidad para el Ca?* como de
la velocidad mdxima, que era claramente superior en
los individuos normotensos respecto a los hiperten-
sos esenciales. Mientras que en los pacientes afectos
de HTA esencial la adicion de calmodulina duplico-
ba la velocidad mdxima de transporte v triplicaba la
afinidad para el Ca?* ambos pardmetros se multipli-
caban por 5 en los preparados de membranas eritro-
citarias de los individuos normotensos. La conclusion
final fue que debia existir un defecto en la interac-
cion de la calmodulina con la bomba de calcio de
las membranas eritrocitarias. La extrapolacion de este
defecto a ofros modelos celulares presuntamente im-
plicados en la HTA esencial venia dada por los resul-
tados obtenidos en ratas hipertensas espontdneas, ya
discutidos previamente.

Estos resultados fueron confirmados posteriormen-
te por otros autores. Asi, Olorunsogo vy cols. % corro-
boraban que los eritrocitos de los pacientes hiper-
tensos esenciales presentaban una estimulaciéon del
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transporte activo de Ca?* que representaba el 50% de
la obtenida en los individuos normotensos.
Igualmente, Resinck y cols. ¢, al estudiar plaquetas
de pacientes con HTA esencial, encontraron una dis-
minucion de la estimulacién del transporte de Ca?*
por la calmodulina, si bien la actividad basal de la
ATPasa se encontraba aumentada en estos pacientes.

Contrariomente a estos resulfados, Vincenzi y
cols.®®, al estudiar un grupo de 36 hipertensos esen-
ciales, detectaron una disminucién de la actividad
basal de la ATPasa asumida como la actividad resis-
tente a la inhibicién por la trifluoperazina, conocido
inhibidor de las acciones de la calmodulina®. Por el
contrario, en ausencia de dicho inhibidor y asumien-
do que estas condiciones representaban la actividad
mdxima de la ATPasa, no se encontraron diferencias
entre normotensos e hipertensos.

En un trabgjo ya comentado anteriormente, Dagher
y cols. %, en el primer estudio utilizando el hematie
intacto de ratas hipertensas espontdneas y pacientes
hipertensos esenciales, concluian que no existian alte-




Tabla Il. Parametros cinéticos de la bomba de cal-
cio eritrocitaria en la HTA esencial

Controles Hipertensos
normotensos (N = 20) esenciales (N = 22)
Vi reeeiininin 50%0,2 5710,4
Koy oo 394 + 23 480 61
K ereeeeiiieeniceee, 55+3 73 £7*
v . velocidad méxima del flujo de sr”. K :constante de disociacion apa-

rente para el Srtintracelular. K, @ constante de disociacion aparente para 81
Ca” intracelular total.

raciones evidentes ni en la velocidad maxima de
transporte ni en la afinidad para el Ca?* de la ATPasa
Ca?*-dependiente eritrocitaria en la HTA esencial (ta-
bla I). Un analisis mas detallado de estos resultados
revelaba, no obstante, pequefias diferencias en el sen-
tido de una tendencia por parte de los pacientes afec-
tos de HTA esencial a presentar valores de afinidad
para el Ca®* intracelular inferiores a la poblacion nor-
motensa. De hecho, los propios autores reflejaban en
la discusion de sus resultados la posibilidad de que un
pequefio subgrupo de pacientes si presentaran altera-
ciones en la ATPasa Ca2*-dependiente.

Con la intencidon de clarificar la controversia con-
cerniente a una posible alteracién de la bomba de
calcio en la HTA esencial, llevamos a cabo un estu-
dio cinético de dicho sistema de transporte en eritro-
citos intactos de 22 pacientes hipertensos esenciales y
20 individuos sanos normotensos’®. Para ello desarro-
llamos una nueva tecnologia basada en el uso del Sr?*
como analogo del Ca2* para la bomba de Ca2* 7'75, Las
concentraciones intracelulares de Sr2*y Ca?* se modi-
ficaron utilizando el ionéforo A23187 en una solu-
cién isotonica Ringer’®7. Para cada sujeto estudiado
se prepararon de 8 a 12 alicuotas de células conte-
niendo diferentes concentraciones intracelulares de
Sr2+ y de Ca2*. Las 4-6 primeras con concentraciones
crecientes de Sr2+(0,2-3 mmol/l céls) y las 4-6 si-
guientes con concentraciones crecientes de Ca2* (0,1-
2 mmol/l céls) y una concentracion fija de Sr2* equi-
valente a la maxima alcanzada en las anteriores. Para
la medida del flujo de Sr?*, las alicuotas se suspendie-
ron en el mismo medio Ringer con la adicién de
MgCl2 1 mmol/l, necesario para el funcionamiento de
la bomba de Ca?*, y se incubaron a 37°C durante 15
minutos bajo agitacién continua.

Para cada sujeto estudiado, el flujo de Sr2* se repre-
sentdé en funcion de la concentraciéon intracelular de
Sr2+ (fig. 3, izquierda). Tal como se ha descrito previa-
mente para el Ca2* ™ la estimulacion del flujo de Sr2
por el aumento en la concentracion intracelular de di-
cho ion es claramente sigmoide, y en dicha parte de
la curva es posible calcular la constante de disocia-
ciéon para el Sr2* y la velocidad maxima de flujo.
Asimismo, el aumento en la concentracion intracelu-
lar de Ca2* provoca una inhibicion competitiva del
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Fig. 4.-Valores individuales de la constante de disociacién
aparente para el Ca* intracelular (K..) en los sujetos normotensos
e hipertensos esenciales. Utilizandq el intervalo de confianza del
95% de la poblacién normotensa como limite superior de la
normalidad (87 umol/l céls), seis pacientes hipertensos esenciales
muestran valores anormalmente altos de Kca.

flujo de Sr2+ (fig. 3, derecha), a partir de la cual puede
estimarse la constante de disociacion para el Ca2+.

En experimentos previos pudo observarse que el
flujo de salida de Sr2+ exhibia las caracteisticas de un
flujo mediado por la bomba de calcio, dado que era
inhibido por el La%, por la deplecién de ATP y por el
Ca2?+ intracelular. Asimismo, la sustitucion del Na* ex-
tracelular no modificaba dicho flujo.

Los resultados de este trabajo demostraron unas di-
ferencias significativas en los parametros cinéticos de
la bomba de calcio eritrocitaria entre hipertensos y
normotensos. Tal como puede observarse en la tabla
Il, los valores de las constantes de disociacion para el
Ca2+ y Sr2* intracelulares, asi como la velocidad maxi-
ma de flujo, se encontraban claramente aumentadas
en los hipertensos esenciales.

La figura 4 muestra los valores individuales de la
constante de disociacion para el Ca?* intracelular en
todos los sujetos estudiados. Puede observarse que
dicho parametro muestra una distribucion bimodal
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en la HTA esencial. Asi, utilizando el intervalo de
confianza del 95% como limite superior de la nor-
malidad, un subgrupo de 6 pacientes hipertensos
mostraban valores claramente elevados (116 +7
umol/l céls).

Estos resultados confirmaron las observaciones de
Dagher y cols.®® en el sentido de que la HTA primaria
como entidad Unica no se asocia a una anomalia de
la bomba de calcio eritrocitaria. Contrariamente, la
poblacién de hipertensos esenciales es heterogénea
por lo que respecta a dicho sistema de transporte.
Mientras que la mayoria (75%) presenta una activi-
dad similar a la de la poblacién normotensa, un pe-
queno subgrupo (25%, hipertensos Ca2* bomba (-))
muestra una alteracion de dicha bomba, consistente
en una menor dfinidad de la proteina transportadora
para el calcio intracelular. El aumento de la veloci-
dad mdaxima de flujo en estos pacientes puede expli-
carse como mecanismo de compensacion al defecto
de la dfinidad. En analogia a lo que ocurre con la
bomba de sodio’? en condiciones basales y depen-
diendo de la concentracién intracelular de Ca?*, el
flujo de salida mediado por la ATPasa Ca?*-depen-
diente puede encontrarse normal, aumentado o dis-
minuido. No obstante, estos sujetos con un defecto
en la dfinidad para-el Ca2+ pueden presentar una dis-
minucion de la capacidad para la regulaciéon del Ca?*
intfracelular cuando éste supera los valores basales.

No es aventurado suponer que este defecto en la
estimulacion del fransporte activo del Ca?* pueda, a
nivel de las células del musculo liso vascular, provo-
car una dificultad en la extrusion del exceso de Ca2*
libre citosolico que tiene lugar tras la apertura de los
canales membranarios cuando se inicia la contrac-
ciéon muscular. El resultado final seria el incremento
del Ca?* libre citosdlico y consecuentemente del tono
de dicha célula, determinante Gltimo del incremento
de las resistencias periféricas vasculares.
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