Introduccién y Objetivos 2

INTRODUCCION

Regulacién intracelular de C&"

El i6n C&* es un segundo mensajero que participa en la tracith de sefiales
(para una revision actualizada ver Berridge y @03) por tanto, el Galibre en el
citoplasma es un parametro critico. El papel def* @amo regulador intracelular
requiere el mantenimiento de un gradiente d& €an una concentracién mM en el
medio externo y en depdsitos intracelulares y abtfed de 100 nM en el citoplasma
(Grover y Khan, 1992).

El gradiente de G4 se debe a mecanismos de transporte que tiendemrarcestar
la elevacion del G libre en el citoplasma. El €aes bombeado al exterior celular
mediante la Cd-ATPasa de la membrana plasmatica con participadi@h
intercambiador N4C&* mientras que la G&ATPasa de reticulo endoplasmico/RS
también disminuye el nivel de €zen el citoplasma bombeando?Cal interior de ese

compartimento intracelular.

La actividad fisiol6gica del musculo proporcionaoutte los ejemplos mas claros
sobre el papel del acomo sefial intracelular si bien el mecanismo moéecde la
contraccién y el efecto concreto del’Caon especificos de cada tipo de musculo

(esquelético, cardiaco o liso).

En el madsculo cardiacose producen contracciones ritmicas espontaneas. La
contraccién de un miocito cardiaco se produce dtsgbcanales de €asensibles a
voltaje de la membrana plasmatica y coincide cofase de meseta del potencial de
accion. Esto origina la entrada de una pequefiédeainde C4 desde el medio externo
al citoplasma lo que a su vez sirve para estimialasalida de Cd desde el RS al
citoplasma a través del receptor de rianodina @&pil983). Tras la contraccion
muscular se produce la relajacion. Para que éstgatdugar debe disminuir la
concentracion de G4en el citoplasma siendo de vital importancia ldigipacion de la
Cd*-ATPasa de RS (Hasselbach, 1964).
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La Figura 1 muestra los flujos de €aimplicados en el ciclo de contraccién-

relajacion de un miocito de corazon.

’ \ SARCOLEMA PMCA?

|
S & S

Canal L ;
PROTEINAS
CONTRACTILES

Ao,

f> D
< S
RyR PLB(?SERCA
@ S
S

RETICULO
SARCOPLASMICO

TUBULO T

Figura 1. Flujos y transportadores de C&" que participan en la actividad contractil de un
miocito cardiaco.El estimulo para la contraccion se inicia trasdertura de canales de Cde tipo L en
la regién de los tubulos T de la membrana del $ama. La entrada al citoplasma de una pequefia
cantidad de C4 externo activa al receptor de rianodina (RyR) gagla como un canal produciendo
salida de Cd desde el RS al citoplasma. EI°Cgue sale del RS activa a las proteinas contréctile
relajacion se induce por el bombeo dé‘Gtesde el citoplasma al interior del RS que catdbzC4'-
ATPasa de RS (SERCA). Fosfolambano (PLB) es otgefita del RS que en su estado no fosforilado
interacciona con SERCA vy limita la capacidad cttalide la bomba. La fosforilacién de PLB tiene
efecto activador. El intercambiador N@&* contribuye a bajar la concentracion de?'Cibre en el
citoplasma. La C&-ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA) se enagaantener el nivel basal
de C&". El grosor de las flechas guarda relacién comtdidad de Cd implicada en cada flujo.

Reticulo Sarcoplasmico
El RS es un reticulo endoplasmico muy desarroltpam es especifico de la célula

muscular. Esta estructufaque se localiza en el espacio que rodea las milGH#ir
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esta formada por dos regiones con morfologia yifumadidad diferentes. Loibulos
longitudinalesson regiones alargadas que estan dispuestas edospatalelo a las
miofibrillas y cuya composicién proteica reflejaflanciéon que desempefian. La’Ga
ATPasa de RS es el componente proteico mayoritdrds. cisternas terminales
aparecen como ensanchamientos de los tubulos udiples encontrandose en la
region mas proxima a los tabulos T (Saito y cd84; Imagawa y col., 1987; Franzini-

Armstrong y Nunzi, 1983) y es la region que corgiehreceptor de rianodina.

La membrana de RS se puede aislar mas facilimeragiade musculo esquelético
mediante disgregacion del tejido y posterior cégacion diferencial. Los fragmentos
de membrana que se aislan forman vesiculas queemamtia misma orientacion que

en el masculo intacto, es decir, con la cara disipica hacia el exterior.

Las preparaciones enriquecidas en tubulos longialels son muy adecuadas para
realizar estudios sobre la T TPasa de RS dado su alto contenido en esta peotei
Las vesiculas de RS procedentes de los tubulogudittples tienen un diametro medio
de 0"1um, presentan alta actividad hidrolitica para ATPpessencia de Ghy son
capaces de bombear Caal interior cuando se afiade ATP y ¥Mal medio. La
elevacion del Cd libre dentro de las vesiculas inhibe la actividadl yransporte de
Cd"* cuando se realizan ensayowitro. Para evitar esta situacién se afiade un ionéforo
especifico como A23187 que impide la acumulaciéiCdé o un agente que precipite

el C£*dentro de las vesiculas.

Ca**-ATPasa de RS
Esta proteina muestra actividad ATPasa dependientdd” y que se activa por
Cd". Pertenece a las ATPasas de tipo P porque forrrtemmedio fosforilado del tipo

aspartil-fosfato durante el ciclo de reaccion (Peeley Carafoli, 1987).

Esta ATPasa representa ~ 70% de la proteina tetéd dhembrana del RS en el

musculo esquelético siendo la Unica proteina em m&mbrana con capacidad para
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catalizar el transporte activo de XqRacker y Eytan, 1973; Meissner y Fleischer,
1974; Inesi y col, 1983).

Estructura

Se trata de una proteina con una sola cadena pitima que se encuentra anclada
en la membrana de forma asimétrica. El nimero etmae aminoacidos depende de la
isoforma pero en todos los casos es proximo a 1GDénasa molecular estimada es de
unos 110 kilodaltons (MacLennan, 1970; Martonosiagypin, 1971; McFarland e Inesi,
1971; Meissner y col., 1973).

La estructura de la conformaciond, obtenida a partir de estudios de difraccion
de rayos X a una resolucion de 26 A (Toyoshimaly, 000) Figura 2) confirma
datos experimentales previos obtenidos con técimchsectas o de menor resolucion.
La region transmembranal de la proteina comprereehéglicesa (M1-M10) descritas
en estudios anteriores. La estructura muestra lana separacion entre M1-M6 y M7-
M10. Asimismo, la longitud e inclinacién de lasibés varia de unas a otras. La hélice
M5 se sita en el centro de la molécula y se edéestesde la cara interna (luminal)
hasta el centro del dominio citosélico P dondecsaliza Asp™* por lo que parece el
centro de masas de la proteina. Los bucles queagaen la cara luminal son cortos
excepto el que conecta las hélices M7 y M8 queewmina L78 y consta de 35

aminoacidos.

La regidon que sobresale por la cara citoplasmieaeap dividida en tres dominios
claramente separados que se designan: P (dominfosél®ilacion), N (dominio de
union de nucleétidos) y A (dominio impulsor).

El dominio de fosforilaciéncontiene el aminoacido A% que da lugar al
intermedio de reaccion aspartil-fosfato durantaitadlisis de ATP. Esta formado por
410 aminoacidos que se encuentran en dos regiomgseparadas en la secuencia de
aminoacidos. La region mas proxima al extremo amiihaproximadamente entre

Asn®*® y Asr?™0 estd unida a M4 y la méas préxima al extremo calbox
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0 aproximadamente entre 133y Asp”*'0 se une a M5. El plegamiento hace que esas
dos partes estén fisicamente juntas adoptando stnacteira de laming con siete

cadenas paralelas.

CITOPLASMA

MEMBRANA

Figura 2. Estructura de la C&"-ATPasa en sus conformaciones;Ea, y E,. Las hélicesx de la
region transmembranal se muestran en distintogel®1 (gris claro), M2 (verde oscuro), M3 (gris
oscuro), M4 (amarillo), M5 (morado), M6 (verde darM7 (rojo), M8 (azul claro), M9 (rojo) y M10
(rojo). Las hélices M4, M5, M6 y M8 contribuyen arthar los centros de unién del €aSe indica la
localizacion del lazo L67 que une las hélices M@%y que afecta al proceso de fosforilacion. Ladgeg
citoplasmica que forma la cabeza globular muestdaminio de unién de nucledtidos, N (verde oscuro)
el dominio de fosforilacion, P (verde claro) coraglinoacido que se fosforila transitoriamente poPA
(asterisco rojo) y el dominio activador, A (azWlas flechas que aparecen junto a los dominios WAP
indican el movimiento que realizan estos dominiasmue la conformaciénEs, se convierta enE

El dominio de union de nucledtides la region que interacciona con el ATP y esta

formada por los aminoacidos GikArg®®

situados entre las dos regiones que forman
el dominio P. La estructura secundaria correspanaiea laming [J formada por siete

cadenas antiparaleldsque estan envueltas por dos haces de hélices.

El dominio impulsoresta formado por 125 aminoacidos que se sitUar ¢

hélices transmembranales M2 y M3. Su union a l@nregansmembranal se realiza a
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través de dos grandes lazos. Este dominio conkcem&o de hidrélisis de ATP con el

centro de unién y transporte de’Ca

La estructura tridimensional de Bbtenida a una resolucién de 3'1 A (Toyoshima
y Nomura, 2002)Kigura 2) es muy diferente a la dg&s, lo que indica que la union
de C&" es capaz de inducir un gran cambio conformaciena proteina. Los cambios
se producen tanto en los dominios que componerali@za globular de naturaleza

hidrofilica como en las hélices transmembranales.

Los dominios citoplasmicosen la conformacion f£& se encuentran muy
separados mientras que endparecen mucho mas proximos formando una estauctur
mas cerrada y compacta. Para que se produzcatasetiga compacta, el dominio A
debe rotar sobre el eje vertical de la proteinas urk®® mientras que el dominio N se
desplaza hacia adelante adoptando una posiciénvedsial respecto al plano de la
membrana. Como resultado de ello, la parte supgeiodominio N se mueve mas de 50
A de su posicion original y el dominio P rota ur3®8 respecto a la membrariigura
2). A pesar de esos desplazamientos tan importahfdegamiento de los dominios P y

N apenas cambian.

El empaquetamiento de laglices transmembranaléambién sufre un proceso de
reorganizacion al unirse el €a Estos cambios estructurales tienen una clara
implicacién en el mecanismo de unién y liberaci@@&* durante el transporte. La
modificacion del empaquetamiento afecta principab®@e las hélices M1-M6 y parece
que el dominio de fosforilacion desempefia un pappbrtante como coordinador de
esos movimientos. Eso es lo que permite que é Paeda atravesar la membrana
durante el proceso de transporte. Hay que teneuenta que las bombas de iones no
tienen una estructura definida de poro como oatorelos canales ionicos. El lazo L67
esta unido al dominio de fosforilacién por puenteshidrégeno (Toyoshima y col.,
2000) y es importante en el proceso de fosforitaclé la enzima. Por otro lado, las
hélices M3-M5 estan unidas directamente al domil@dfosforilacion por puentes de

hidrogeno mientras que M6 esta conectada indiremttana través del lazo L67 y de
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M5. El desplazamiento del dominio de fosforilacfmvoca la inclinacion de M5 y del

resto de las hélices adyacentes (M3-M6).

El estudio de Toyoshima y col. (2000) también hanitedo conocer la localizaciéon
de los centros de unién de“Can la conformacion f£a. Los centros] a los que se
denomina sitio | y sitio [ estan en la regién transmembranal a una alturdasim

respecto al grosor de la membrana, equivalentg & %igura 3).

E.Ca,

908 309
799 00
Asp

307

SITIO | SITIO 11

Figura 3. Sitios de unién de C# en las conformaciones EEa, y E, de la C&*-ATPasa.Los dos
iones C4&" en la conformacién £a se muestran como circulos amarillo-verdoso. Lomaacidos de
los sitios de uniéon en la conformaciénCa, forman enlaces coordinados a través de oxigeogs) @e
cadenas laterales o de la cadena principal. Emréomnmacion & (ausencia de G§ la disposicion de
estos mismos aminoacidos es claramente distinta.

El sitio | se localiza en el espacio entre lasdadliM5 y M6 y tiene contribucion de
la hélice M8 mientras que el sitio Il se forma picamente en su totalidad con la hélice
M4 existiendo participacion de la hélice M6.

Funcion

La C&*-ATPasa es capaz de hidrolizar ATP y bombed* @hinterior del RS
mediante un ciclo de reaccion en el que se prodoasrbios conformacionales de la
enzima asociados a procesos de fosforilacion yodisflacion (Inesi y Kirtley, 1990;
Inesi y col., 1992). En condiciones 6ptimas de agitin se transportan 2 iones’Cpor
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cada ATP hidrolizado (Hasselbach, 1964). Es ursgrarador electrogénico puesto que

intercambia 2 6 3 Hpor cada 2 Cd transportados (Yu y col., 1993).

Las dos conformaciones principales de la enzin@akEy E, son distinguibles
desde el punto de vista experimental. La conforamEiCa presenta alta afinidad por
Ccd&* y tiene orientados los sitios de unién hacia ®ptasma de la célula medio
externo cuando se aislan las vesiculas de RS. hfaromacion & posee baja afinidad

por C&"y los sitios de unién pueden presentar una og&rtanterna o externa.

El Esquema Icorresponde a una version simplificada del cictealitico y de
transporte. Incluye las cuatro etapas minimas aeesspara que se transporte’Ca
desde el medio externo (citoplasmico) al intermon{hal) al tiempo que se hidroliza el
sustrato ATP. EEsquema Hdescribe lo que denominamos ciclo acoplado dei@ao

ciclo E;-E, donde la relacién entre €aransportado y ATP hidrolizado es 2.

De acuerdo con détsquema,lla conformacion enzimatica, Ehteracciona con los
iones C4" situados en el medio externo para formgkd (etapa 1). Por tanto,Ea
representa el estado conformacional de la proteora C&" unido y orientacion
citoplasmica. ECa se fosforila (etapa 2) si el medio de reacciértieae ATP y M§*
dando lugar al intermedio;E:-Ca (Yamamoto y Tonomura, 1968; Makinose, 1969;
Kanazawa y col., 1971). El EP con’Canido se denomina “intermedio de alta energia”
porque es capaz de regenerar ATP si se afiade ADfedib. Los iones Gaen el
complejo EP-Ca sufren un proceso de oclusion dentro de la memabdamante el
proceso de transporte. Esto hace que en un detsmimomento no puedan
intercambiarse de forma rapida corfQaresente dentro o fuera de las vesiculas de RS
(Dupont, 1980; Takisawa y Makinose, 1981). El imedio BEP-Ca [ que es
inestablé]l sufre un cambio conformacional (Kanazawa y co85)3jue conlleva una
modificacion en el empaquetamiento de las hélissimembranales. El resultado es
que la afinidad de unién para el “Calisminuye unas mil veces y los iones quedan
accesibles al medio interno. Esto permite que éf €alibere dentro del RS (etapa 3)

(Inesi y col., 1978). El intermedio sin €ainido se denomina,E y es un “intermedio
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de baja energia” ya que en presencia de ADP noepiegchar ATP. La hidrélisis de
E.P (etapa 4) da lugar a la liberacion de B la formacion de Fque entonces cambia
su orientacion hacia el medio externo. De esta dotln enzima queda preparada para
realizar un nuevo ciclo de reacciéon. El acoplanuestre transporte e hidrélisis se
produce como consecuencia de que las etapas pardmlunion y disociacion de Ca
con cambio en la orientacién respecto al planoadmémbrandl etapa 1 y etapa 3,
respectivamentél estan intercaladas entre las reacciones quimicésstigilacion por

ATP e hidrolisis del EP] etapa 2 y etapa 4, respectivamente.

ADP
E |9 =% Egp &
Ca (2) Ca
Ca (l) (3) Ca

2+ 2+

Ca

Ca
(4)
B |=ER| |
H,O0

Esquema 1. Ciclo acoplado de reaccién de la €aATPasa. Las etapas minimas del ciclo son: (1)
unién de C#, (2) fosforilacion por ATP, (3) disociacion de*Cy (4) hidrélisis de EP. El cicloFE, es
totalmente reversible pero en condiciones fisiaagisolo opera en el sentido de las agujas de¢l relo

El ciclo de reaccion no siempre se produce tal cemda descrito. Estudias
vitro indican que el ciclo de reaccién es muy versaskesnodifican las condiciones de
ensayo. Asi es posible conseguir que la conformagipes decir la enzima en ausencia
de C&", hidrolice ATP y otros sustratos donadores deafosfCarvalho-Alves y
Scofano, 1987; Fortea y col., 2000; Fernandez-Bgldal., 2001) o incluso que el

intermedio EP-Ca se hidrolice a ECa + P, en lugar de liberar primero €gpara dar
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E,P + 2 C&" (Fortea y col., 2000; Fernandez-Belda y col., 2081 desacoplamiento
entre transporte de €a e hidrélisis de sustrato fosforilante se produce

indefectiblemente cuando tiene lugar alguna desestecciones parciales alternativas.

ROS y estrés oxidativo

Los radicales libres son estructuras molecularee @oseen un electron
desapareado y en consecuencia son inestablesneattareactivas (Thompson y Hess,
1986; Fantone y Ward, 1985; McCord, 1985). Los aaéds libres con atomos de
oxigeno pertenecen a un grupo mas amplio de estasctrelacionadas con el
metabolismo oxidativo de la célula y que se caraae por su alta reactividad. Se trata
de las denominadas especies ROS entre las cuakscgentran: radical superéxido,

H,0O,, oxigeno singlete, radical hidroxilo y peroxirtibri

La formacion de superdxido desencadena una serfpaiesos que producen la
acumulacion de otras especiEsquema R Asi, el radical y anion superéxido se puede
transformar en kD, a través de la siguiente reaccié, + 00, + 2H — H,O, + O,.

La reaccion tiene lugar espontaneamente o por raao superéxido dismutasa. El
superoxido también puede reaccionar con el radix@o nitrico para generar anién
peroxinitrito que es igualmente citotoxico. Eb®3 puede a su vez reaccionar con
superoéxido para formar radical hidroxilo;® + 00, — O, + OH + [JOH. El proceso

se denomina reaccion de Fenton y requiere la priesete metales de transicion
reducidos que actian como catalizador. BOHtambién puede reaccionar con
hipoclorito o con peroxinitrito para dar oxigenmglete. El oxigeno singlete es una
molécula de oxigeno que tiene electrones de vaandaitados'(Q,) y eso le confiere

una alta reactividad como oxidante. Otra fuent@rdeluccion de oxigeno singlete son

las reacciones catalizadas por peroxidasas y ligenasas.
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Mitocondria
07 Y2 5 ONOO-
SOD
H,O, == O, - HO

REACCION | Fe™
FENTON

-OH

O; HO, -OH ONOO~

N\ S
’mo CELULR

v
@Cronp  @onnd»  @irinod

Esquema 2. Interrelacién entre especies ROS y efectos celus. El radical y aniéon superdxido
(0O, ) producido por la cadena respiratoria mitocondrizéde transformarse en,®) por acciéon de
superéxido dismutasa (SOD) o puede reaccionar k@adieal 6xido nitrico para dar anién peroxindrit
El H,O, puede transformarse en radical hidroxilDH) a través de la reaccion de Fenton actuando como
catalizador F&. La eliminacién de bD, se produce por la accién antioxidante de glutgtiémoxidasa y
catalasa. Cuando los niveles de ROS exceden aéd&idad antioxidante de la célula, se producetegd®s
oxidativo que desencadena un dafio celular en pestelipidos y material genético.

La generacion de ROS en células normales esta ronfrotada a través de
distintos mecanismos que se encargan de su elidma&xisten antioxidantes
naturales como glutatiom-tocoferol (vitamina E), carotenoides y acido abuwr que
reaccionan con la mayoria de estos oxidantes. Eambay enzimas con funcién
antioxidante como es el caso de: glutatibn per@ddg catalasa que catalizan la
reaccion: 2 HO, —» 2 H,O + Q.. Sin embargo, cuando los niveles de ROS excedin a

capacidad antioxidante de la célula, se produesteds oxidativo.

La produccion de ROS aumenta considerablementeetrnainadas situaciones
como pueden ser: un proceso inflamatorio, el exnirgjento, la exposiciéon prolongada
a radiaciones, el shock endot6xico o un procesisgiemia-reperfusion. El exceso de

ROS produce dafio celular en distintos componerggdaces como son:. proteinas,
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lipidos y material genético. El estrés oxidativddesnplicado en diversos tipos de
alteraciones celulares (Kloner y col., 1989; O[i@89) incluyendo la capacidad para
inducir la muerte celular a través de mecanismoapdgtosis o de necrosis (Kannan y
Jain, 2000).

Uno de los efectos que se atribuye a las espe€&d’ el de elevar el nivel basal
de C&" libre en el citoplasma. Esto sugiere que el efesiodebe producir sobre
transportadores de €aEl tratamiento de vesiculas de RSrocedentes de musculo
de langosta con agentes oxidantes comaQd, peroxidisulfato y Fé&/ascorbato
produce inhibicién de la actividad €aATPasa y del transporte de Cd4Scherer y
Deamer, 1986). El efecto se correlaciona con ldawidon de grupos SH de la proteina
descartando un efecto de la oxidacién de lipidosadmembrana. Otros datos de la
bibliografia indican que el tratamiento de vesisutle RS procedentes de arteria
coronaria (musculo liso) con,B, entre 10 y 5QuM produce inhibicion del transporte
de C&"y de la acumulacién de EP (Grover y col., 1992mbién se ha descrito que la
inhibicién de la C&-ATPasa de RS, medida a través de la velocidadrate$porte de
Cc&* dependiente de ATP, es mayor en musculo liso l@sgue en células endoteliales
(Grover y Samson, 1997). La razon de esa difereseiatribuye a que el musculo liso
vascular expresa la isoforma 2b de la enzima nasmjue el tejido endotelial expresa la
isoforma 3 (Grover y col., 1997). La mayor resistarde la isoforma 3 se interpreta
como un mecanismo para que el tejido endotelialdpusoportar mejor el estrés
oxidativo que se produce en el lumen de las asteria

El radical hidroxilo 0 generadoin vitro a través de la reaccion de Ferifon
también es capaz de inhibir la actividad hidraditite la CA-ATPasa y el transporte de
Cd" tanto en vesiculas de RS de musculo cardiaco esmeelético (Xu y col., 1997).
Este trabajo muestra que cuando se preincubanneside RS con ATP 1 mM antes
de exponerlas a la accion del radical librese observa una proteccion total de la
actividad enzimatica y del transporte. Los autarascluyen que el radical hidroxilo
desnaturaliza a la enzima atacando directamesigaetie union del ATP.
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El oxigeno singleté] generado por fotoactivacion del colorante rosa akehg
inhibe significativamente la actividad ATPasa ytrahsporte de Ga en vesiculas de
RS de musculo cardiaco (Kukreja y col., 1991). Bgeova un descenso del 18% en la
poblacion de grupos SH valorables y el dafio furatise relaciona con la oxidacion de
la C&£*-ATPasa.

Otros estudios han utilizado el sistema exdgenoxaiptina/xantina oxidasa para
producir un efecto inhibidor sobre la G#TPasa de RS de musculo liso vascular
(Suzuki y Ford, 1991). El efecto también se rela@ioon la oxidacion de grupos SH y
en este caso se atribuye al superdoxido generadyueas inhibible por superéxido

dismutasa.

El peroxinitrito O que es un derivado altamente reactivo del 6xidocaif es
capaz de oxidar distintos aminoacidos aromaticesKBan y col., 1992; van der Vliet
y col., 1994), amino&cidos con atomos de azufrali(Raol., 1991b), lipidos (Radi y
col.,, 1991a) y otros tipos de moléculas como astor(Shi y col., 1994) y
desoxirribosa (Beckman y col., 1990). Para elloedestar en forma protonada. Otros
estudios han demostrado que concentraciones bajagermxinitrito son capaces de
producir un descenso de la actividad '@ TPasa debido a la oxidacién de grupos SH
de la proteina. Esa inactivacion es en gran parfé0fo) reversible afladiendo agentes
reductores como ditiotreitol o borohidruro sédidbner y col., 1996). Sin embargo al
utilizar concentraciones altas de peroxinitritoobserva una inactivacion de la enzima
gue no es reversible por tratamiento con agentéscreres. Este Ultimo resultado
sugiere que posiblemente se produzca la oxida@dotrds aminoacidos ademas de los

aminoacidos con grupos SH.

HZOZ

El H,O, es un compuesto de bajo peso molecular, miscibbgaa, inestable y con
capacidad para atravesar las membranas celulatgaala via de entrada no se conoce
con precision (Halliwell y Gutteridge, 1999). Es ynidxico in vivo y por tanto se

elimina rapidamente por la accion de antioxidam@sacelulares y enzimas tales como:
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catalasa, glutation peroxidasa y sistemas coretioxina (Bai y col., 1999; Matsumoto
y col., 1999).

El H,O, se forma a partir del radical superdxido genemmda mitocondria como
se ha descrito antes aunque también puede apaackr accién de oxidasas entre las
qgue se incluyen: glicolato oxidasa, monoamino csad§ la via deg3-oxidacion de
acidos grasos en los peroxisomas (Chance y cal9, k¥ Groot y Littauer, 1989). El
H.O. no solo ejerce efectos oxidantes sino que tandséinente para la formacion de
otras especies ROS como es el radical hidroxilta Eansformacion se produce por
exposicién a la luz ultravioleta (Ueda y col.,, 1P96 por interaccion con iones
metéalicos de transicién de entre los cuales el im@grtante es el Eé (Halliwell y
Gutteridge,1990).

El H.O, no solo esta relacionado con el estrés oxidatieb gafio celular. Estos
efectos son evidentes a altas concentraciones (&hiyrcol., 1994). Sin embargo, hay
datos que indican que concentraciones bajas,@e plieden tener un papel como seiial
intracelular o intercelular (Schreck y col., 19%be y Berk, 1999). Asi por ejemplo,
los fagocitos que se activan en un proceso inflanmaparece que modulan la respuesta
inflamatoriall control de la proliferacion celular o apoptosisgyesacion plaquetaria

mediante el KO, que generan (Clement y col., 1998; Vepa y coP9]9

OBJETIVOS

Al repasar los datos bibliograficos se constata upe de los efectos nocivos que
producen las especies ROS es alterar la homeostalsi€&" intracelular actuando
sobre la CA—ATPasa de RS. En estos estudios se han utilizatiotds especies ROS
y vesiculas de RS procedentes de distintos tejidasutilizacion de preparaciones
microsomales procedentes de musculo cardiaco allsamo se ha hecho en muchos
caso§l tiene dos inconvenientes importantes: (i) la fi@ctcque se aisla con la

membrana de RS contiene otras membranas contaesnemm actividad ATPasa vy (ii)
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el contenido en C&-ATPasa de la membrana del RS cardiaco o de muksales
relativamente bajo. La utilizacién de una prepamae RSO enriquecida en tubulos
longitudinales de musculo esqueléficavita estos dos problemas y permite realizar un
estudio mas profundo sobre el mecanismo de inbibiddada la complejidad de accion
de las distintas especies ROS hemos seleccionadmpestro estudio a una de ellas, el
H,0,.

El objetivo de este trabajo es caracterizar lostefeque se producen sobre la
proteina C&-ATPasa al tratain vitro vesiculas RS con#,. Las preguntas a las que
se pretende responder son:

¢ Coémo afecta el tratamiento al transporte activeaié&

¢ Coémo afecta el tratamiento a la actividad* @& Pasa?

¢ Como afecta el tratamiento al factor de acoplaimi€e*/P,?

¢, Qué tipo de intermedios de reaccion se acumukamdouhay desacoplamiento?

¢, Como afecta el que las vesiculas de RS se expahtfatamiento en presencia
o0 ausencia de €%

¢ Como afecta el tratamiento a la hidrélisis de AfRwusencia de €2

¢ Como afecta el tratamiento a los sitios de uné&ad*?

¢, Como afecta el tratamiento al nivel de acumulad®rEP y a su cinética de
descomposicion?

¢, Como afecta el tratamiento a los grupos SH deZena?

Los resultados obtenidos estan basados en medidadrdlisis de ATP, transporte
de C&", union de C&, acumulacion de EP y determinacién de grupos &lizadas en
diferentes condiciones experimentales, utilizandoapello técnicas colorimétricas y
radiomeétricas. Los datos muestran caracteristiclpgndencias importantes del efecto
inhibidor y permiten conocer la conformacion enziogy la reaccion parcial del ciclo

de reaccion a las que afecta eOql



