Materiales y Métodos 18

MATERIALES

Material biologico

Los animales utilizados fueron hembras adultasotejo Oryctolagus cuniculys
de raza Nueva Zelanda y peso aproximado de 2 kg.el@amplares procedian de una
granja local del Cabezo Cortado (Murcia) y se adguiel mismo dia de la preparacion.
El sacrificio se realizaba por un procedimiento haoitario. Las membranas de RS se

obtenian a partir de musculo esquelético blandagipatas traseras.

Productos quimicos

H,0, al 30% (p/p) con estabilizador, DTNB, EDTA, EGTBSA, LaCk, Mops,
fosfoenolpiruvato, oxalato potasico, glucosa, sasarfosfato potasico, Sephadex G-50,
TG, mezcla de centelleo liquido Sigma-Fluor (S-402atalasa de higado bovino y
piruvato quinasa de musculo de conejo fueron pitoduc de Sigma
(www.sigmaaldrich.coin La disolucion de kD, al 30% se almacené a 4 °C en la

oscuridad. A partir de esa disolucion se prepakili® 0'5 M, que se mantenia a 4 °C
durante un tiempo maximo de una semana.

Metavanadato amonico y molibdato amonico tetrabadi@ fueron suministrados
por Acros Organics (Bélgica).

Carbonato sodico, tartrato soédico, sulfato cupmmmtahidratado, SDS, acido
nitrico y amoniaco se obtuvieron de Scharlau (Ezpari

ATP se obtuvo de Roche Molecular Biochemicalgnv.biochem.roche.com

Acido clorhidrico y metanol fueron de Baker (Holahd

NaOH, KOH, KCI, MgC}, el reactivo de Folin-Ciocalteu, el papel indicado
universal y la disolucién patrén de Caritisol” se adquirieron de Merck (Alemania).

El ionéforo de C& A23187 aislado deStreptomyces chartreusensisTris se

compraron a Calbiochemv{vw.calbiochem.com

Los filtros de nitrocelulosa (tipo HAWP) con diammetle poro de 0°4fm fueron

de Millipore Ibérica www.millipore.con

Las columnas para la filtracion en gel procediaBideRad (vww.bio-rad.com
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El nucleétido radiactivo \f**P]JATP se adquiri6 a PerkinElmer Life Sciences

(lifesciences.perkinelmer.com*CaClb fue suministrado por Amersham Pharmacia

Biotech (vww4.amershambiosciences.doyn[*H]glucosa se obtuvo de DuPont/NEN
(EEUUV).

Agua purificada

El agua de red se sometid a tratamiento de Osrro&ssa a través de un equipo
Milli-RX de Millipore, para obtener agua de gradwahtico. Este agua se sometié a una
segunda purificacion utilizando un equipo Milli-Qodelo A10 de Millipore. Este
segundo proceso proporciond agua de grado reamivoesistividad de 18 &1-cm que
denominamos agua Milli-Q. Este agua es la que dedupara preparar todas las

disoluciones acuosas descritas en este trabajo.

Disolucion patron de C&"
La concentracién de apuede ser muy imprecisa cuando se prepara podaesa
debido a que el Cagbolido es muy higroscépico. Ese error se evitéiggado de una

disolucién valorada de CagLl

Para preparar Ca£100 mM se toma una ampolla Tritisbtle Merck que contiene
1 g de CaGlen HCI al 6'5% (v/v). El contenido de la ampokarecoge en un vaso de
250 mL. El interior de la ampolla se enjuaga conaaMlilli-Q y también se recoge
completando el volumen a 150 mL con agua Milli-@spués se afiade 25 mL de Mops
200 mM (pH 7°0) y se lleva el pH a 7°0 mediantad&cion de NaOH 10 N. El volumen
final se ajusta a 250 mL con agua Milli Q utilizangh matraz aforado.

Concentracion de C4&" libre

Algunos compuestos de los que se utilizan paraapaepos medios de reaccion
tienen niveles de G& contaminante similares o superiores a los que reterme
preparar. Para conseguir concentraciones precisa€al en el intervalopM es

necesario utilizar tampones de CaEGTA.
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Las concentraciones de Tay EGTA que hay que afiadir para conseguir una
determinada concentracién de*Clibre en el medio se pueden determinar con ayeda d
un programa de ordenador tal como describe Fal®X®8). Este programa tiene en
cuenta la constante de afinidad absoluta parauélitmip: C&®*+ EGTA" [l Ca-EGTA"
que es 9°33-18 M (Schwartzenbach y col., 1957) y las constanteosleduilibrios
de protonacion del EGTA (Blinks y col., 1982) qoa:s

[HEGTA®*)/[H'] [EGTA*]1=38 -1 M*
[H.EGTA?)[[HT] [HEGTA*] =912 - 16 M
[H:EGTAJ/[H™] [H.EGTA?] = 575 M*
[H.EGTAJ/[H'] [HsEGTA] = 126 M*

El programa también tiene en cuenta la presenciatrds especies como Kfgy
ATP que afectan a la concentracién dé*d@iare en el medio asi como el pH.

Un medio sin C& se consigue afiadiendo solo EGTA. La concentrad®iC&"
libre se expresa como pCa. Una concentracién délidee 50 uM corresponde a un
pCa=4"3.

METODOS

Aislamiento de RS

El aislamiento de vesiculas de RS se realiz6 sefjtmétodo descrito por Electr e

Inesi (1972) tal como se detalla a continuacion:

El animal se sacrificaba introduciéndolo primero wera cadmara con anhidrido
carbonico hasta que quedaba aturdido. A continnas® sacaba de la camara para
seccionarle parcialmente el cuello. El conejo satarda sujeto por las patas traseras
durante unos min para conseguir que el desangradoa fmaximo. Todas las
manipulaciones posteriores se realizaron en unanaitrefrigerada a 4 °C para

minimizar la desnaturalizacién e hidrélisis depasteinas.
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El masculo mas blanco de las extremidades postsrge extrajo con ayuda de un
bisturi (hoja del n® 22). La masa muscular extragldepositdé en 500 mL de EDTA 0’1
mM (pH 7°0) que estaba enfriada a 4 °C. Los redosiisculo rojo, tejido conectivo y
grasa se eliminaron con unas tijeras. El muscwada limpio se paso6 a otro vaso con
400 mL de agua Milli-Q enfriada a 4 °C.

El tejido se puso sobre papel de filtro para secadespués se fue afiadiendo a un
granatario hasta alcanzar un peso de 180 g. Histe $e troce6 muy bien con ayuda de
las tijeras y se pas6 a un vaso que contenia 54@amlops 10 mM (pH 7°0), sacarosa
10% (p/v) y EDTA 01 mM que se mantenia fria a 4 °& mezcla se trituré en una
batidora de cocina Osterizer, modelo Pulsemati¢EEJU). Esto se hizo a velocidad
media y durante 1 h, en periodos de 15 s interrdosppor pausas de 5 min. Durante
ese tiempo se vigilé el pH, utilizando papel indimauniversal, para mantenerlo entre
6’5y 7°0. A partir de los 20 min, que es cuandpiera a bajar el pH, se afiadio NaOH

10% (p/v) para mantenerlo en el intervalo adecuado.

El homogenado se centrifugd a 9.500 rpm (10.000dxgante 25 min y a 4 °C en
una centrifuga Beckman modelo J2-21 (EEUU) utillcanun rotor JA-10. El
sobrenadante que contenia los microsomas se pittra@lecantacion a través de 6 a 8

capas de gasa para eliminar restos de material grasuspension.

El filtrado se centrifugé a 18.000 rpm (30.000 ®gyante 75 miny a 4 °C en una
ultracentrifuga Beckman modelo L8-55M (EEUU) con nator 19. En este caso se
elimind el sobrenadante. El sedimento se resuspesmdi48 mL de Mops 10 mM (pH
7°0), KCI 0'6 M enfriado a 4 °C utilizando un horeagzador Dounce vidrio-vidrio de
40 mL. La suspensién se incub6 durante 40 min epafio de hielo para solubilizar el

complejo de proteinas contractiles (actina y misin

La suspension se centrifugd a 12.500 rpm (12.00@ugante 20 min 'y a 4 °C en
una centrifuga Beckman J2-21 usando un rotor JA-@9tubos se sacaron con cuidado

al terminar la centrifugacion. Los microsomas, qae de color blanco, muestran una
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distribucion en gradiente. La zona superior detligrate, que es rica en fragmentos de
tubulos T, aparece poco turbia. La zona intermeglia, tiene una turbidez mayor, esta
compuesta de forma mayoritaria por vesiculas depRf8edentes de los tubulos
longitudinales. La zona inferior del gradiente, qgge muy opaca y tiene una cierta
tonalidad marrén, es la fraccién enriguecida enegiss terminales y triadas

(asociaciones de cisternas terminales y tubulos T).

La zona superior del gradiente se eliminG mienttas la parte intermedia se
recogié con cuidado sin alterar la distribuciéon deddiente. La fraccion recogida se
centrifugd a 35.500 rpm (105.000 xg) durante 30 mi# °C en una ultracentrifuga
Beckman L8-55M usando un rotor 5572 Ti. El sediremie se obtuvo al terminar la
centrifugacion se resuspendié en 5 mL de Mops 10(pti17°0), sacarosa 30% (p/v) a
4 °C. La resuspension de las vesiculas se reatimbaguda de un homogenizador

Dounce vidrio-vidrio de 10 mL.

Los microsomas aislados se distribuyeron en aldsuate 0°'3 mL en tubos
Eppendorf y se guardaron en un ultracongeladoi0e’PE8 Las propiedades funcionales
de la C&"-ATPasa se mantienen estables durante varios meaeso las vesiculas se

almacenan en las condiciones descritas.

Cuantificacion de proteina
La determinacién de la concentracion de proteinaeaézd por el método de

Lowry y col. (1951) usando BSA como patrén. El ndétoutiliza los siguientes
reactivos:

- Carbonato sodico 2% (p/v), NaOH 0°1 N (Reactivo A).

- Tartrato sodico 1% (p/v) (Reactivo B).

- Sulfato cuprico pentahidratado 0°5% (p/v) (Reac®)o

En el momento de usar se mezcla: 100 mL de reastiwv@ mL de reactivo B +
2 mL de reactivo C, lo que constituye el reactieblduret.

- Reactivo de Folin-Ciocalteu diluido al 50%: 6 ml deactivo comercial + 6

mL de agua Milli-Q. También se prepara en el momelst usar.
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La disolucién patron de BSA se prepara por pesadaagua Milli-Q a una
concentracion aproximada de 1 mg/mL. Se pesan 8en®®SA y se disuelven en 5 mL
de agua Milli-Q. La concentracion real de BSA sédrina experimentalmente por
medidas de absorbancia. Para ello se toman t@sts de 0'2 mL de la disolucion
patron y a cada una de ellas se le aflade 1°8 nalguake Milli-Q. La absorbancia de las
muestras diluidas se mide a 280 nm en una cubeteuaeo. El valor medio de
absorbancia (Abs) se utiliza para calcular la cotraeion real (c) segun la ecuacion:
Abs =¢-c-d, donde es 15.300 M-cm' y d es 1 cm. La disolucién se guarda congelada

en alicuotas.

Para la determinacion de proteinas se prepararernudos de ensayo. Los seis
primeros corresponden a la recta de calibrado glles se afade: 0, 25, 50, 75, 100 6
125 pL de disolucion patron de BSA (equivalente a 0-g5de proteina). A los tres
tubos restantes se les aflademR@le la suspension de vesiculas de RS diluidadn5 ¢
agua Milli-Q. A continuacion se aflade agua a toliss tubos hasta alcanzar un

volumen final de 1 mL.

Después se aflade a cada tubo 5 mL de reactiviudet agitando en un vortex tras
la adicion. Los tubos se incuban durante 10 minuenbafio de agua a 37 °C.
Seguidamente se afiade a cada tubo 0’5 mL de @ativFolin-Ciocalteu diluido,
agitando tras la adicion. La incubacion de los sube prolonga durante 20 min en un
bafio de agua a 37 °C. Por ultimo los tubos se dsjfiiar a temperatura ambiente antes

de medir su absorbancia a 700 nm.

Para determinar la concentracion de proteina denuestra se toma el valor medio
de las tres lecturas de absorbancia y se multiglmala pendiente de la recta de
calibracion (ig BSA/absorbancia). Logg de proteina se dividen por el volumen de
muestra (0°02 mL) para determinar la concentraeidpg proteina/mL. Ese valor se
multiplica por cinco que es el factor de dilucidilizado. La concentracion de vesiculas

de RS se expresa como mg de proteina total/mL.
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La Tabla Irecoge las diferentes adiciones que requieresayen

TABLA |
BSA Muestra Agua Milli-Q  Reactivo de Reactivo de
Tubo 1 mg/mL problema (mL) biuret (mL)  Folin (mL)

(mL) (mL)
1 0°000 1°000 5 0’5
2 0025 0975 5 0’5
3 0°050 07950 5 0’5
4 0°075 07925 5 0’5
5 07100 07900 5 0’5
6 07125 0°875 5 0’5
7 0702 07980 5 0’5
8 --- 002 07980 5 0’5
9 --- 002 07980 5 0’5

Una concentracién de 1 mg RS/mL corresponde aemeeatracion M de C&*-
ATPasa teniendo en cuenta que el peso moleculta peoteina es aproximadamente
100.000 y que representa un 70% del contenido tigtgiroteinas en la membrana de

RS.

Tratamiento con H,O,/catalasa

El procedimiento consistié en incubar a €7 vesiculas de RS a una determinada
concentracion y en un determinado medio ca®HLa reaccion de oxidacion se
detuvo afadiendo catalasa para eliminar eD,Hgque no habia reaccionado. Las
vesiculas de RS en un medio corf'Qibre se denominan en adelante muestr&@aE
mientras que las vesiculas de RS en un medio $ins€alenominan muestras E

Muestras E,Ca,
El medio de incubacién fue: Mops 20 mM (pH 7°0),IK80 mM, MgCL 5 mM,
EGTA 0’5 mM, CaGl 0'551 mM (pCa = 4°3), 0°01 mg RS/mL y A23187 00
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cuando se utilizaron vesiculas permeables?d Ehmedio de incubacién fue: Mops 20
mM (pH 7°0), KCI 80 mM, MgCGl 5 mM, EGTA 0’5 mM, CaGl0’551 mM (pCa =
4°3), 004 mg RS/mL y oxalato potasico 5 mM cuasdautilizaron vesiculas intactas.
Las muestras se incubaron a 37 °C durante 1 h mardeterminada concentracion de
H.O,. Las concentraciones de,® y el tiempo de reaccion se modificd en algunos

experimentos.

Muestras E,
El medio de incubacion consistié en: Mops 20 mM {Bl), KCI 80 mM, MgC} 5
mM, EGTA 05 mM, 001 mg RS/mL, A23187 0'78M y una determinada

concentracién de #D, cuando se utilizaron vesiculas permeables® Ca

La reaccion se detuvo en todos los casos afiadmtdiasa (20 Ulimol de BHO,)
e incubando 5 min mas a 37 °C para permitir laéacde catalasa. Transcurrido ese
tiempo, las muestras se introducian en un bafdette Hasta el momento de realizar las

correspondientes medidas.

Hidrolisis enzimatica de ATP

La actividad enzimatica de la €aATPasa se determiné por un método
colorimétrico discontinuo (Lin y Morales, 1977). rocedimiento se basa en la
utilizacién de un reactivo que forma un complejoeado con el Riberado durante la

hidrolisis del ATP. El complejo de fosfomolibdovalaso es amarillo.

El reactivo se prepara de la siguiente forma:

- Disolver 10 g de molibdato amoénico en agua Milli-@ladir 1 mL de
amoniaco y completar el volumen con mas agua hastanL.

- Disolver 0°235 g de metavanadato amoénico en 40 mlagua Milli-Q.
Calentar para disolver. Una vez disuelto se eefribafio de hielo y se afiade
0°61 mL de acido nitrico concentrado.

- Disolver 20 g de SDS en 100 mL de agua Milli-Q.
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Mezclar las tres disoluciones anteriores y afiadir L de acido nitrico
concentrado. Completar el volumen hasta 1 L com &jili-Q. El reactivo se guarda a
temperatura ambiente en una botella de color topzauia preservarlo de la luz. En estas
condiciones se mantiene estable y puede utilizdigsante dos meses hasta que

comience a precipitar el SDS.

Para conocer la relaciopmoles Rabsorbancia se construye una recta patrén
utilizando seis tubos que contienen 0, 50, 100, 280 6 25QuL de una disolucién de

P 1 mM.
A continuacion se afiade agua Milli-Q a cada tulsisheaompletar 1 mL. Después
se aflade 1 mL de reactivo de Lin y Morales y 4 maladua Milli-Q. Tras cada adicion

es necesario agitar el tubo en un vortex. Por alsemmide la absorbancia a 350 nm.

En laTabla Il se detallan las diferentes adiciones.

TABLA I
Agua Milli-Q Pi1 mM Reactivo Agua Milli-Q
Tubo (mL) (mL) (mL) (mL)
1 100 0°00 1 4
2 0795 0°05 1 4
3 0790 0710 1 4
4 0'85 0715 1 4
5 0°80 0720 1 4
6 075 025 1 4

Hidrdlisis en presencia de C&'

Muestras E;Ca, tratadas con HO,

La hidrolisis de ATP se midioé a 37 °C en el medibizado para tratar las muestras
E.Ca con HO,: Mops 20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM, Mggh mM, EGTA 0°5 mM,
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CaCh 0’551 mM (pCa = 473), 0°01 mg RS/mL y A23187 O1/M4. La reaccion se

inicié afadiendo ATP.

El procedimiento consiste en preparar cinco tulmrs It mL de reactivo de Lin y
Morales que se mantienen a temperatura ambienteng&yo en blanco se realiza
afiadiendo una alicuota de 1 mL del medio de reacsiid ATP a uno de los tubos
preparados con el reactivo de molibdato/vanadatis dgitar con ayuda de un vortex se
anade ATP 1 mM.

La reaccion comienza con la adicion de ATP 1 mMmnaldio que contiene la
muestra (4’5 mL) y que se mantiene a 37 °C. Ampdetiese momento y a intervalos de
1 min se sacan alicuotas de 1 mL y se van afiadeedda uno de los tubos preparados
con el reactivo. Esta adicion detiene la reacciérhidrolisis de ATP debido a que el
reactivo contiene acido fuerte. Posteriormentefsal@ 4 mL de agua Milli-Q a cada
tubo y se mide la absorbancia a 350 nm.

El valor de la absorbancia de cada muestra sepidtipor la pendiente de la recta
de calibracion|fmoles Rabsorbancia) para determinar joroles de Pliberados en las
diferentes alicuotas. Al dividir ese valor por log de proteina en cada alicuota se

determinan logtimles RYfmg proteina.

En algunos experimentos se han mantenido las gondi del pretratamiento con
H,0,a 37°C pero la hidrolisis de ATP se ha medido a 25 °Ccaraposicién del medio
de reaccion fue idéntica a la descrita anteriormemrtepto que la concentracion de RS
fue 0°02 mg/mL y la de A23187 fue 1ji/.

El medio de reaccion para el tratamiento co@4y las medidas de hidrolisis de
ATP en otros experimentos contenia oxalato potésiclugar de A23187. El medio de
reaccion estaba compuesto por: Mops 20 mM (pH K@), 80 mM, MgCh 5 mM,
EGTA 0’5 mM, CaCGl0'551 mM (pCa = 4"3), 0°'04 mg RS/mL, oxalato pctha$ mM,
diferentes concentraciones dgd4. La medida de hidrdlisis se realiz6 a 25 °C. ki
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de la reaccion tuvo lugar con la adicion de ATP NI ;50 uM. En los ensayos con
ATP 50uM se afiadié un sistema regenerador de ATP comppestosfoenolpiruvato
2 mM y piruvato quinasa 6 Ul/mL para evitar el agoiento del sustrato durante el

transcurso de la reaccion.

La hidrolisis de ATP también se estudié en otraglomones experimentales que se

detallan en los correspondientes pies de figuras.

Muestras E; tratadas con H,O,

El medio de reaccion para el tratamiento ce@iestuvo compuesto por: Mops 20
mM (pH 7°0), KCI 80 mM, MgCGl 5 mM, EGTA 0’5 mM, 001 mg RS/mL, A23187
0"75uM vy la correspondiente concentracion dgObl La reaccion se detuvo afiadiendo

catalasa.

La hidrélisis de ATP se midi6 a 37 °C y en presawie C&'". Para ello, se afiadié a
cada tubo CaGl0’551 mM (pCa = 4°3). La reaccion de hidrdlisisiréeié afiadiendo
ATP tal como se ha descrito antes.

Hidrélisis en ausencia de C&
Las medidas de hidrdlisis se realizaron a 37 °@uiesde tratar muestrag &on
H.O,. La composicion inicial del medio fue: Mops 20 n(gH 7°0), KCI 80 mM,
MgCl, 5 mM, EGTA 0'5 mM, 0°1 mg RS/mL y una determinamacentracion de

H,O,. La reaccion de oxidacion se detuvo afladienddasata

La reaccion de hidrélisis se inici6 afadiendo ATIhY. Alicuotas de 1 mL de
medio de reaccion se afiadieron cada 2 min a canaeifos tubos con el reactivo de

Lin y Morales.
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Transporte de C&*

El método utilizado fue el procedimiento descritnw Martonosi y Feretos (1964)
en el que se utilizXC&"* como trazador radiactivo.

Las muestras f£a se trataban previamente con(Qd durante 1 h a 37 °C y

después se incubaban durante 5 min mas con 2Galasagiimol Hy,O..

Las medidas de transporte se realizaron a 25 % emedio que contenia: Mops 20
mM (pH 7°0), KCI 80 mM, MgGl 5 mM, EGTA 0'5 mM,**CaCh 0'551 mM (~ 2000
cpm/nmol) (pCa = 4"3), 0°04 mg RS/mL y oxalato p@d 5 mM.

El medio de reacciéon sin ATP (5'5 mL) se encontrabain vaso termostatizado
por agua circulante que se situaba sobre un agitadgnético. El ensayo en blanco
para conocer el Gainespecifico retenido por las membranas de R@aizd sacando
y filtrando una alicuota de 1 mL del medio de r@atsin ATP. El filtro se lavé 2 veces
con 5 mL de medio de lavado compuesto por: MopsiRD(pH 7°0) y LaC} 1 mM. El
medio se mantenia frio dentro de un bafio de hidlmedio de reaccién restante (4°5
mL) se le afiadia ATP 1 mM lo que marcaba el tieogo de la reaccién. Alicuotas de
1 mL se sacaron cada 30 s antes de filtrarlas aapmdte utilizando filtros de tipo
HAWP (Millipore) y un colector Hoefer modelo FH 225Amersham Pharmacia
Biotech) conectado a una bomba de vacio (Millipdre)filtracion detiene el transporte
al separar las vesiculas de RS del medio de reactis filtros, que retienen las
vesiculas de RS con &C&* transportado, se lavan inmediatamente con el mielio
lavado frio tal como se ha descrito para el ensayblanco. Los filtros se depositan en
viales de polietileno de 5 mL. A los viales sed@aden 3 mL de mezcla de centelleo y
se agitan en un vortex para disolver los filtross lviales se someten a contaje por la
técnica de centelleo liquido en un contador Paci&iEd)U) modelo 2100TR.

El transporte de Gatambién se estudié utilizando ATP M. En estos ensayos
en los que la concentracién de ATP era tan bajageeria la presencia de un sistema

regenerador de ATP para evitar el agotamiento dstrao durante el tiempo de
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medida. Por ello se incluyé en el medio de medidasistema regenerador de ATP

compuesto por fosfoenolpiruvato 2 mM y piruvatorngsa 6 Ul/mL.

Los nmoles de Catransportado/mg de proteina se determinan a giartin patron
que se obtiene tomando tres alicuotas dal2@el medio de reaccidén para determinar
las cpm dé°C&* y calcular su valor medio. El valor medio se dévjzbr 11°02, que son
los nmoles de Ca presentes en cada alicuota, para determinar cpiCee/nmol de
Cd". Los nmoles de Gatransportado en cada muestra se calculan dividieslopm
de**Ca* de cada punto experimental entre las cpff@&* correspondientes a 1 nmol
de C&" patron. Cada uno de los valores obtenidos sedjvint los mg de proteina de
las alicuotas sacadas (0°04 mg). Al valor dél* @@nsportado que se determina para
cada punto experimental hay que restarle éf @denido de forma inespecifica que se

evalla con el ensayo en blanco.

Unién de C&”

El procedimiento para medir unién de?Ca la enzima fue la técnica de doble
marcaje radiactivo descrita por Champeil y Guillgif86). El segundo marcador, que
es de baja energia, permite determinal’@&" inespecifico midiendo el volumen de
medio de incubacion retenido por el filtro. Hay deeer en cuenta que las muestras no
se pueden lavar tras la adicién’d@&* porque la unién del Gano es covalente.

Las muestras Eueron inicialmente tratadas con® en un medio que contenia:
Mops 20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM, MggIL mM, EGTA 100uM, vesiculas de RS a
una concentracion de 0°4 mg/mL y® (0, 2 6 20 mM). La reaccion con,®, se
realizd a 37 °C y se detuvo afadiendo catalasaJ{gfmol H,O,) y prolongando la

incubaciéon a 37 °C durante 5 min.

Antes de comenzar el ensayo se preparaba 1 mL de®ren C&" y glucosa
radiactivos que contenia: Mops 20 mM (pH 7°0), KOImM, MgCt 1 mM, EGTA
100pM, *°CaCh 3 mM (~8.000 cpm/nmol) y’H]glucosa 1 mM (~12.000 cpm/nmol).
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El procedimiento utiliza nueve tubos de ensayosagiee se les afiade 0°6 mL del
medio de reaccion con las vesiculas de RS tratmasbO,. Después se afiade a cada
tubo un volumen de la disolucién $fe€&*/[*H]glucosa para conseguir una determinada

concentracion de Galibre (pCa entre 7°0 y 5°2) tal como se muestrtadiabla I1.

TABLA I
*CaCl, 3 mM CaCl, total
Tubo (ul) (M) pCa
1 3’70 1844 70
2 5730 26'34 68
3 730 3630 66
4 9'50 4760 64
5 11°90 5926 62
6 14°00 7019 60
7 1590 7965 58
8 18°20 90'82 55
9 2000 100700 572

Tras la mezcla, las muestras se incuban durantenm 5 °C y de cada tubo se
saca una alicuota de 0'5 mL (0°2 mg de protein&) s deposita sobre un filtro
Millipore (previamente humedecido con agua Milli-@ps filtros se encuentran en un

colector Hoefer de filtracion conectado a una booib&acio.

Tras la filtracidn, los filtros se introducen eralgs de polietileno y se les afiade 3
mL de mezcla de centelleo. Los viales se agitanayoida de un vortex y se introducen
en un contador de centelleo liquido Packard (EEUWwddelo 2100TR. El aparato
permite calcular cpm d&C&* y cpm de’H teniendo en cuenta el solapamiento de los

espectros de emision de energia de los dos isétopos
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Alicuotas de 1QuL del medio radiactivo se utilizan como patrén pewaocer las
cpm de®H/pL, las cpm dé°Ca*/uL y las cpm dé°Ca*/nmol presentes en el medio de

reaccion.

Para cuantificar el Gaunido de forma especifica a la‘GATPasa se determina
primero el volumen de medio de incubacion (V) reterpor cada filtro. Para ello se
utilizan las cpm del segundo marcadit]plucosa de la siguiente forma:

3
___ ¢pm Hsitro
(cpm*H- Utl) medio

Conociendo el valor de V se puede determinar éf @especifico retenido por

cada filtro:

4 .
E-ta-ﬁltzsp.:(Cpm45cg+' uLl)medio Y

El *C&* especifico unido al enzima se calcula en cadayersaartir de las cpm
de**Cd* en el filtro una vez descontado*® & inespecifico, es decir:

(cpm' CTagy, ) - (cpm*Calesp)

45Ca§;'p_(nmob —
(cpm4fba2+- nmorl)medi(

El valor obtenido se divide por los mg de protaiegositados en cada filtro (0°2

mg) para obtener los nmolesﬁ@a?*espec;ficémg de proteina.

Medidas de EP

El procedimiento para evaluar los niveles de EPefusescrito por de Meis (1988).
El EP acumulado se puede determinar iniciandodecién de hidrélisis con el sustrato
radiactivo |-**P]JATP y deteniendo la reaccién con un &cido fuelBleacido fuerte
detiene la reaccion de hidrdlisis porque desnanara la enzima y no descompone el
EP acumulado porque es estable en medio acido (viatoay Tonomura, 1967;
Makinose, 1969; Inesi y col., 1980).
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Acumulacion de EP

Para realizar estas medidas hay que preparar uio c@dATP radiactivo formado
por: Mops 20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM, Mgeb mM, EGTA 0'5 mM, CaGl0'551
mM (pCa = 4°3) y{-**P]ATP 2 mM (~20.000 cpm/nmol). El medio se mantiéfeen
un bafo de hielo hasta el momento de usar. Tanskigmepara un medio que contiene:
acido percloérico 125 mM vy fosfato sodico 2 mM. Estedio que sirve para detener la
reaccion de fosforilacion/hidrdlisis y lavar lo#iriis también se mantiene en el bafio de

hielo.

Las muestras f£& se tratan previamente a 37 °C coi©O Para ello se preparan
seis tubos de ensayo con 0°5 mL de medio que cantdops 20 mM (pH 7°0), KCI
80 mM, MgCL 5 mM, EGTA 0’5 mM, CaGl0’551 mM (pCa = 4"3) y vesiculas de RS
a una concentracion de 02 mg/mL. La reaccion méimiiadiendo una determinada
concentracion de #,. La incubacion con ¥D, se mantiene a 37 °C durante 1 h.
Transcurrido ese tiempo se aflade catalasa (2Amdl/ H,O,) y se prolonga la

incubacion otros 5 min a 37 °C.

Los tubos que contienen las muestras tratadas ¢@a $¢ pasan a un bafo de
agua-hielo donde va a tener lugar la reaccion sfefidacion. El inicio de la reaccién se
produce afiadiendo 12°AL del medio que contieney-f?P]JATP 2 mM y que se
encuentra frio. La concentracion final de ATP reti@ es 50uM. La reacciéon de
fosforilacion se detiene a los 5 s afiadiendo 5 mlL rdedio que contiene acido

perclorico.

En el primer tubd] que sirve como ensayo en blahce altera el orden de las
adiciones. A los 0’5 mL de medio de incubacionesafiade 5 mL de medio con acido
perclérico y a continuacion se afiade ATP radiadiyitando con ayuda de un vortex.

Una vez detenida la reaccion de fosforilacion,tid®s se incuban en un bafio de
hielo durante 5 min. El contenido de cada tubailga fa través de un filtro Millipore
(tipo HAWP) colocado sobre el colector de filtrati®loefer/Amersham Pharmacia
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Biotech modelo FH 225V conectado a una bomba die \{Millipore). Cada uno de los
filtros se lava cinco veces con la disolucion tiéaperclérico utilizando cada vez 5 mL.
Las vesiculas de RS quedan retenidas en el fitemla filtro se pasa a un vial y a
continuacion se afiade 3 mL de mezcla de centdltsviales se agitan para solubilizar
los filtros y se introducen en un contador de dertdiquido para el contaje del is6topo
32P.

Como patrén se sacan tres alicuotas del5del medio que contiene el ATP
radiactivo (10 nmoles de ATP radiactivo). El vaiedio de las cpm d&P se divide

por 10 para determinar las cpm®3@/nmol de ATP en el patrén.

A las cpm obtenidas en cada punto experimentaleseedta el valor de cpm
obtenido en el ensayo en blanco. Las cpm resuiasgedividen por las cpm que
corresponden a cada nmol de ATP o EP para conme@&mholes de EP formados. Si se
divide por los mg de proteina de cada muestra quidta (0°1 mg) se obtienen los

nmoles de EP/mg proteina.

Descomposicion de EP

Antes de comenzar el ensayo se prepard un medaxcti®&d compuesto por: Mops
20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM, MgGI5 mM, EGTA 05 mM, CaGl0'551 mM vy -
$P]ATP 2 mM (20.000 cpm/nmol). También se preparé medio con ATP no
radiactivo: Mops 20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM, MgCh mM, EGTA 0'5 mM, CaGl
0’551 mM y ATP 50uM. El medio para detener la reaccion fue: acidelpeco 440
mM vy fosfato sédico 7 mM. Para lavar los filtroswt#iz4: acido perclérico 125 mM y
fosfato sédico 2 mM. Todos estos medios se mamuvien bafio de hielo antes y

durante el procedimiento.

El tratamiento de las muestragd& con HO, se realizé a 37C en dos tubos de
ensayo conteniendo cada uno 2 mL de medio de tgaddiops 20 mM (pH 7°0), KCI
80 mM, MgCh 5 mM, EGTA 0’5 mM, CaGl0'551 mM, 0’4 mg RS/mL y #D, (0 6

20 mM). La incubacion se prolongo durante 1 h @@7tras lo cual se afiadio catalasa
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(20 Ul/umol H,O,) y se continud la incubacion durante 5 min a 37193 tubos se

pasaron a un bafio de agua-hielo al acabar la inidubeon catalasa.

El medio de reaccion de la muestra tratada cgb, 20 mM se repartio en siete
tubos de ensayo con 0°25 mL cada uno. Las muestrasatadas con 40, [ que

sirvieron como contrdl se procesaron de forma similar.

Para determinar la cinética de descomposicién deesfealizé un experimento de
pulso y caza. El proceso tuvo lugar en un bafogde-aielo. La reaccién de marcaje
radiactivo (pulso) se inici6 afiadiendo 6°Rb del medio con ATP radiactival la
concentracién final deyf*?P]ATP fue 50pMO y se detuvo a los 5 s afiadiendo 4°75
mL del medio no radiactivo con ATP 5M. Esto permiti6 mantener constante la
concentracién quimica de ATP en el medio al tiempe disminuia considerablemente
(dilucién 1:20) la concentracion de ATP radiactilza.caza del EP radiactivo se realizé
afladiendo 2 mL de medio acido a distintos tiemPpg; 2, 4, 6, 10 6 15 s. Los tubos se

incubaron en un bafo de hielo durante 5 min ardd#thr su contenido.

Para realizar el ensayo en blanco se alteré ehatddas adiciones. A la alicuota de
025 mL del medio de reaccidén que contenia lascukes se afiadid primero 2 mL de
acido desnaturalizante y después de mezclar biafia#io 6 251L del medio cony-
3P]ATP 2 mM y 4’75 mL de medio con ATP frio fM.

El punto correspondiente at = 0 s se realiz6 afialdi [-*P]JATP 50uM a uno de
los tubos que contenia 0'25 mL del medio con Iascuéas de RS. Tras incubar 5 s se
afadio 2 mL de medio &cido y finalmente se afiadi® 4nL de medio no radiactivo
conteniendo ATP 5@M. Tras 5 min de incubacién en un bafio de hielpreeedid a
filtrar a vacio el contenido de cada tubo utilizaml mismo sistema de filtro y colector

descrito anteriormente.
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Cada uno de los filtros se lavo cinco veces codaaperclérico 125 mM vy fosfato
sodico 2 mM frio utilizando cada vez 5 mL de disthn Aacida. Los filtros se
depositaron en viales de polietileno y despuédiadia 3 mL de mezcla de centelleo.
Tras agitar enérgicamente en un vortex para saabilos filtros los viales se utilizaron

para determinat’P mediante el contador de centelleo liquido.

Como patron se utilizaron tres alicuotas coplL5del medio con ATP radiactivo
(10 nmoles de ATP cada una). El valor medio dejas de*’P se dividié por 10 para

determinar las cpm d&P/nmol EP en el patrén.

A las cpm obtenidas en cada punto experimentaleserdsté las cpm d&P
obtenidas en el ensayo en blanco. Los nmoles deeEdbtienen dividiendo las cpm
resultantes entre las cpm @ correspondientes a 1 nmol de EP en el patrodividir
por los mg de proteina utilizados (0'1 mg) se olatiel valor de nmoles de EP/mg

proteina.

Determinacion de grupos SH

La cuantificacion de grupos SH se realizo utilizam@TNB (reactivo de Ellman),
segun el método descrito por Murphy (1976). DTNBuascompuesto que reacciona
con los grupos SH de los residuos de cisteina diftkr acido-5-mercapto-2-

nitrobenzoico de color amarillo que se puede vala@l2 nm.

OZN@S— SQNOZ + Cys— SH—— OZN—QSH + Cys— S—S—Q NO,

COOH COOH COOH COOH

DTNB acido 5-mercapto-2-nitrobenzoico

Las muestras f£a se trataron previamente corp@®3. El medio de incubacion
utilizado fue: Mops 20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM, MgCh mM, EGTA 0’5 mM,
CaCb 0’551 mM, vesiculas de RS a una concentracion ‘deny/mL y distintas
concentraciones de,B; (0, 1, 2, 3, 5, 10 6 20 mM). El volumen final fde 0°6 mL
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con una concentracién de Cdibre de 50uM. La incubacién se realizé durante 1 h a
37 °C.

Una vez que las muestras se habian tratado c@» Bk afadia catalasa (20
Ul/umol de HO,) a cada uno de los tubos para eliminar £bHjue no ha reaccionado

con la proteina.

El medio de reaccién utilizado para el tratamient;m HO, no permite la
valoracion de grupos SH porque interfiere con attigo DTNB. Antes de valorar los
grupos SH es necesario reemplazar el medio de aoth Para ello se pusieron a
hidratar 5 g de Sephadex G-50 en 100 mL de TristHCM (pH 7°8) durante 24 hy a
temperatura ambiente. El gel hidratado se utilen@pellenar columnas de 3’5 x 07 cm
(1’5 mL) que se centrifugaban a 4.000 rom durantsid en una centrifuga de

sobremesa Selecta modelo Mixtasel antes de usar.

A continuacion, se sacO una alicuota de 0’5 mL a#acuna de las muestras
tratadas con $D, y se afadio a una columna de Sephadex. Estas madueguilibradas
en el medio con Tris se sometian a centrifugacidrD80 rpm durante 1 min. De este
modo se conseguia que las vesiculas de RS satleréa columna equilibradas en el

nuevo medio.

Para hacer la valoracion de los grupos SH se af@adéla muestra eluida de la
columna (0’5 mL) un volumen de 0'5 mL compuesta pois-HCI 01 M (pH 7°8) y
SDS 3"2 mg/mL. El medio de reaccion con DTNB congi&DS para exponer todos los

grupos SH de la proteina y permitir su valoracion el reactivo.

El inicio de la reaccion tuvo lugar con la adicidea 20puL de DTNB 200 mM
disuelto en metanol para dar una concentracion 4 aeMDTNB. La incubacion se
prolongd durante 3 min a 25 °C. Transcurrido esapb se midio la absorbancia a 412
nm. Los grupos SH modificados por el tratamiento ERO, no daran reaccion con

DTNB y por tanto provocaran una disminucion deldsaabancia respecto al control.
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El ensayo en blanco se realiz6 con 1 mL del meaiopuesto por: Tris-HCI 01 M
(pH 7°8) y SDS 16 mg/mL al cual se le afadiaiR@e DTNB 200 mM, agitando muy
bien tras cada adicion. Para determinar gruposrSHsemuestras, tratadas o no tratadas
con HO, se utilizé6 el coeficiente de extincion molar=13.600 M'-cni’. La
absorbancia obtenida para cada punto experimentalivgdio por el valor dee
obteniendo la valoracion de grupos SH como conaeidn M. Si ese valor se divide
por la concentracion de &aATPasa presente en cada muestra, que es
aproximadamente 1°8M, obtendremos el niumero de grupos SH por molédela
ATPasa.

Presentacion de datos

Los datos corresponden a la media aritméticagbtenida a partir de al menos tres

experimentos independientes:

=}

X
X = =
n

La desviacion entre la media aritmética y los \edoexperimentales se expresa

mediante la desviacion estandar (S):

El programa de ordenador utilizado para el tratatoiele los datos fue SigmaPlot
de Jandel Scientific (EEUU).



