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RESULTADOS

Transporte de C&* e hidrolisis de ATP

Nuestro primer objetivo fue estudiar la capacida tchnsporte de €& que
muestran vesiculas aisladas de RS cuando previamsensometen a tratamiento con
distintas concentraciones de®3. Los experimentos de transporte se realizaron®€25
en un medio tamponado a pH 7°0 que contenia K@hBD) MgCl, 5 mM, *°C&* libre
50 pM y oxalato potasico 5 mM. La inclusién del isétop€a” en el medio de
reaccién sirvi6 como trazador para seguir la acanmioh de C& dentro de las
vesiculas. El uso de vesiculas intactas permitgopqdamos medir el transporte deCa
y la presencia de oxalato hace que la velocidadirdaekporte sea lineal durante el
tiempo de medida. El experimento control consistenedir la velocidad de transporte
antes de realizar el tratamiento copOpl La velocidad de transporte fue 1°04 + 0°04
umoles C&'/min/mg de proteina al utilizar una concentraciénATP 50uM y 211 +
0°08 pmoles C&'/min/mg de proteina cuando se utiliza ATP 1 mMefekto del HO,
se estudié incubando muestragC& (vesiculas intactas) a 37 °C durante 1 h con
determinadas concentraciones d®¥ Transcurrido el tiempo de incubacion se afadia
20 Ul catalasgmol de HO, con el fin de eliminar el D, que no habia reaccionado
con la proteina. La velocidad inicial de transpatée C&" en muestras tratadas con
H.O, se inhibié en funcidon de la concentracion de readfFigura 4). Los datos se
muestran en unidades relativas para facilitar laparacion a las dos concentraciones
de ATP utilizadas. La inhibicién del transporte,ueidades relativas, fue independiente
de la concentracién de ATP y mostré el mismo penfiinofasico con unad§ de ~
075 mM.
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Figura 4. Transporte activo de C&" en vesiculas de RS tratadas con,B,/catalasa.Muestras
E.Ca compuestas por: Mops 20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM,@llgs mM, EGTA 05 mM;**CaCl, 0551
mM (~ 2.000 cpm/nmol) (pCa = 4°3), 0°'04 mg RS/mloxalato potasico 5 mM se trataron a 37 °C
durante 1 h con una determinada concentracién £&. HEl transporte de Ghse estudié a 25 °C tras
afiadir ATP 5QuM (@) 6 1 mM (). En los ensayos con ATP hM se incluy6 fosfoenolpiruvato 2 mM y
piruvato quinasa 6 Ul/mL para evitar el agotamiedgbsustrato. Alicuotas de 1 mL se sacaron ¥afittn
a vacio rapidamente. Cada filtro se lavé con 10d@lmedio: Mops 20 mM (pH 7°0) y Lal mM antes
de cuantificar ef°Ca* retenido.

La hidrélisis de ATP en presencia de”Cammbién se midi6 a 25 °C utilizando las
condiciones experimentales descritas para el toatesgpero sin incluir el trazador
“>Ca*. La velocidad de hidrdlisis de ATP en muestras no tratadasfue 0°82 + 003
pumoles kmin/mg de proteina al utilizar ATP 5M y 1°36 + 0°05umoles Rmin/mg
de proteina cuando se utilizaba ATP 1 mM. El efeeoH,O, sobre la actividad G&
ATPasa se evalué una vez que las muestf@sy,KEvesiculas intactas) se sometieron a
incubacion con determinadas concentraciones £ kil como se ha descrito antes.
Los datos de actividad hidrolitica en presenciaCd&” se muestran en una escala

relativa respecto a la actividad control que exhiba muestra no tratada. La velocidad



Resultados 42

inicial de hidrélisis de ATP fue resistente a ldibicion pero dependiente de la
concentracion de ATP presente en el medio de mdBidara 5). Asi por ejemplo, la
inhibicion fue de ~ 8 % cuando las muestras sarwata 37 °C durante 1 h cop®d 3
mM y la concentracién de ATP en el medio de mefligal mM. El efecto inhibidor
llegd a ser de ~ 25 % cuando la preincubaciénazigualmente con ¥, 3 mM pero
utilizando ATP 5QuM en el medio de medida.
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Figura 5. Actividad ATPasa dependiente de CA en vesiculas de RS tratadas con
H,O,/catalasa.Muestras ECa compuestas por: Mops 20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM, Gllgs mM,
EGTA 0’5 mM, CaGl 0’551 mM (pCa = 473), 0°04 mg RS/mL y oxalato p@d 5 mM se trataron a 37
°C durante 1 h con una determinada concentracidt,@g La reaccién de hidrélisis se estudié a 25 °C
tras afiadir ATP 5QM (e) 6 1 mM (). Alicuotas de 1 mL, sacadas a diferentes tiemposfiadieron
sobre tubos con 1 mL de reactivo de Lin y Moralesmletener y evaluar la reacciéon. En los ensayos ¢
ATP 50uM se incluy6 fosfoenolpiruvato 2 mM y piruvato qasa 6 Ul/mL como sistema regenerador de
ATP.

El efecto del HO, sobre el acoplamiento €& se puede calcular dividiendo la
velocidad de transporte de Cantre la velocidad de hidrélisis de ATP siempre qu
ambas medidas se realicen en las mismas condiciexgsrimentales. Los datos

obtenidos en los experimentos anteriores permiterheste calculo. El factor de
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acoplamiento en muestras no tratadas fue [MI"abutilizar una concentracion %M de
ATPO y 16 cuando el ATP se elevd a 1 mMidura 6). Nuestros datos también
indican que el bD, produce desacoplamiento. El factor de acoplamie®es/P,
disminuy6 cuando las vesiculas de RS se tratarevigmente con D, siendo ese
descenso dependiente de la concentracion,@g Hiilizada. ElI desacoplamiento puede
considerarse total cuando la incubacion a 37 °@nderl h se realizé en presencia de
H,O, 3 mM.

s ATP 50pM
== ATP 1 mM

Acoplamiento (CA/ATP)
H
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Figura 6. Acoplamiento C&'/P, en vesiculas de RS tratadas con,B,/catalasa.El factor de
acoplamiento en vesiculas de RS tratadas ¢@» Bk obtuvo dividiendo la velocidad de transporte de
Cd" entre la velocidad de hidrélisis de ATP en preede C&". Los datos experimentales estan sacados
de lasFigurasly 2.

En el siguiente ensayo se utilizaron las condigahe tratamiento con &, que
producian un desacoplamiento total. Es decir, maediCa (vesiculas intactas) en
presencia de oxalato potasico 5 mM se expusieBh°& durante 1 h con,B, 3 mM.

Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento, gD4sobrante se eliminé incubando
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con catalasa. La velocidad de hidrélisis de ATP peesencia de Ga se midié
afadiendo ATP. Los resultados obtenidos indican lguactividad enzimatica de
muestras tratadas con® 3 mM se inhibe por TG cuando las medidas de hgisde
realizan en un medio con €gFigura 7). El efecto de inhibicién es dependiente de la
concentracion de TG en el medio de medida. El efestobservable tanto cuando la
concentraciéon de ATP es pM como cuando es 1 mM, si bien la actividad redifluea

algo mayor al utilizar ATP 1 mM.
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Figura 7. Efecto de TG sobre la actividad ATPasa geendiente de C&' en vesiculas de RS
tratadas con H,O, 3 mM/catalasa.Vesiculas de RS en un medio compuesto por: MopsI20(pH
7°0), KCI 80 mM, MgC} 5 mM, EGTA 0°953 mM, CaGll mM (pCa = 4'3), 0°'04 mg RS/mL y oxalato
potasico 5 mM se incubaron a 37 °C durante 1 hr:@» 3 mM. La velocidad de hidrdlisis de ATP se
estudié a 25 °C incluyendo una determinada coreedtr de TG. El inicio de la reaccién se produjo
afiadiendo ATP 50M (e) 6 1 mM (). En los ensayos con ATP HM se incluyé el sistema regenerador
de ATP.
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Una cuestion de interés fue conocer si el efediibidor del HO, sobre la C&-
ATPasa era dependiente de la temperatura a laequede la actividad enzimatica y de
la integridad de la membrana. Para estudiar etefixla temperatura a la que se hace
el ensayo se utilizaron muestragCB tratadas a 37 °C durante 1 h con distintas
concentraciones de;B, y donde estaba presente el iondforo A23187 parerltpe las
vesiculas de RS fueran permeables at*Chas medidas posteriores de actividad
ATPasa en presencia de “Cae realizaron a 25 6 a 37 °C. El medio de reaccién
contenia 5uM de C&” libre y la reaccion se inici6 afiadiendo ATP 1 na{ldomo se
ha descrito en el capitulo 2 Nateriales y métodos Los datos se muestran en valores
relativos porque la actividad enzimética a 25 °Gnesior que a 37 °C. El grado de
inhibicién de la actividad G&ATPasa inducido por el tratamiento con una detesng
concentracion de #, es el mismo tanto si las medidas se realizan @g® a 37 °C
(Figura 8). Por tanto, el perfil monofasico de inhibicion ldeactividad respecto a la

concentracion de D, es exactamente el mismo.

La influencia de la integridad de la membrana $&dé$ utilizando vesiculas de RS
tal como se aislanl lo que denominamos vesiculas intactae bien vesiculas de RS
tratadas con el ionéforo A23187 vesiculas permeables al T:aMuestras ECa con
vesiculas intactas o vesiculas permeables’asg@asometieron a tratamiento durante 1 h
a 37 °C con distintas concentraciones d®tLas medidas posteriores de actividad
Ca*-ATPasa se realizaron a 37 °C utilizando una cdreeidn 1 mM de ATP. Los
datos obtenidos indican que el efecto inhibidorna determinada concentracion de
H.O, es siempre mayor si se utilizan vesiculas permesaiplie si se utilizan vesiculas
intactas Figura 8). Para conseguir que la actividad enzimatica Bdanhasta niveles
préoximos al 100% se requiere que el tratamient@ &C3durante 1 ke realice con una
concentraciéon de #, que sea al menos 20 mM y que las vesiculas searegkeles al

ce”.
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Figura 8. Actividad ATPasa dependiente de CA en vesiculas de RS tratadas con
H.O,/catalasa. Efecto de la temperatura y el estado d@ membrana. Vesiculasntactas de RS en un
medio compuesto por: Mops 20 mM (pH 7°0), KCI 80 mi¥pCl, 5 mM, EGTA 0°953 mM, CaGll
mM (pCa = 4'3), 0°04 mg RS/mL y oxalato potasicmBl 6 vesiculas permeables a’Can un medio
compuesto por: Mops 20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM, Mg&lmM, EGTA 0’5 mM, CaGI0'551 mM
(pCa = 4’3), 0°'01 mg RS/mL y A23187 0'[iM se trataron a 37 °C durante 1 h con una detedaina
concentracion de #D,. La hidrdlisis de ATP a 37 °C se estudié en véagcintactascf) o permeables a
Cd" (o) tratadas con ¥D,. La velocidad de hidrélisis de ATP también se dista 25 °C ¢) en vesiculas
permeables a Ghtratadas con ¥D,. En este Ultimo caso las muestras en un medio westp por: Mops
20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM, MgGI5 mM, EGTA 0’5 mM, CaGl0’551 mM (pCa = 4°3), 0°02 mg
RS/mL, A23187 1'5uM se incubaron previamente a 37 °C durante 1 h woa determinada
concentracion de #,. La reaccion de hidrélisis se inicié en todosdasos afiadiendo ATP 1 mM.

Otro de nuestros objetivos fue estudiar si existiéerencias en la actividad €a
ATPasa cuando el tratamiento de las vesiculas deoR$$0, se hacia en presencia de
C&* (muestras ECa) 0 en ausencia de €gmuestras §. Para ello, muestras €z, 6
muestras Ese incubaron a 37 °C durante 1 h con diferentesecdraciones de J@s.
Estos tratamientos se realizaron en presencia @8¥2porque hemos visto que las
vesiculas permeables son mas sensibles a la iidmilgjoe las vesiculas intactas.
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Figura 9. Actividad ATPasa dependiente de C& en vesiculas de RS tratadas con
H,O,/catalasa en presencia o ausencia de £.aMuestras ECa conteniendo: Mops 20 mM (pH 7°0),
KCI 80 mM, MgCL 5 mM, EGTA 0'5 mM, CaGl0’551 mM (pCa = 4°3), 0°'01 mg RS/mL y A23187
0°75uM, o muestras Econteniendo: Mops 20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM, MgGImM, EGTA 0’5 mM,
0°01 mg RS/mL y A23187 0'7M se sometieron a tratamiento con determinadasertraciones de
H,O, a 37 °C y durante 1 h. La reaccion de hidroligsAdP se estudié a 37 °C. En muestraSae
tratadas con pD, la reaccion se inicié afiadiendo ATP 1 mb).(En muestras Hratadas con D, se
afadié primero CagD’551 mM y después ATP 1 miM)(

Las medidas posteriores de hidrolisis de ATP skzegan a 37 °C y en presencia
de C&" libre 50uM y ATP 1 mM. La actividad ATPasa dependiente d& @sminuyd
en funcion de la concentracion deQd, tanto en muestras;Ea, como en muestras, E
tratadas con D, (Figura 9). El perfil de inhibicion respecto a la concenitbacde
peréxido utilizada en el tratamiento previo fuenégbmo en ambos casos. Ese perfil
hiperbolico muestra una inhibicién del 50% cuandacdncentracion de J, en el

tratamiento fue 6 mM.
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El efecto del HO, sobre las vesiculas de RS es dependiente del dieRgra
caracterizar el efecto del tiempo de tratamientotdgD, se utilizaron muestrasEa, o
muestras Eque se sometieron a una incubacion a 37 °C ¢@» B 6 10 mM. Las
vesiculas se encontraban en presencia de ionéfpos tanto eran permeables alCa
La adicion de KO, represento el tiempo cero del experimento. Laciéacon HO, se
detuvo a distintos tiempos afladiendo catalasa ynlasstras tratadas se utilizaron para
determinar la actividad GaATPasa. La hidrélisis de ATP también se midi6 £G@%n
presencia de G250 pM y ATP 1 mM. Los datos de I&igura 10 corresponden a
muestras ECa tratadas con ¥D,. La inhibicion de la actividad enzimatica aumento
con el tiempo de tratamiento y el efecto fue magtantilizar HO, 10 mM respecto a

cuando se utilizé una concentracion 5 mM.
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Figura 10. Actividad ATPasa dependiente de Caen vesiculas de RS sometidas a distintos
tiempos de tratamiento con HO,/catalasa en presencia de &4 MuestrasE;Ca, conteniendo: Mops
20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM, MgGI5 mM, EGTA 0’5 mM, CaGl0'551 mM (pCa = 4'3), 0’01 mg
RS/mL y A23187 0'75uM se trataron a 37 °C con,® 5 6 10 mM. En el ensayo control no se hizo
tratamiento con bD,. La actividad ATPasa dependiente deé**Cen muestras sometidas a distintos
tiempos de tratamiento con,® se estudid a 37 °C. La reaccion se inicio afiadiekfiB 1 mM.
Actividad de muestras tratadas cosOzl5 mM (m) 6 10 mM (A). Actividad de muestras no tratadas con
H20; ().
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La actividad CA—ATPasa de muestras Eatadas con 0, 5 6 10 mM mostr6
una dependencia similar a la descrita para las tinase&Ca en lo que se refiere al
tiempo de incubacion con peroxido y a la concerdrade peroxido utilizadaF{gura
11). La inhibicién aumentd con el tiempo de exposicdoHO, y la inhibicion fue mas

rapida al aumentar la concentracion del reactivionguo.
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Figura 11. Actividad ATPasa dependiente de Ca en vesiculas de RS sometidas a distintos
tiempos de tratamiento con HO,/catalasa en ausencia de Ga Muestras & conteniendo: Mops 20
mM (pH 7°0), KCI 80 mM, MgGl 5 mM, EGTA 0’5 mM, 001 mg RS/mL y A23187 0"/ se
sometieron a tratamiento a 37 °C por un periodtedaepo variable con }0, 5 6 10 mM. En el ensayo
control no se hizo tratamiento con®j. La actividad ATPasa dependiente dé'@am muestras sometidas
a distintos tiempos de tratamiento cogOkise estudié a 37 °C. Antes de afiadir ATP 1 mM, jpécir la
reaccion, se afiadia Ca@'551 mM. Actividad de muestras tratadas ceg®4+5 mM () 6 10 mM (A).
Actividad de muestras no tratadas co®pi(o).

La proteina CE—ATPasa también puede hidrolizar ATP en ausenci€alé a
través de una ruta de reaccion distinta (FernaBeéda y col., 2001; Soler y col.,

2002). Es lo que conocemos como actividad ATPasapendiente de Gapara
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distinguirla de la actividad G&ATPasa o dependiente de“CaPara conocer el efecto
del H,O, sobre la actividad ATPasa independiente d& @a incubaron muestras E
con HO; 1 6 5 mM. El tratamiento se realizo a 37 °C yrsdomgd durante un periodo
de tiempo variable con objeto de examinar la ciaétiel efecto. Las muestras tratadas
se utilizaron posteriormente para medir la hidi®lge ATP a 37 °C y en ausencia de
Cd". La reaccion se inici6 afiadiendo ATP 1 mM. Lawadéd ATPasa independiente
de C&" aumenté respecto a la actividad de muestras tedés con bD.. El efecto
activador fue dependiente del tiempo de exposigidie la concentracion de perdoxido
(Figura 12).
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Figura 12. Actividad ATPasa independiente de Cd en vesiculas de RS sometidas a distintos
tiempos de tratamiento con HO,/catalasa en ausencia de Ga Muestras Ecompuestas por: Mops 20
mM (pH 7°0), KCI 80 mM, MgGl 5 mM, EGTA 0'5 mM, 0'1 mg RS/mL y equilibradas 2 & se
sometieron a distintos tiempos de tratamiento cgd, 6 5 mM. La hidrélisis de ATP se estudio a 37
°C después de afiadir ATP 1 mM. Actividad en preaedte HO, 1 mM (¢) 6 5 MM @).

El aumento respecto al tiempo fue mas lento al Hs@& 1 mM que cuando se

utilizé H,O, 5 mM. También se observa que el nivel maximo dieaon tiende a ser
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el mismo. Como referencia podemos ver que a lari@e incubacion se produce una
activacion de ~ 2 veces con respecto al contrel @ cuando se utilizé ¥, 1 mM

mientras que la activacion fue de ~ 2°2 veces auapditilizo HO, 5 mM.

Reacciones parciales del ciclo de reaccién

La unién de C& a la conformacion £es una etapa clave en el ciclo catalitico y de
transporte de la Ga&ATPasa. Para evaluar el efecto deDkisobre la unién de Gase
incubaron muestras;EEon HO,. Las concentraciones de®} utilizadas en este ensayo
fueron 2 y 20 mM que segun los resultados anterigmn las concentraciones que
producen respectivamente un alto grado de desawmpito o de inhibicion de la
actividad enzimatica. El tratamiento se realiz& &3 durante 1 h. La unién de’Ca la
conformacion Ek se determind afiadiendo un determinado volumen ddiomque
contenid”C&* para conseguir una determinada concentracién@#" libre (pCa 7°0-
572). La inclusién de®H]glucosa en el medio permitié valorar ‘8C&* inespecifico
retenido por el filtro para asi determinar*ea" especifico unido a la enzima. La
concentracién de RS fue 0'4 mg/mL. Al represeritaivel de C&" unido a la enzima
no tratada con ¥D, respecto a la concentracién deOibre en el medid] expresada
como pCal se observa una dependencia sigmoiBledufa 13). El nivel maximo de
unién es de ~ 8 nmoles €ang de proteina y la constante aparente de diséniagie
informa de su afinidad es de ~ 038l. El tratamiento de muestras éon HO, 2 mM
apenas afecta al nivel maximo de unién dé*Gaa la afinidad de la unién. Sin
embargo, el efecto es claro cuando se utiliza;,r20 mM. El tratamiento con 4@, 20
mM afecta fundamentalmente al nivel maximo de umjoa alcanza un valor de ~ 4°7

nmoles C&'/mg de proteina .
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Figura 13. Unién de C&" a la enzima después de tratar vesiculas de RS cHpO./catalasa.
Muestras kE compuestas por: Mops 20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM,Gllgl mM, EGTA 100uM y 04
mg RS/mL se sometieron a tratamiento a 37 °C dairhitit con HO,. En el ensayo control no se realizé
tratamiento con kD,. La unién de C4 se determiné afiadiendo un determinado volumeristéudion
compuesto por: Mops 20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM, Mg@lmM, EGTA 100uM, “*CaCh 3 mM (~
8.000 cpm/nmol) y *H]glucosa 1 mM (~ 12.000 cpm/nmol) para conseguira weterminada
concentracion de Galibre (pCa 7°0-5"2). Las muestras se incubaroardar5 min a 25 °C. Alicuotas de
0’5 mL se filtraron para determinar’@Ca” total y el*®C&* inespecifico que son retenidos en cada filtro.
Muestras tratadas con,® 2 mM (e) 6 20 mM @). Muestras no tratadas con®3 (o).

El nivel de acumulacion de EP en estado estacmm@aiun parametro importante
del ciclo de reaccién de la €aATPasa. Se produce tras la unién de€'Ca es
consecuencia de la union de ATP y la consiguieasfofilacion de la enzima. La
acumulacion del intermedio es transitoria sienda etapa previa a la liberacion del P
(Froehlich y Taylor, 1975). Si se utilizg-{P]JATP como sustrato se puede seguir la
evolucion del EP puesto que sera radiactivo. Palarar el posible efecto del.8;

sobre el nivel de EP se trataron muestrgdagEcon diferentes concentraciones €k



Resultados 53

a 37 °C durante 1 h. La capacidad de las muestaes gcumular EP se evalud
fosforilando con {-**P]JATP 50uM durante 5 s. Estos experimentos se realizaramen
bafio de agua-hielo para hacer mas lenta la desstigodel EP y facilitar asi su
acumulacion. La reaccion de fosforilacion se detafiadiendo un medio acido que se
mantenia en frio. El nivel de EP en muestras nades alcanzé un valor de ~ 415
nmoles/mg de proteinaFigura 14). El tratamiento con ¥D, produjo un efecto
inhibidor moderado que fue dependiente de la cdram@dn de reactivo. El nivel

maximo de EP fue de ~ 2°9 nmoles EP/mg de protinalizar HO,20 mM.
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Figura 14. Niveles de EP en vesiculas de RS tratad@on HO,/catalasa. Muestras ECa
compuestas por: Mops 20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM, Mg& mM, EGTA 0°'5 mM, CaGl0’551 mM
(pCa =4'3) y 02 mg RS/mL se trataron a 37 °Cmtera h con una determinada concentracion g&.H
La acumulacién de EP se estudié con las muestfasniQ) sumergidas en un bafio de agua-hielo. El
inicio de la reaccién se produjo afiadiendo J2°5de un medio radiactivo formado por: Mops 20 mM
(pH 7°0), KCI 80 mM, MgCl 5 mM, EGTA 0’5 mM, CaGl0'551 mM (pCa = 4°3) Wi*?P]JATP 2 mM
(~ 20.000 cpm/nmol) y que también se encontraloa ffid concentracion final de ATP radiactivo fue 50
MM. La reaccion de fosforilacion se detuvo a los &iadiendo 5 mL de disolucién fria compuesta por:
acido perclérico 125 mM y fosfato sédico 2 mM. Bhtenido de cada tubo se incubé en un bafio de hielo
durante 5 min antes de filtrarlo. El filtro se laabundantemente con el medio 4cido antes de detarmi
el **P retenido en cada filtro.
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La descomposicién de EP es un proceso cinéticaioelado con la velocidad de
reaccion que también fue objeto de estudio pararaalel efecto del $D,. La
descomposicion de EP se estudié en un bafio de hagjoarealizando primero el
marcaje radiactivo del EP al afladi’fP]JATP 50uM. El marcaje se termin6 a los 5 s
diluyendo 20 veces con un medio de reaccién simllate marcaje pero que contenia
ATP no radiactivo 5QuM. La cinética de descomposicion del EP se estdeliéniendo

la reaccion a distintos tiempos afiadiendo un meaticacido fuerte.
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Figura 15. Cinética de descomposicién de EP en vasas de RS tratadas con kD./catalasa.
Muestras ECa compuestas por: Mops 20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM, Gltg5 mM, EGTA 0'5 mM,
CaClh 0’551 mM y 04 mg RS/mL se trataron a 37 °C derdnih con HO, 20 mM. En el ensayo control
no se hizo tratamiento con,®. El marcaje radiactivo del EP en cada muestra5(@h2) se inicid
afladiendo 6" 2L de un medio compuesto por: Mops 20 mM (pH 7 0%l BO mM, MgCh 5 mM,
EGTA 0'5 mM, CaGl 0’551 mM y §-**P]JATP 2 mM (20.000 cpm/nmol) (la concentracién Fide [y-
$P)ATP fue 50uM). El marcaje terminé a los 5 s diluyendo con 4fii6 de un medio similar al de
marcaje pero con ATP no radiactivo iM. A partir de ese momento (tiempo cero de la @waéte
descomposicién) la reaccion se detuvo a distingrspos afladiendo 2 mL de un medio compuesto por:
acido perclérico 440 mM y fosfato sédico 7 mM. lmsestras desnaturalizadas se incubaron en un bafio
de hielo durante 5 min antes de procesarlas paentiear el®?P retenido en cada filtro. Muestras

tratadas con D, 20 mM (@) y muestras no tratadas copd4(0).
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La cinética de descomposicién de EP en muestrastaalas es relativamente lenta
0 en las condiciones en que se mid@udiendo calcularse una constante aparente de
velocidad para el proceso de ~ 02(Bigura 15). El tratamiento de muestras@, a
37 °C durante 1 h con,B, 20 mM produjo una disminucion en la velocidad de
descomposicion de EP. La concentracion g@.Hitilizada produce una inhibicion casi
total de la actividad G&ATPasa. La constante aparente de velocidad emil&stras
tratadas fue de ~ 0"04 sEsto significa que el tratamiento copd4 20 mM ralentiza ~
5 veces la descomposicion de EP. Los datos expatiaiee se presentan en una escala

relativa para facilitar la comparacion de las maesstratadas y no tratadas.

Efecto sobre cisteinas

Otro de los objetivos fue estudiar el dafio oxidatiel HO, sobre la proteina &a
ATPasa valorando el numero de cisteinas que pengts@neantactas después del
tratamiento. La reaccion de muestras no tratada$igD, confirmo la existencia de 25
cisteinas por molécula de € TPasa (Murphy, 1976). La valoracién de grupossgH
realiz6 en presencia de detergente utilizandoagitineo DTNB. Cuando muestras&s,
se sometieron a tratamiento copd durante 1 h y a 37 °C se produjo un descenso en
los grupos SH valorables. El efecto observado eerdkente de la concentracion de
H,0..

Los resultados indican que el nimero maximo deagu$H que se alteran por el

tratamiento con kD, es de ~ 10Kigura 16).
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Figura 16. Efecto del tratamiento de vesiculas deSRcon HO,/catalasa sobre la valoracién de
grupos SH.Muestras ECa compuestas por: Mops 20 mM (pH 7°0), KCI 80 mM,Gligs mM, EGTA
0’5 mM, CaCJ 0’551 mM (pCa = 4"3) y 04 mg RS/mL se sometieadratamiento a 37 °C durante 1 h
con diferentes concentraciones dgOh El medio de incubacion de las muestras se syétitiediante
columnas de Sephadex G-50 antes de hacer la deémidm de grupos SH. La determinacion se realiz6 a
25 °C en un medio compuesto por: Tris-HCI 0"1 M {{B), SDS 16 mg/mL, 0’2 mg RS/mL y DTNB 4
mM.



