Discusién 58

DISCUSION

La C&*-ATPasa de RS transporta 2 iones’’Cpor cada ATP hidrolizado en
condiciones 6ptimas de actuacién (Hasselbach, 18843oncentracion de €adentro
de las vesiculas se eleva al nivel mM en unos pscpsrque el volumen de las
vesiculas es dél 5 uL/mg de proteina (Duggan y Martonosi, 1970) y esadpce
inhibicion del transporte. En estas condicione® s@ria posible medir velocidades
iniciales en la escala de tiempo de ms. Con aldéimedir la velocidad de transporte en
una escala de tiempo de min es por lo que se iaaglato potasico en el medio de
reaccion. El anion oxalato, que se equilibra degtroiera de las vesiculas, evita la
elevacion del Cd libre interno al formarse oxalato célcico cuyo ducio de
solubilidad es muy bajo (27 - 1012 a 25 °C). Por tanto, oxalato evita la inhibicidn d

la velocidad de transporte por acumulacion d& @entro de las vesiculas.

Al utilizar una concentracion 5QM de ATP se incluia fosfoenolpiruvato y
piruvato quinasa en el medio de ensayo. Fosfoenoltio transfiere su grupo fosfato al
ADP [ producto de reaccién de la CaATPasal para regenerar ATP en un proceso
que cataliza piruvato quinasa. De esta forma el AB va hidrolizando la Ga
ATPasa se regenera y eso permite mantener constamencentracion de sustrato

durante el tiempo de medida, a pesar de que leentmacion de ATP que se usa es baja.

El transporte activo de &arequiere que se produzca hidrélisis de ATP pero no
siempre que hay hidrélisis de ATP se produce tamsmle C&". Cuando hay hidrélisis
de ATP pero no transporte de’Cae dice que hay desacoplamiento. Al tratar vesscul
de RS con KD, se observa que el tratamiento produce una inBibidel transporte de
Cd" que es dependiente de la concentracién de peréxidmda Figura 4). Los datos
se obtuvieron a dos concentraciones distintas de &DuM 6 1 mM) con el fin de
observar si el efecto era dependiente de la coramedm de ATP. En este caso se ve que
el grado de inhibicién del transporte de’Ces independiente de la concentracién de
ATP.
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Al estudiar el efecto del @, sobre la velocidad de hidrdlisis de ATPen las
condiciones descritas para el transportee observa que la velocidad de hidrolisis de
ATP se afecta en menor grado paiCOpl (Figura 5). La inhibicién es menor cuando se
utiliza ATP 1 mM que cuando se utiliza ATP pM. Estos datos indican que el ATP
ejerce un efecto protector de la actividad ATPaspeddiente de Gafrente a la
inhibicion por HO,. En cualquier caso la actividad ATPasa no llegendirse como el

transporte.

La existencia de desacoplamiento queda patenteetdrndinar el factor de
acoplamiento C&/P, (Figura 6). El factor de acoplamiento en muestras no tratada
H,0, es mayor cuando se utiliza ATP 1 mM que cuandatisea ATP 50uM aunque
en ningun caso se alcanza el valor 6ptimo de 2aklular el factor de acoplamiento en
muestras tratadas con,®b se observa que hay un descenso que depende de la
concentracion de D, utilizada. El acoplamiento llega a ser practicameero cuando

se hace el tratamiento con®3 3 mM.

La utilizacién de TG, que es un inhibidor especifie la C&-ATPasa de RS, sirve
para obtener informacion del mecanismo de hidsdl@iando hay desacoplamiento
inducido por HO,. TG es un sesquiterpeno que se extrae de la mila glanta
mediterrdned hapsia garganicaEste compuesto impide la unién de’Ca la enzima
(Sagara y col., 1992). Por tanto, TG inhibira lavadad ATPasa si durante el ciclo de
reaccion se acumulan formas enzimaticas (fosfaiag no fosforiladas) con €a
unido y no tendra efecto sobre la actividad si sel@cumulan formas sin €ainido.
En estos experimentos se utilizg®4 3 mM con objeto de que el desacoplamiento
fuera total. En estas condiciones experimentales observa que al afadir
concentraciones crecientes de TG se produce uitzcidm progresiva de la hidrdlisis
de ATP en presencia de T4Figura 7). Esto indica que la proteina tratada co®OH
realiza la hidrélisis de ATP en presencia dé"@aravés de las conformacione€h y
E,P-Ca de lo contrario TG no tendria efecto alguno sddneelocidad de hidrolisis de
ATP. Sabemos que la hidrélisis de ATP en auserei@d no se afecta por TG (Fortea
y col., 2001).
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Cuando la hidrélisis de ATP da lugar a transpoeeG#" se produce un ciclo
acoplado de reaccion que denominamos cigleHEsquema 1L Este ciclo requiere la
formacion del intermedio de reacciéonPECa y su posterior ruptura secuencial. En
primer lugar se disocia el €adentro de las vesiculas y después se libesd edio
externo. Cuando hay hidrélisis de ATP pero no parte de C& se produce un ciclo
desacoplado de reaccion que denominamos cic(&détnandez-Belda y col., 2001). En
este ciclo se produce primero la liberacion dedespués la disociacién de’Gambas
al medio externo. El ciclo jEes operativo cuando las vesiculas de RS se tcatan

concentraciones de peroxido hasta mM.

El efecto del HO, sobre el transporte de €a la hidrélisis de ATP que hemos
descrito se ha evaluado a una temperatura de 36utflizando vesiculas intactas en
presencia de oxalato potasico. El efecto inhibiderHO, sobre la actividad G
ATPasa en las condiciones descritas es bastantadion Esto nos llevo a buscar otras
condiciones de ensayo en las que se pudiera analgar el efecto del $#D, sobre la
actividad C&'-ATPasa. Asi estudiamos la influencia de la tentpemaa la que se
hacian las medidas de actividad enzimatica (25 8C37 el estado de la membrana
(permeable o impermeable a®)aLos datos obtenidos muestran que la temperdeira
medida no influye en el grado de inhibicién indecmbr HO, (Figura 8§).

Al hacer un estudio comparativo entre vesiculazastimpermeables) y tratadas
con ionéforo (permeables al €pse vio que las vesiculas permeables eran mas
sensibles a la inhibicion por .8, que las vesiculas intactagiqura 8). Este
comportamiento de mayor inhibicion cuando se w@ilizesiculas permeables es un
hecho conocido. Este fenOmeno se ha descrito aldiest la hidrolisis de p-
nitrofenilfosfato por la Cd-ATPasa de RS (Fernandez-Belda y col., 2001). La
actividad hidrolitica de p-nitrofenilfosfato es ihible por vanadato. Esa inhibicion es
dependiente del estado de la membrana ya que lassjpermeabilizadas con A23187
presentan una mayor sensibilidad a vanadato quewas impermeables incubadas con
oxalato potasico. Por tanto, el estudio del efé@abibidor del HO, sobre la actividad
ATPasa se hizo a 37 °C, puesto que los valorestikidad son mas altos que a 25 °C, y
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con vesiculas permeables &0a que permite conseguir un mayor grado de intéhic
La actividad C&-ATPasa se inhibe en un alto porcentaje cuandotaentracion de

H>0, se eleva hasta al menos 20 mM.

La difraccion de rayos X indica que las conformae® ECa y E, tienen
estructuras tridimensionales muy distintdsiggra 2) (Toyoshima y col., 2000;
Toyoshima y Nomura, 2002). Esto nos llevé a estusli@l efecto inhibidor dependia
de que la proteina se expusiera al peréxido erconformacién u otra. El experimento
consistio en utilizar muestrag@®, 0 muestras E La relacion encontrada al estudiar la
actividad enziméatica de las muestras en preserei&d’ y la concentraciéon de
peroxido utilizada fue la misma en ambos cabogufa 9). Esto indica que el peroxido

es igualmente accesible a la proteina en una wotf@rmacion.

Esa misma conclusiéon se alcanza cuando se estudfe@do del tiempo de
incubacioén con peréxido sobre la actividad‘©&TPasa al preincubar muestragCe
0 muestras Eya que la dependencia fue similar tanto en unéoocmacion de la enzima
como en otraKiguras 10 y 1). Con este otro ensayo se confirma que £);Hho tiene

preferencia para actuar sobre una determinadamoaédn de la enzima.

Al incubar C&'—~ATPasa purificada con ATP en un medio sif'Ga observa que
la proteina es capaz de hidrolizar ATP aunque avelaridad unas diez veces menor
que cuando hay Ea(Fortea y col., 2001). La existencia de una dezhidrélisis en
ausencia de G& O denominada actividad bagal es importante para conocer el
mecanismo de accion de la enzima en determinadaacisines experimentales
(Fernandez-Belda y col., 2001; Soler y col., 20@)tratamiento con D, produce
una activacién en la hidrélisis de ATP en ausem#aC&" lo que indica que el
mecanismo de hidrélisis de ATP en presencia d&€ €sa distinto al que opera en
ausencia de Ga Esa activacion es dependiente del tiempo de awab y de la
concentracion de peroéxido si bien tiende a alcaomamivel maximo Figura 12). Ese
efecto de saturacion que se observa en la activalg@da enzima hace que al utilizar

una concentracion de peréxido superior a las quensgestran en la figural por
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ejemplo 10 mNI la dependencia de la actividad respecto al tiedgpmcubacion sea
exactamente la misma que la mostrada para unargoacién 5 mM de peréxido (datos

no mostrados).

Un conocimiento mas profundo del efecto deDkse consigue estudiando el ciclo
de reaccion de la €xATPasa. La primera etapa del ciclo es la uniérCee a la
enzima lo que corresponde a la reaccion parciak BEC&" - E;Ca. La capacidad de
unién de C4& apenas se afecta con® 2 mM mientras que ¥, 20 mM disminuye
aproximadamente a la mitad la capacidad de uni@@affe(Figura 13. Esto indica que
la etapa de unién de &ano esta afectada en las condiciones en las que hay
desacoplamiento (@, 2 mM), si bien no hay transporte de®Cal interior de la
vesicula, mientras que esa etapa esta parcialnaetdada cuando se eleva la

concentracion de 4, hasta 20 mM.

La interaccion de f£& con ATP da lugar a la acumulacién de EP lo quéi@m
ha sido objeto de estudio en este trabajo. Cora@atres 2-3 mM de perdéxido no
tienen efecto sobre la acumulacion de EP en estathrionario mientras que una
concentracion 20 mM produce un descenso de ~ 2bidaré 14). Esto indica que la
fosforilacién de la enzima en presencia dé'Gw esta afectada en condiciones de
desacoplamiento. El descenso en la acumulacion Rle ERltas concentraciones de
peréxido puede ser debido a que la capacidad d e C4 esta disminuida. Sin
embargo la actividad G&-ATPasa en muestras tratadas co®i20 mM estad muy
inhibida Figura 9). Esto indica que la etapa limitante de velociéadposterior a la
etapa de fosforilacion. Los datos sobre desfosftifh de la enzima en condiciones de
estado estacionario revelan que el tratamientopepaxido 20 mM disminuye unas 5
veces el valor de la constante aparente de vebb¢itigura 15. La desfosforilacion de
la enzimal que en condiciones habituales de ensayo es la latafante del cicla] se
encuentra afectada por el tratamiento con peroxide por tanto responsable del alto

grado de inhibicién de la actividad enzimatica.
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El efecto oxidativo del perdxido da lugar a la nficdcion quimica de grupos
funcionales de los aminoéacidos. La modificaciorcidéeinas es uno de los efectos mas
conocidos. La valoracion de grupos SH de 14"®@d Pasa demuestra que el tratamiento
con HO, produce un descenso que es dependiente de lant@uién utilizadaKigura
16). El efecto observado es saturable y puede estémgue hasta un maximo de 10

cisteinas pueden verse afectadas.

A lo largo del trabajo nos hemos referido al eféntabidor del perdxido aunque
seria més correcto hablar de efecto inactivadoe antibidor irreversible ya que el

H.O, no responde al comportamiento de un inhibidor aetiano que es reversible.

En definitiva, el tratamiento con B, puede ejercer dos efectos funcionales
diferentes sobre la proteina GaATPasa. El efecto observado depende de la
concentracion de peroxido utilizada. Una conceriramas baja (hasta 2-3 mM) inhibe
el transporte de GAcon un efecto mucho menor sobre la hidrélisis @ Ao que
origina un desacoplamiento entre ambos procesandouse eleva la concentracion de
H.O, (20 mM) se puede conseguir una clara inhibicionladactividad enzimatica.
ConcentracionesiM de HO, [ que se generan en el medio intra y extracelular en
determinadas situacioriés pueden ser responsables del desacoplamiento de est
enzima y de la consiguiente elevacién def'Gitore en el citoplasma. Una elevacion
prolongada del G4 intracelular da lugar a una serie de respuesteisamque pueden
llegar a desencadenar la apoptosis celular. Hapei@ar que el efecto de}®} sobre
la C&*-ATPasa no es especifico. Es bien conocido que gi@teinas e incluso otras
macromoléculas son también diana de este agerdaragi



