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Resumen  

 

El músculo es un tejido que se caracteriza por su capacidad para contraerse como 

respuesta a un estímulo nervioso. Está formado por miofibrillas, las cuales son las 

principales estructuras funcionales de la fibra muscular. Las miofibrillas están entre un 

elaborado sistema de membranas que corresponden al retículo sarcoplásmico, siendo el 

principal almacén de calcio intracelular en el músculo esquelético. Éste, se encuentra 

formando parte de lo que se conoce como “triadas”, que constan de un túbulo transverso 

situado entre dos cisternas terminales y que están asociados con la línea Z. 

 

En las cisternas terminales se encuentran localizados los receptores de rianodina o 

canales liberadores de calcio, que, mediante una despolarización de los túbulos 

transversos, lo liberan hacia el citosol. El aumento en la concentración de calcio en el 

citosol permite la contracción muscular y, mediante la remoción del mismo, se da la 

relajación muscular.  

 

Mediante la SERCA1 (ATPasa de Calcio del retículo sarcoplásmico), se lleva a cabo la 

captura de calcio hacia el retículo sarcoplásmico. Esta proteína tiene un peso molecular 

de 110 KDa con una longitud de de 994 residuos de aminoácidos, dentro de los cuales 

están presentes 24 residuos de cisteína y una región transmembranal de 10 α-hélices en 

donde se encuentra el sitio de pegada de calcio.  

 

Las proteínas que contienen residuos de cisteínas, con una proximidad de n = 2 a 6 

aminoácidos (Cys(X)n-Cys) entre ellas en el mismo polipéptido o cadenas cercanas del 

mismo o de diferente polipéptido, se denominan proteínas tioles vecinales. Esta 

proximidad entre cisteínas les permite llevar a cabo la formación de puentes disulfuro, los 

cuales son totalmente reversibles dependiendo del potencial Redox. 

 

La secuencia de la SERCA1, muestra la presencia de 4 pares de cisteínas (Cys344-349, 

Cys417-420, Cys670-674 y Cys674-675), conocidos como grupos tiol vecinal, los cuales están a 

una distancia de 3 – 9 Å entre ellos. Estos grupos tiol vecinal se localizan en la región 

citosólica de la proteína, además de estar cercanos al residuo de Lisina (K515) el cual es el 

sitio de pegada del nucleótido (NBS) y al residuo de Aspartato (D351), sitio de fosforilación 

(PS). El sitio de pegada de calcio (CBD) está en la región transmembranal, entre la α-
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hélice 2 y la α-hélice 3, las cuales se encuentran lejos de los grupos tiol vecinal. Los 

residuos de Cys876 y Cys888 forman un puente disulfuro entre la α-hélice 7 y la α-hélice 8, 

el cual es necesario para que se lleve a cabo el transporte de calcio hacia el interior del 

retículo sarcoplásmico. La formación de este puente disulfuro se debe a que el potencial 

redox dentro del RS se encuentra más oxidado (-180mV) que en el citosol (-230mV) 

donde todos los residuos de cisteína se encuentran en forma reducida. 

 

El oxido nítrico (NO) y las especies reactivas de oxigeno (ERO) tienen la capacidad de 

regular una variedad de procesos biológicos incluyendo la fuerza de contracción. Estas 

moléculas se sintetizan a bajas concentraciones cuando el músculo se encuentra en 

reposo pero la concentración aumenta durante la contracción muscular y durante periodos 

de actividad muscular prolongada, debido a un incremento en el consumo de oxígeno. Las 

especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno actúan sobre los grupos sulfhidrilo de las 

cisteínas presentes en el receptor de rianodina y en la SERCA1, presentando un efecto 

regulador sobre estas dos proteínas.  

 

En este estudio proponemos que la relación SERCA1 (SH)2/SERCA1-S2, es decir, el 

estado redox modifica la estructura y por consiguiente la función de la proteína, 

principalmente disminuyendo su actividad y, por consiguiente la relajación del músculo. 

Los experimentos que se realizaron nos permiten entender el mecanismo molecular por el 

cual los grupos tiol vecinal pudieran estar involucrados en la estructura y función de la 

SERCA1. Se estudio su actividad hidrolítica y el transporte de calcio después de bloquear 

selectivamente a los grupos tiol vecinal tanto en músculo fatigado como en reposo, 

determinando posteriormente los cambios estructurales mediante un estudio de los 

parámetros termodinámicos de la desnaturalización de la proteína.  

 

Con esto podemos demostrar que después de una actividad muscular prolongada, 

SERCA1 muestra cambios conformacionales relacionados con la disminución de su 

actividad, similares a lo que pasa cuando los grupos tiol vecinal son oxidados con un 

arsenical. Debido a que el efecto de la oxidación de los tioles vecinales de la SERCA1 es 

un proceso reversible, esto nos permite proponer a la SERCA1 como la responsable de 

los  cambios que experimenta el músculo durante la fatiga, que es un proceso fisiológico 

reversible. 
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Introducción 

 

Cuando un músculo estriado esquelético se le estimula repetidamente, la fuerza 

que desarrolla durante cada contracción decae al cabo de varias contracciones y 

se vuelve refractario a las estimulaciones siguientes.  Este proceso se le conoce 

como fatiga del músculo esquelético y es una condición intrínseca de las células 

musculares o sea no es determinada por cambios en el sistema nervios central.  

Los músculos estriado cardiaco y liso no se fatigan en condiciones normales.  La 

fatiga es un proceso debilitante que aparece y es característico en condiciones 

más o menos fisiológicas como después de un esfuerzo físico intenso o en 

condiciones fisopatológicas como la insuficiencia cardiaca. El mecanismo que 

lleva a la fatiga ha sido investigado desde hace más de seis décadas sin haberse 

descubierto su causa.  Se ha encontrado que algunos de los mecanismos que 

acoplan le excitación con la contracción (acople de e-c) están alterados durante la 

fatiga (teoría de de acople e-c de la fatiga). También se han descrito alteraciones 

de los productos secundarios que se liberan debido al rompimiento del ATP 

durante la contracción y que aparecen en cantidades altas durante la fatiga (teoría 

metabólica de la fatiga).  Pero ninguna de las dos teorías explican en conjunto e 

inequívocamente el mecanismo que lleva a la fatiga ni como podrían interactuar (si 

lo hacen) entre ellas. 

 

La actividad muscular está acompañada de un incremento en el consumo de O2, 

lo que genera una cascada de moléculas de muy bajo peso derivadas del O2 a las 

que se les conoce como Especies Reactivas de Oxígeno (ERO).  La molécula 

común en la cascada de ERO es el radical súperoxido.  El Oxido Nítrico (ON) es 

otra molécula de muy bajo peso molecular que se encuentra también en baja 

concentración en músculo en reposo pero aumenta durante periodos de actividad 

muscular prolongada. La formación de otros radicales libres a partir de las 

moléculas mencionadas anteriormente tienen una alta selectividad para reaccionar 

con grupos tioles (-SH).  La oxidación reversible de las cisteínas (Cys)-SH en las 

proteínas en general, modifica sus funciones a través de la S-glutatiolación; S-
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nitrosilación; formación de ácido sulfénico; ácido sulfínico y formación de sulfenil 

amida, así como también la formación de puentes disulfuro reversible entre -SH de 

grupos tioles vecinales dentro de la misma proteína. Las Cys-SH son altamente 

sensibles al ambiente reductor de la célula por lo que las Cys regulan la actividad 

de la proteína en función a las condiciones redox del microambiente. Por lo que se 

ha sugerido que el aumento en la concentración intracelular de ERO contribuye al 

desarrollo de la fatiga muscular, a través de su efecto probablemente sobre los 

grupos SH de los RyRs y SERCA1 (Fig. 1).  Por ello se ha propuesto que tienen 

un efecto fisiológico regulador sobre la actividad fisiológica de las proteínas RyR y 

SERCA1.  Es importante mencionar que tanto la miosina como la actina, proteínas 

del aparato contráctil no son afectadas por estos procesos bioquímicos ya que 

carecen de grupos tioles vecinales. 

 

Por lo que en la presente trabajo, se dan evidencias para proponer la hipótesis de 

que; a)la bomba de calcio (SERCA1) conocida también como factor relajante, 

pertenece a una fracción importante de proteínas celulares conocidas como 

proteínas tioles vecinales (aproximadamente 5% de las proteínas celulares), esto 

es, proteínas que regulan su estructura y por lo tanto su actividad de manera 

dependiente del potencial redox, b) durante la actividad muscular prolongada que 

lleva al fenómeno conocido como fatiga, se produce tensión oxidativa que puede 

modificar la estructura de estas dos proteínas del RS.  Esta hipótesis de trabajo 

esta basada en que se ha propuesto que los radicales libres como metabolitos, 

están involucrados en el desarrollo de la fatiga.  Proponemos que un mecanismo 

novedoso a través del cual los radicales libres interactúan con la SERCA1, es la 

oxidación reducción de los residuos de Cys de los tioles vecinales de la proteína, 

siendo la oxidación de grupos tioles vecinales un efecto que se puede prevenir o 

una vez oxidados, el efecto es reversible, lo que adquiere particular importancia en 

la fisiología, bioquímica y farmacología del músculo esquelético. 
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La estrategia metodológica para estudiar los cambios de la estructura y función del 

RyR y SERCA1 correlacionados a diferentes grados de actividad muscular, antes, 

durante y después de la fatiga desarrollada en la misma  preparación fisiológica.  

  

              

 

C)   d)   

 
Fig.1 a) Representación esquemática de la SERCA1 (ATPasa de Calcio del Retículo 
Sarcoplásmico) y b) RyR (receptor de rianodina). Las tablas c (SERCA1) y d (RyR) muestran la 
posición de los residuos de cisteína presentes en las secuencias de ambas proteínas.  
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Objetivo 

 

Determinar la participación  del estado redox de las cisteínas adyacentes 

presentes en la SERCA1 en su participación durante el proceso de fatiga en el 

músculo esquelético rápido.  

 

 

Materiales y métodos 

 

Disección  

 

Para realizar estos experimentos se utilizaron conejos Blancos Nueva Zelanda 

cuyo peso oscilaba entre los 3 y 3.5 Kg. Dichos conejos fueron anestesiados con 

una inyección intramuscular de 200 mg de ketamina. Una vez que los conejos se 

encontraban anestesiados, se canuló la vena del la oreja siendo perfundida con 

solución de Krebs, la cual contenía en mM: NaCl 142, KCl 4, CaCl2 5, MgCl2
 3, and 

HCO3 27. Después se inyectaron 2 ml de pentobarbital a una concentración de 

0.06 g/ml en la solución de perfusión. La piel que rodea la pierna superior fue 

anestesiada localmente con xilocaina al 2%. 

 

Una pequeña porción de aproximadamente 1.5 cm del nervio tibial en el muslo, se 

aisló, se ató y se corto entre el nudo y la médula espinal. La porción del nervio que 

estimula al músculo disecado fue puesta dentro de una cámara pequeña de 

plástico que contiene electrodos de platino para pasar corriente y estimular a 

través del nervio la contracción muscular. 

 

El tendón del músculo tibial anterior fue atado fuertemente con un anillo de acero 

inoxidable. La circulación sanguínea se dejo intacta y cualquier sangrado fue 

detenido inmediatamente cauterizando los vasos sanguíneos. El tendón proximal 

se dejo intacto y las partes del tejido conectivo entre el músculo y otros músculos 

circundantes se cortaron cuidadosamente.  
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Como la disección se realizó en conejos vivos, nos percatamos de que tuvieran la 

anestesia adecuada. 

 

 

Procedimiento experimental 

 

Después de que se terminó con la disección, los conejos fueron colocados en un 

cojín con calefacción fija a 37°C. Posteriormente se atornillo una barra de metal en 

la parte mas baja del hueso del fémur del conejo. La barra fue atada firmemente a 

un soporte para mantener la rodilla en una posición fija. El músculo tibial anterior 

fue atado a través del alambre de acero a un transductor de la fuerza FT03 

(Grass, Astro-MED, Inc. RI, LOS E.E.U.U.). El transductor de fuerza fue alineado 

perpendicularmente a lo largo del eje del músculo. Después de atar el alambre al 

transductor, el experimento comenzó. 

 

 

Protocolo experimental  

 

La estimulación se realizó con pulsos eléctricos de 0.8 ms de duración y con un 

voltaje variado aplicados al nervio mientras se registraba la fuerza desarrollada por 

músculo. Una vez que se encontró el voltaje de estimulación para la respuesta 

máxima, los siguientes pulsos estimulantes tuvieron la misma duración.   Para 

encontrar el voltaje de respuesta máxima los músculos se estirados 

cuidadosamente y cada 0.5 milímetros se estimulaban hasta que se obtuviera la 

longitud a la cual la tensión de contracción era la  máxima. La longitud óptima 

correspondió a una longitud de sarcómera media de aproximadamente 2μm 

(Brown y otros 1984). Posteriormente los nervios fueron estimulados para obtener 

una serie de contracciones cada 3 s hasta que la fuerza máxima de la contracción 

fuera igual por 5 veces consecutivas.  
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Las contracciones fueron seguidas por estímulos eléctricos en el nervio de 60 Hz 

por 2 s. El protocolo de estimulación fue repetido con un periodo de descanso de 

4.5 minutos para asegurarse de que por lo menos tres fuerzas tetánicas del control 

eran similares. Se dejo reposar al músculo durante 10 minutos, seguido por una 

sola contracción y un solo estímulo tetánico, registrados en 0.2 s/mm antes de 

iniciar con el protocolo de fatiga.  

 

La fatiga se indujo con estímulos eléctricos con ciclos de 60 Hz y 2 s de duración 

repetidos cada 4.5 s durante 70 minutos. Al final de los 70 minutos la fuerza 

tetánica disminuyó de un 100% hasta un 36.9 ± 4.4 (n = 3). En este momento el 

ciclo de estimulación se detuvo, y se añadió nitrógeno líquido sobre el músculo 

para congelar cualquier cambio, finalmente  el músculo congelado se extrajo 

rápidamente y se guardo en nitrógeno líquido para su análisis posterior.  

 

Los experimentos se realizaron después de que se estableció que la fatiga 

disminuía la fuerza de contracción al 25%.  

 

Después de terminar los experimentos, los conejos se sacrificaron aumentando las 

dosis de anestesia. Los animales muertos se desecharon de acuerdo a las 

disposiciones de las reglas oficiales mexicanas establecidas para el cuidado y el 

uso de los animales de laboratorio (código NOM-062-Z001999). 

 

 

Preparación de vesículas de la membrana 

 

Las membranas del retículo sarcoplásmico se obtuvieron del músculo tibial 

anterior que había sido previamente congelado como se describió anteriormente. 

El aislamiento se realizó por centrifugación diferencial y  gradientes discontinuos 

de  sacarosa, en ausencia de cualquier reductor en el medio amortiguador. El 

primer gradiente de  sacarosa fue de 25, 27.5, y 35% p/v que fue utilizado para 

separar las membranas de superficie. La interface entre el 27.5 y 35% se coloco 
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en un segundo gradiente discontinuo de de 27.5, 30, 32, 35, y 45% de sacarosa. 

La banda obtenida en la interface entre el 32 y 35% corresponde al retículo 

sarcoplásmico ligero (LSR), detectado por la actividad máxima de la ATPasa 

estimulada por Ca2+. La concentración de la proteína se determino usando el 

reactivo de Coomassie  (Pierce, Rockford, IL, los E.E.U.U.) con albúmina sérica 

bobina (BSA) como el estándar. 

 

 
Marcaje de tioles vecinales presentes en las proteínas del retículo sarcoplásmico 
con N-Iodoacetil-L-[125I]-3-Iodotirosina (IAIT)   
 

La síntesis de N-iodoacetil- [125I] 3-iodotirosina fue descrita previamente (Gitler et 

al. 1994, 1997). Primero el [125I] - IAIT se disuelve en benceno que consistía en 

0.25% de dimetilformamida (DMF) con una radiactividad específica de 20 Ci/mmol 

y almacenado por un período de 6 semanas o menos. La cantidad deseada de la 

solución del benceno-DMF (~1μCi/ μl) se evapora en un tubo de micro centrifuga 

en el Speed Vac (savant) disolviéndose en una solución amortiguadora a pH 7.4. 

Esta solución se agrega a las muestras que se marcaran con IAIT, el cual es 

estable a pH 7.4 por varias horas, o el material que se desea marcar, puede ser 

agregado directamente al IAIT seco en cada tubo. El marcaje se realizo en una  

solución que contiene: 1mM de EDTA o EGTA. La reacción se detiene después de 

30 minutos a temperatura ambiente (25ºC) adicionando ½ volumen de buffer con 

SDS (30% glicerol, 9% SDS, 0.61% de azul de bromofenol en 0.46mM de buffer 

de Tris-HCl, pH 6.8). Para distinguir entre tioles vecinales y  monotioles, el marcaje 

se llevo a cabo en ausencia y presencia de 20μM PAO. El DTT por arriba de 

10mM no compite con [125I] – IAIT para el marcaje de tioles vecinales en las 

proteínas (Gitler et al. 1994, 1997). 

 

 

 

 

 



11 
 

Captura de calcio  

 

El transporte del calcio fue determinado a temperatura ambiente por el método de  

filtración en una solución que contenía (en mM): 100 KCl, 5 MgCl2, 0.1 CaCl2, 1μCi 

45 [CaCl2], Tris-Malato 20 (pH 7.0), y ATP 4 con 0.05 mg de proteína/ml. La 

reacción se detuvo con 0.5 ml de solución amortiguadora fría que contenía (en 

mM): 5 MgCl2, 4 EGTA, y Tris-Malato 20 (pH 7.0). Las vesículas de RL (0.9 ml) se 

filtraron a través de filtros  Millipore de 0.45μm, lavaron, secaron y después se 

contaron por centelleo. Los experimentos fueron hechos en la ausencia y en 

presencia de PAO y del BAL. 

 

 

Actividad hidrolítica de la SERCA1 

 

La actividad total de la ATPasa fue determinada por colorimétrica del Pi utilizando 

verde de malaquita. Alícuotas de 5 μg/ml de proteína fueron incubadas en una 

solución que contenía (en mM): 100 KCl, 5 MgCl2, 5 NaN3, 1 ouabaina y 20 Tris-

Malato, pH 7. La reacción fue detenida con una solución que contiene: 0.045% 

verde de malaquita hidroclorado, 4.2% de molibdato de amonio 4N en HCl, 0.8 ml 

Triton-X100 por cada 100 ml de solución, y 0.25 ml de citrato de sodio (34%), la  

absorbencia fue leída en 660 nm. Los experimentos fueron hechos en la ausencia 

y en presencia de PAO y del BAL. 

 

 

Inactivación térmica de la SERCA1 

 

Las membranas del retículo sarcoplásmico ligero (2mg/ml) fueron incubadas en 

una solución 0.3M de sacarosa que contenía (en mM): 20 Tris-Malato, 100 KCl, pH 

6.8 en un equipo de PCR a una velocidad de calentamiento de 1°C/min. Las 

muestras fueron recuperadas a intervalos de tiempo de 1 minuto entre los 18° a 

70°C y colocadas posteriormente en hielo aproximadamente el mismo tiempo, 
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antes de determinar la actividad de ATPasa a temperatura ambiente (25°C) hasta 

que todas las muestras fueran colectadas. Con la determinación de la actividad 

hidrolítica de la ATPasa a 30 min, se genero una curva de inactivación. La primera 

derivada de a curva de inactivación se utilizo para determinar la temperatura de 

transición (Ti), definida como la temperatura registrada a la mitad de la curva. Para 

todos los experimentos de la inactivación, las curvas no son simétricas por lo 

tanto, Ti no corresponde a la temperatura máxima. 

 

 

Calorimetría diferencial de barrido 

 

La calorimetría diferencial de barrido (DSC) fue utilizada para medir la temperatura 

de transición (Tm) de SERCA1 en presencia y la ausencia de PAO. Tm se define 

como temperatura a la cual la capacidad calorífica es máxima. LSR fue disuelto en 

un buffer que contenía (en mM): 100 KCl y Tris-Malato 20 (pH 7.0). El registro de 

la capacidad calorífica (Cp) en función de la temperatura de barrido a una 

velocidad de 1 C/min, se realizó con un calorímetro diferencial de barrido de alta 

resolución VP-DSC. (MicroCal Inc., MA USA). Las muestras y las soluciones de la 

referencia fueron degasificadas cuidadosamente al vacío por 5 minutos antes de 

ser inyectados a las celdas del DSC cuya capacidad es de 0.56 ml. Cuando se 

llega al equilibrio a los 10ºC, se incrementa la temperatura hasta los 100ºC. Para 

determinar la reversibilidad de la desnaturalización de la proteína, se desciende la 

temperatura hasta los 10ºC y se vuelve a barrer hasta los 100ºC. La línea basal se 

corrige restando el prebarrido del barrido original. En todos los casos no hay 

evidencia de reversibilidad. Los perfiles de desnaturalización de SERCA1 

analizados a partir de un ajuste teórico de las curvas,  se calculo  asumiendo la 

irreversibilidad del proceso de desnaturalización de la proteína según lo descrito 

previamente para el RS (Lepock y otros 1990). 
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Resultados 

 

 

Pureza de las membranas del RSL y pegada de IAIT a SERCA1 

 

La figura 2 muestra; 1.- un gel de acrilamida (SDS-PAGE) en donde el 75% de las 

proteínas de membrana en el RSL corresponden a SERCA1 (columna 3). 2.- Un 

Western Blot donde se utilizo anti-SERCA1 para confirmar la presencia de 

SERCA1 en vesículas de RSL (columna 4). 3.- La autoradiografía (columna 5) de 

RSL marcado con [125I] - IAIT que corresponde a las proteínas marcadas con IAIT, 

y se demuestra que SERCA1 es una Proteína Tiol-Vecinal (n = 3). 

 

 

 

Fig. 2 Columna 1 y 2 marcadores de masa molecular para el SDS-PAGE. La Columna 3 muestra el 

SDS-PAGE de las membranas del RS. Columna 4 muestra el Western Blot de SERCA1 en 

vesículas del RS utilizando el anticuerpo anti-SERCA1 y la Columna 5 muestra la autoradiografía 

del RSL marcado con IAIT.  
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Efecto del PAO sobre la función hidrolítica y la captura de  Ca2+ ATP-dependiente 
de la SERCA1 
 
La actividad hidrolítica de la SERCA1 se inhibe con PAO de manera dosis 

dependiente como se aprecia en la figura 3a con una inhibición máxima del 60 ± 

3% (n=3) con 0.1mM de PAO. La actividad de la  SERCA1 con 0.1mM de PAO en 

función del tiempo, se muestra en la figura 3b. El fuerte efecto inhibitorio de 0.1mM 

de PAO sobre la actividad de la SERCA1 es completamente reversible con 1mM 

de BAL (n=3). El BAL per se no tiene efecto alguno sobre la actividad de la 

SERCA1, pero cuando es añadido previamente a la SERCA1 inhibida con 0.1mM 

de PAO, la actividad hidrolítica de la SERCA1 se ve completamente recuperado 

(figura 3b). Como la hidrolisis de ATP está relacionada con el transporte de calcio, 

hemos examinado el papel que juegan los tioles vecinales sobre el transporte de 

calcio por la SERCA1. En la figura 4 se muestra que la captura de calcio ATP-

dependiente se ve inhibida en un 67±9% en presencia de 0.1mM de PAO (n=3).  

 

Después de 30 minutos el efecto inhibitorio se completo,  y así permaneció  en el 

mismo nivel. El BAL no revierte el efecto inhibitorio del PAO en el transporte de 

calcio aún a concentraciones mayores a 10mM. El transporte pasivo de calcio en 

el RSL no se vio afectado ni por PAO ni por BAL.  
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                                 Fig. 3                                                              Fig. 4        

 

Fig. 3 a Actividad de la ATPasa en presencia de diferentes concentraciones de PAO (o), y b actividad de la 

ATPasa del RS en función del tiempo en la ausencia (   )  y en la presencia (    ) de 0.1mM de PAO. Actividad 

de la ATPasa en presencia de 1mM BAL después de haber estado inhibido con 0.1mM PAO (    ). 

Fig. 4 Captura de Ca
2+  

en función del tiempo en ausencia (   ), en presencia (   ) de 0.1mM PAO y en presencia 

de de 1mM de BAL después de haber sido inhibido previamente con 0.1mM de PAO (     ). 

 

Efecto de PAO y BAL en la inactivación térmica de la SERCA1  

 

El efecto inhibitorio del PAO sobre la actividad de la SERCA1 puede deberse a un 

cambio conformacional de la proteína. Los cambios conformacionales de la 

proteína pueden estudiarse a partir de un análisis de estabilidad térmica en la 
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proteína. Hemos estudiado esta posibilidad en la SERCA1, en presencia y en  

ausencia de PAO y BAL. En la figura 5 se muestran las curvas de inactivación 

térmica de la ATPasa después de calentarla a 1ºC/min, ocurriendo una 

inactivación irreversible a temperaturas superiores a 30-40ºC dependiendo de la 

concertaciones de PAO y BAL y se completo después de calentar hasta los 60ºC. 

Las curvas de inactivación térmica en ausencia de PAO (control), en presencia de 

0.1mM de PAO, y con 1mM de BAL se muestran en la figura 5 a, b y c 

respectivamente. La primera derivada de las curvas de inactivación da una 

determinación más exacta de la transición entre las formas activa e inactiva de la 

enzima como se muestra en la figura 5d (control), e (con PAO) y f (con BAL). La 

temperatura de inactivación (Ti) se calculó para cada curva en d, e y f (figura 5). 

En los experimentos control el RSL solamente tenía una transición a Ti = 49 ± 

0.12ºC (n = 4) (figura 5d). Sin embargo cuando el RSL se incubo con 0.1mM de 

PAO, como se muestra en la figura 6e se muestran dos transiciones bien definidas 

a Ti = 34 ± 0.9_C y Ti = 27 ± 1.2_C (n = 4). En presencia de 1mM de BAL se 

observa una sola transición más aguda con Ti = 49 ± 0.2_C (n = 4) como se 

muestra en la figura 5f.                                            
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Fig. 5 Efecto del PAO y BAL en la inactivación térmica de la SERCA1. a en ausencia (   ) de PAO, 

b en presencia (  ) de 0.1mM PAO y la presencia (   ) de de 1mM de BAL. Los gráficos d, e y f 

muestran la primera derivada de las curvas de inactivación a, b y c. 

 

Como la fatiga muscular puede tener un posible efecto sobre la actividad de la 

SERCA1, hemos estudiado mediante análisis térmico el perfil de inactivación de la 

SERCA1 en el músculo fatigado.  

 

En la figura 6 se muestra un experimento representativo de la actividad de la 

ATPasa del RSL aisladas de músculo en reposo con y sin 0.1mM de PAO y en 

músculo fatigado sin PAO y BAL. Desde que se vio que PAO tenía un efecto sobre 

la conformación de la SERCA1 como se mostró en la figura 6, comparamos la 

diferencia en los cambios conformacionales entre la SERCA1 obtenida del RSL 

aislado de músculo en reposo y después fatigado. En la figura 6 se muestran las 

membranas del RS aisladas de músculo en reposo en ausencia de PAO (línea 
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continua), en presencia de 0.1mM de PAO (línea discontinua) y de músculo 

fatigado (línea oscura). En el músculo en reposo solamente se observa una 

transición, la Ti de la SERCA1 en ausencia de PAO es 49 ± 0.12ºC (n = 4). En 

presencia de 0.01mM de PAO se observan dos transiciones a una Ti = 44.8 ± 

0.79ºC (n = 4) y 30.9 ± 0.36ºC (n = 4). Bajo condiciones de fatiga, la Ti de la 

transición principal es a 48 ± 0.79ºC (n = 4) mientras que la segunda transición es 

a Ti = 31 ± 1.5ºC (n = 4) esta segunda transición no se observa en el perfil de 

inactivación de la SERCA1 determinada de músculos en reposo.                                   

 

 

                            

 

Fig. 6 Inactivación térmica. El la figura se muestra la primera derivada de las curvas de inactivación 

de la SERCA1 en función de la temperatura. La inactivación térmica de la de las vesículas del RS 

obtenidas de músculo en reposo (línea delgada). Inactivación de RS obtenido de músculo en  

reposo en presencia de 0.1mM PAO (línea punteada) y RS obtenido de músculo fatigado (línea 

oscura). 
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Calorimetría diferencial de barrido (DSC) 

 

Lepock et al. (1990) demostraron que el perfil de desnaturalización de la SERCA1 

por calorimetría diferencial de barrido muestra dos picos (transiciones 

endotérmicas) correspondientes a la desnaturalización del sitio de pegada del 

nucleótido (NBD) en la región citosólica y en el sitio de pegada de calcio (CBD) en 

la región transmembranal de la SERCA1. Basados en la evidencia anterior, se 

usaron las membranas de RSL para obtener los perfiles de desnaturalización de 

SERCA1 de músculos en reposo, después del desarrollo de fatiga y expuestos a 

1mM de BAL después de la fatiga. La figura 7 muestra los perfiles de la DSC, 

donde se grafica, el calor específico (Cp) de la desnaturalización de SERCA1 en 

función de la temperatura. La figura 7a muestra el perfil de desnaturalización de la 

SERCA1 en RSL aislado de músculos en reposo. SERCA1 se desnaturaliza en 

dos principales endotermas. La temperatura de transición para la 

desnaturalización (Tm) se determinó por deconvolución de las dos endotermas 

descritas previamente (Lepock et al.1990). El principal componente marcado como 

NBD, el cual corresponde a la desnaturalización del sitio de pegada del nucleótido, 

tuvo una Tm de 51.5 ± 1.3ºC (n = 3). El segundo componente, CBD, el cual 

corresponde al sitio de pegada de calcio en la región transmembranal, tuvo una 

Tm de 63 ± 1.02ºC (n = 3). En la figura 7b se muestra el termograma del RSL 

obtenido a partir de músculos fatigados. Se observaron tres transiciones con un 

promedio de Tm (NBD) 46.8 ± 1.03ºC (n= 3) y Tm (CBD) a 60.2 ± 0.58ºC (n = 3). 

Una tercera transición nombrada dominio indeterminado (UD), Tm (UD) a 36.5 ± 

0.33ºC (n = 3) aparece después de la fatiga. La tercera transición que no está 

presente en el perfil de desnaturalización de la SERCA1 obtenida de músculo en 

reposo, está presente en el perfil de desnaturalización del músculo fatigado y en 

presencia de PAO (0.01, 0.02, 0.1mM), donde el UD muestra una Tm de 44 ± 

0.92, 37.8 ± 0.25, and 36.9 ± 0.47ºC (n = 3), respectivamente. En la figura 7c se 

muestra que cuando el RSL obtenido de músculo fatigado se incuba con 1mM de 

BAL y la transición del UD se pierde. Sin embargo, en presencia de BAL la Tm 

para la transición del NBD es de 49 ± 1.05ºC (n = 3) y la transición del CBD es de 
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62.3 ± 0.82ºC (n = 3). No cambió el Tm inicial observado en el RSL aislado del 

músculo en reposo. 

                                                                  

 

 

Fig. 7 Calorimetría diferencial de barrido del RSL. El barrido se realizó con incremento de 

temperatura de 1°C/min. a) Control, RSL de músculo en reposo, b) RSL de músculo fatigado, c) 

RSL de músculo fatigado en presencia de 1mM BAL 
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Discusión 

 

El presente estudio muestra que SERCA1 es 1) una proteína tiol vecinal, 2) los 

tioles vecinales de la SERCA1 se oxidan selectivamente con PAO, un arsenical 

trivalente, inhibiendo la actividad hidrolítica de la ATPasa y el transporte de calcio, 

3) el efecto de la oxidación de los tioles vecinales con PAO sobre la actividad 

hidrolítica de la ATPasa es reversible con BAL pero no sobre el transporte de 

calcio, 4) los cambios conformacionales de SERCA1 observados mediante análisis 

térmico, demuestran que la oxidación de los tioles vecinales de la SERCA1 

inducen un cambio conformacional que es reversible al reducirlos nuevamente y 5) 

el RS aislado de músculo fatigado muestra un cambio conformacional en la 

SERCA1 el cual es completamente reversible después de exponer a los tioles 

vecinales a un agente reductor como el BAL. 

 

 

Importancia de los grupos tiol vecinal en la actividad y en los cambios 

conformacionales de la SERCA1 

  

El 60% de la inhibición de la actividad hidrolítica de la SERCA1 por el PAO nos 

indica que los grupos tiol vecinal tienen un efecto regulador sobre la función de 

SERCA1. Este hallazgo implica que la actividad de la SERCA1 se ve parcialmente 

inactivada en ambientes que producen la oxidación de los tioles vecinales. De tal 

modo, que esto sugiere que la oxidación de los tioles vecinales de la SERCA1 

causado por un estrés oxidatívo bajo condiciones fisiológicas, tienen un efecto 

sobre la contracción muscular. 

 

El 40% restante de la actividad hidrolítica que no se ve afectado por la presencia 

de PAO, podría corresponder a parte de la estructura de la SERCA1 que no 

depende de la disponibilidad de grupos tiol vecinal.  
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El hecho de incrementar la concentración de PAO hasta 2mM o arriba de 10mM 

no presenta inhibición adicional sobre la actividad hidrolítica de la ATPasa y en la 

captura de calcio, indicándonos que el PAO tiene una concentración de saturación 

sobre la SERCA1, manteniendo a la enzima en una conformación con actividad 

reducida. Como el PAO es una molécula  con una fuerte reactividad sobre los 

tioles vecinales accesibles, es poco probable que el PAO no reaccione con estos 

tioles al aumentar su concentración, por lo que es posible que la SERCA1 

experimente cambios conformacionales  que resulten en una disminución de la 

interacción de los tioles con el al PAO.  

 

El cambio conformacional de la SERCA1 en presencia de PAO y durante la fatiga, 

resultó en una reducción de la actividad, no presentando relación entre la hidrólisis 

de ATP con el transporte de calcio.  La adición de un agente reductor como lo es 

el BAL, recobra la actividad hidrolítica pero no el transporte de calcio, 

manteniéndolo inhibido aún a altas concentraciones de BAL. El BAL al poder ser 

permeable a la membrana puede atravesar para reducir el puente disulfuro entre 

las Cys876 y Cys888, el cual es necesario para el transporte de calcio. Los 

mecanismos moleculares que amortiguan el potencial redox in vivo, están 

ausentes en un modelo in vitro. 

 

SERCA1 es una proteína con una longitud de 994 residuos de aminoácidos que 

tiene 24 residuos de cisteína. La secuenciación de la SERCA1 a mostrado que 4 

pares de cisteínas se encuentran dentro de una distancia (~3–9 A °) entre ellas. 

Estos pares hacen referencia a los grupos tiol vecinal.  

 

Los estudios de cristalografía han demostrado la distribución de los tioles 

vecinales a lo largo de la SERCA1 localizándose en la región citosólica de la 

proteína. Los sitios de fosforilación y el sitio de pegada del nucleótido de la 

SERCA1 se encuentran cerca de grupos tiol vecinal, por lo tanto cualquier cambio 

conformacional inducido por una oxidación-reducción de los tioles vecinales podría 
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afectar la conformación de los  sitios de fosforilación y del sitio de pegada del 

nucleótido.  

 

El hecho de que el sitio de pegada de calcio se encuentra en la región 

transmembranal  lejos de los grupos tiol vecinal, nos permite proponer que el sitio 

de pegada de calcio tenga una menor probabilidad de ser afectado directamente 

por el potencial redox.  Por lo tanto la irreversibilidad del transporte de calcio 

después de la reducción de los tioles vecinales podría deberse a que los cambios 

conformacionales no recobran el transporte de calcio.   

 

 

Inhibición de SERCA1 por PAO y el efecto reversible de BAL 

 

Nuestros estudios confirman que el BAL es un potente quelante de triarsenicales 

que mantiene inalterada la actividad de la SERCA1 además de revertir el efecto 

del triarsenical PAO en el comportamiento termotrópico de la SERCA1. La 

inactivación térmica de la SERCA1 en presencia de PAO muestra dos transiciones 

con una diferente temperatura de inactivación (Ti) que en aquella transición 

observada para la actividad de la SERCA1 control en ausencia de PAO. La 

transición adicional que hemos observado en presencia de PAO sugiere la 

pregunta de si hay otras ATPasas de calcio que estén  contaminantes en nuestra 

preparación de RS. Nuestros resultados indican que no hay contaminación con la 

ATPasa mitocondrial, ya que su actividad fue eliminada por la adición de azída de 

sodio al medio de reacción como se describió en el procedimiento experimental.  

 

Además los resultados previos mostraron que la ATPasa Ca2+/Mg2+de la 

membrana de los túbulos transversos tenía una Ti de 56°C  en vez de 51°C como 

la SERCA1 además que PAOa una concentración de hasta 5mM no afectaban ni a 

la actividad hidrolítica de la ATPasa de calcio ni a la de la ATPasa de magnesio. 

Por lo tanto, concluimos que cuando la segunda transición de la SERCA1 

observada en nuestro estudio a bajas temperaturas es inactivada en presencia de 
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PAO; no corresponde a ninguna otra actividad proteica. Las membranas del RS 

aisladas de músculo fatigado muestran una inactivación térmica de la SERCA1 

con dos transiciones en comparación con la SERCA1 del RS aislado de músculo 

en reposo la cual mostró solamente una transición.  Esto va de acuerdo con 

resultados similares obtenidos durante la fatiga usando diferentes métodos que 

mostraban una inhibición parcial de la actividad de la SERCA1 (Luckin et al.1991; 

Briggs et al. 1990). 

 

 

Estudios de calorimetría diferencial de barrido de la SERCA1 

 

De acuerdo con  resultados previos (Lepock et al. 1990; Ortega and Lepock 1995), 

encontramos que el perfil de desnaturalización de la SERCA1 muestra dos 

transiciones las cuales han sido previamente correlacionadas con las transiciones 

marcadas como NBD y CBD. Como se describe aquí, cuando los tioles vecinales 

forman ditioarsinas con el PAO, ambas transiciones del NBD y del CBD cambian a 

temperaturas más bajas. Además aparece una tercera transición a una 

temperatura más baja similar a la observada por la inactivación térmica, la cual 

demuestra que la oxidación de los tioles vecinales resulta en un cambio 

conformacional de la SERCA1. Nosotros proponemos que esta oxidación 

corresponde a una menor actividad proteica conformacional   para hidrolizar ATP y 

transporta calcio.  

 

 

La importancia de los tioles vecinales sobre la actividad y los cambios 

conformacionales de la SERCA1 durante la fatiga. 

 

Las evidencias fisiológicas indican que la actividad del RS es inhibida durante el 

desarrollo de la fatiga muscular lo cual sugiere que este efecto inhibitorio puede 

ser el resultado de la expresión de diferentes isomorfas o cambios 

conformacionales de la SERCA1. En este estudio damos nueva información sobre 
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el mecanismo potencial  por el cual SERCA1 es regulado a través del estado 

redox modificando a los TV dentro de la SERCA1. Los presentes resultados del 

análisis térmico de la actividad de la SERCA1 y la DSC del RSL aislado de 

músculo fatigado mostraron la aparición de una transición más a una menor 

temperatura. Esta transición marcada como UD en el perfil de DSC de la SERCA1 

de las vesículas de RS obtenidas de músculo fatigado también es evidente 

después de la inactivación térmica de la SERCA1, cuando los TV de la SERCA1 

forma ditioarsinas con el PAO. El hecho de que en ausencia de PAO, la transición 

del UD esté presente solamente en músculo fatigado pero no en el músculo en 

reposo, sugiere un cambio conformacional de la SERCA1 es similar al formado por 

SERCA1-PAO. 

 

La transición del UD observada en el perfil de desnaturalización de la SERCA1 del 

músculo fatigado desaparece en presencia de BAL. Este hecho nos permite 

concluir que la oxidación de los tioles vecinales durante la fatiga están 

involucrados en los cambios conformacionales de la SERCA1 y por lo tanto en la 

regulación de la actividad de la SERCA1. La reducción de los tioles libres de la 

SERCA1 o de los puentes disulfuro con DTT a altas concentraciones no se 

alcanza completamente  sin la presencia de Calcio y ATP, esto significa que se ha 

llevado a cabo un importante cambio conformacional. Estos resultados pueden ser 

explicados por la reducción de monotioles con DTT en lugar de competir por uno 

de los dos tioles que forman un tiol vecinal. Por lo tanto los cambios 

conformacionales observados en la SERCA1 que son reversibles con BAL indican 

que los TV de la SERCA1 están involucrados durante la fatiga.  

 

Durante un incremento en la actividad muscular hay un incremento en el consumo 

de oxigeno, lo que siguiere que la  regulación redox es un mecanismo probable 

que se ve modificado durante la actividad muscular como en la fatiga. Nosotros 

proponemos que el estrés oxidatívo causada por una actividad muscular 

prolongada durante el proceso de la fatiga puede llevar a un efecto inhibitorio 

sobre el transporte de calcio de la SERCA1 por una oxidación de los SH de los TV 
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formando disulfuros intraproteicos. La formación de disulfuros intraproteicos dentro 

de los grupos TV cercanos  al sitio de fosforilación y al sitio de pegada del 

nucleótido de la SERCA1 puede deberse a cambios conformacionales 

involucrados en la regulación de la contractilidad del músculo esquelético.  

 

Los cambios conformacionales observados por un análisis térmico y por 

calorimetría diferencial de barrido descritos en este estudio están  asociados con 

una oxidación selectiva de los TV por el PAO en un modelo in vitro de la oxidación 

selectiva de los TV de la SERCA1, como en el caso del músculo fatigado. 

Presumimos que un importante mecanismo responsable de la función de la 

SERCA1 durante la actividad muscular es un intercambio redox tiol/disulfuro. 

Demostramos que los TV de la SERCA1 son capaces de actuar como un 

interruptor redox, por el cual la actividad enzimática de la SERCA1 se enciende o 

se apaga de acuerdo al potencial redox del medio. 

 

Es difícil comparar el transcurso del tiempo en el desarrollo de la fatiga reportado 

aquí con otras publicaciones de otros autores que han utilizado diferentes 

protocolos de estimulación, tipos de músculo y otras especies animales para 

producir la fatiga. Estudios similares, como los descritos aquí, han sido llevados a 

cabo después de ejercitar a los sujetos hasta el agotamiento. Ellos también han 

reportado que los cambios oxidativos que no involucran residuos de cisteína, 

aparece en sujetos ejercitados hasta el cansancio, lo cual también implica el 

desarrollo de una fatiga extrema y prolongada. Sin embargo, Matsunanga et al. 

(2003, 2007) no encontraron cambios en los grupos tiol vecinal como los 

reportados aquí. La diferencia en los resultados puede ser debido al hecho de que 

los experimentos fueron hechos en diferentes tipos de músculo a los que nosotros 

utilizamos, los cuales fueron los gastrocnemios y el músculo vasto externo 

(principalmente tipo l o lento) en vez de los tibiales anteriores (que son 

principalmente del tipo rápido). También hicieron los experimentos con 

microsomas, sin el aislamiento de las membranas del RS. Los microsomas del 

músculo esquelético lento a menudo tienen contaminación por mioglobina y por lo 
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tanto, metales de transición, los cuales se necesitan para iniciar la formación de 

radicales de oxigeno y la carbonilación proteica. En el caso del RS ligero 

altamente enriquecido, donde más del 85% de las proteínas de la membrana son 

SERCA1, como las usamos aquí, no hay metales de transición que pudieran 

iniciar una carbonilación en la proteína. Aunque Matsunaga et al. (2003, 2007) no 

mostraron evidencia de cisteínas involucradas en la fatiga muscular mediante la 

reducción con DTT que reduce monotioles pero no tioles vecinales (Gitler et al 

1997). Los autores no exploraron el estado redox de los grupos tiol vecinal como 

se hizo en el presente estudio. 

 

En nuestro estudio probablemente se inició la producción de especies reactivas de 

oxígeno en exceso con respecto a lo que ocurriría con ejercicio normal  debido al 

tipo de procedimientos de estimulación usados.  

 

Sin embargo, los cambios de la bomba de Ca2+ que describimos aquí son 

relevantes porque: a) aunque los otros autores también han observado el efecto 

en la alteración y oxidación de la bomba de Ca2+ del RS de humanos y animales 

ejercitados y b) nuestros resultados son relevantes por la importancia en 

condiciones patológicas o en ejercicio extremo donde probablemente haya una 

producción excesiva de oxidantes.                
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