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Calcio
Importancia de su regulacion intracelular

RESUMEN: El caldio es un mensajero intracelular fundamental para las células ya que participa en la activacion o in-

activacion de vias de sefializacion que

una amplia
van desde fecundacion y division celular; diferenciacion, desarrollo y creci

iedad de procesos celulares y sistémicos. Esos procesos
hasta meca de muerte, tanto

celular como sistémicos. En las ditimas décadas se ha logrado dilucidar muchos de los mecanismos moleculares que
participan en la via de sefializacion por calcio, pero queda un amplio camino por recorrer para entender los multiples

fendmenos en los que el caldo es vital.
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| calcio es un elemento fundamental para la vida ya

que actua como un mensajero intracelular clave que
regula multiples respuestas. Estas respuestas pueden ser
observadas en forma inmediata, mediata o tardia. Ejem-
plos de respuestas inmediatas son la liberacion de neuro-
transmisores en neuronas, la liberacion de hormonas en
células endocrinas, la contraccldn muscular en musculo
liso, esquelético o cardiaco; todos estos son fendmenos
que tienen una duracion del orden de nanosegundos, mi-
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En el mediano plazo el calcio participa en la regulacion
del metabolismo, estos procesos involucran la activacion
de una o varias enzimas dependientes de los niveles de
calcio citoplasmiético; también a mediano plazo el calcio
participa en la activacidn de células del sistema inmune y
en procesos marcapasos del sistema respiratorio y cardio-
vascular. A largo plazo se ha observado que el calcio parti-
cipa en mecanismos de regulacion de la expresion génica
que incluyen fenémenos como la fecundacion, la division
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Fig 1. Procesos regulados por ¢ caldo. £l caldo modula respuestas
celulares 3 corto plazo, microsegundes o milisegundos; mediano pla-

celular, el desarrollo y creci celular y la apoptosis

(1) (fig- 1).

10

20, dos 0 minutes y kargo plazo, horas e induso dias (Tomado de
Berridge et al, Nature Reviews Molecular Cell Biology. 2003).
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Uno de los campos en donde el calcio ha sido amplia-
mente estudiado es en el de la neurofisiologia pues en
las neuronas algunos procesos claves para la transmisién
sindptica como el trifico axonal, la movilizacion de vesicu
las, la liberacion de neurotr i y lamodulacién de
los potenciales de accion, dependen de procesos en los
cuales el calcio es fundamental (2,3,4,5,6).

El calcio en su forma ionizada es toxico para la célula pues
tiende a reaccionar con muchos sustratos, por esta razon
sus concentraciones son muy bajas en el espacio intrace-
lular, a pesar de esto muchos procesos celulares y sistémi-
cos dependen del calcio por lo cual este es considerado
un mensajero intracelular vital. Muchos de los procesos
que dependen de la sefializacion del calcio se activan al

aumentar la concentracion del calcio dtop 0 en

Calcio extracelular

La concentracidn del calcio en el espacio extracelular es
miles de veces mds alta que la del espacio intracelular, su
concentracion es del orden de 2 mM. El ingreso de calcio
extracelular se realiza a través de canales i6nicos permea-
bles al ién calcio, que estin incrustados en la membrana
plasmadtica. Estos canales de calcio pueden ser depen-
dientes de voltaje (se denominan canales tipo L, N, P/Q,
¥ R) o dependientes de ligando (AMPA, NMDA, kainato,
SHT3 y nicotinicos tipo a7).

Con la apertura de estos canales el caldo extracelular di-
funde al interior de la célula debido al gradiente de con-
centraciones entre el medio externo y el interno. Este

forma temporal y local {la concentracién de calcio cito-
plasmdtico basal es de 100 nM. fig 2).

El incremento temporal del calcio dtoplasmatico, y por
lo tanto la sefalizacion, se logra a expensas de dos fuen-
tes de calcio: el calcio extracelular y el caldo de reserva
intracelular que se almacena en depositos intracelulares
localizados en organelos intracelulares como el reticulo
endoplasmico, la mitocondria, el aparato de Golgiy la en-
voltura nuclear entre otros (7).

Extraceliular Space

de calcio dtopla ico se presenta en zonas
especificas cercanas a la membrana celular, pero ademas
es fugaz, pues estd elevacion tiende a redudrse rapida-
mente.

El do por la da de calcio a través de
estos canales es lizada por la Ision del calcio
citosdlico a través de dos tipos de proteinas de mem-
brana: las bombas de caldo d di de ATP y los

intercambiadores idnicos, entre los cuales esta el inter-
cambiador Na+/Ca++. En la reduccion del calcio citosélico

bién participan p: de unidn a calcio presentes
en el citoplasma, algunas de las cuales son fundionales y
partidpan en vias de sefializacion7 (Kd = 200 nM; calbin-
dina, calmodulina. Fig. 2).

Calcio intracelular

Los depdsitos intracelul, den liberar calcio al cito-
plasma a través de dos tipos de canales: los receptores
de ryanodina (RYR) y los rec de inositol trifosf:
(IP3R).

Fig. 2. Mecanismos de sefializacion del calcio. Los ni-
weles de calcio citophsmitico aumentan por entrada
de calcio del medio extracelular o por liberacion desde
los depdsitos intracelulares, este flujo se produce por
s apertura de diversos tipos de canales. Tl incremento
del caldio citoplesmatico es limitado en Gempo y espa-
dio por ka presencia de sistemas buller dtoplasmaticos
¥ por ks activacion de i ylo
recaptura (Tomado de Glazner y Ferryhough. Cell cal
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Estos receptores pueden ser activados bien por su ligando
enddgeno especifico yfo por un aumento en la concen

tracidn de cakcio dtoplasmatico. La activadidn de estos re-
ceptores favorece la salida de cldo almacenado gracias a
un gradiente de concentraciones, lo gue produce una co-
rriente de calcio hacia el citoplasma inducida por caldio y
denominada CICR: clcium-induced caldum release, que
contribuye a activar las vias de sefializacidn intracelulares
dependientes del calco®,9 (figw 2).

El RyR es un homotetramero constituido por mondmeros
de 500 kDa. Tiene sitios de unidn a calcio y a modulado-
res como ATP y calmedulinag. Posee una alta conductan-
cia para iones monovalentes (B00-750 pS) y divalentes
{100-150 p5); el tiempo medio de apertura es de 20 ms.
La probabilidad de apertura del canal depende del calcio
citoplasmatico, es alta con calcio D.1-1 pM y se reduce con
altos niveles (=10 pM). S han identificado tres isoformas
RyR1 a 3, la forma mas abundante en sistema nervioso
es el subtipo RyR210. Para caracterizar este receplor se
han empleado frmacos que afectan su actividad como la
caleina y el dantroleno.

La cafeina fue el primer fdrmaco que permitid identificar
la liberacidn de clcio de los depdsitos intracelulares. El
efecto de la cafeina sobre los receptores de ryanodina de-
pende de su concentracion. Estudios en canales RYR ais
lados han demostradoe que la caleina a concentraciones
menores a 2ZmM incrementa la probabilidad de apertura
del canal en presenda de calcio citoplasmatico del orden
de micromolar. A concentraciones mayores de 5 mM abre
el canal, atn frente a calcio citoplasmiético bajo (picomo-
les) e incrementa el tempo en el gue permanece abierto
el canal. La cafeina penetra rdpidamente las membranas
y la concentracidn intracelular se equilibra con |a externa
en 100 -150 ms (11,12,13).

El dantroleno es un farmaco empleado originalments
como relajante muscular y posteriormente para el trata-
miento de la hipertermia maligna. El mecanismo de ac-
cidn es redudr la probabilidad de apertura de los canales
RYR. Las concentraciones efectivas reportadas varian enr
tre 10 y 50 uM1 {4,15).

El receptor para IP3 (IP3R) es también un homotetrdmero,
cada subunidad tiene cerca de 2700 aminodcidos y seis
dominios transmembrana. Se han identificado cuatro iso
formas IP3R1 a 4, los que se diferencian en su afinidad por
1P3 (Kd<10 nM). La conductanda al caldo es de 50 p5 y el
tiempo de apertura de 4 ms.
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Al igual gue RyR tienen una medulacidn bifdsica por el
caldio. la probabilidad de apertura del canal depende del
caldio citoplasmatico, es dptima con concentraciones de
caldio de 300 nM, pero se inhibe con concentraciones de
calcio mas bajas o mds altas. La presencia de 1P2 aumenta
la afinidad del calcio a los sitios de unidn del canal16. Para
su caracterizacidn también se han empleado frmacos
gue interfieren con su actividad como las sestosponginas,
la heparina o los analogos del IP3.

Las Xestosponginas son un grupo de sustancias, aislada
en 1997 de esponjas marinas, cuya acdon es bloquear la
liberacidn de calcio inducida por IP3. Se aislaron varios
subtipos de Xestosponginas denominados A, Cy D; de es-
tas la Xestospongina C presentd un mayor blogueo de la
liberacion de calcio. Esto se observd en vesiculas aisladas
de reticulo endoplasmico de cerebelo (17,18,19).

El efecto final es redudr la probabilidad de apertura de
los canales IP3R. Las concentraciones de Xestospongina C
que son efectivas para bloguear estos receptores en culti-
vos celulares varfan entre 5 y 20 pM. Si bien es dierto gue
inicialmente se describio a la Xestospongina C como un
bloqueador selective de IP3R, trabajos recientes indican
gue también puede bloguear a la SERCA en forma similar
a lapsigargina, induciendo el sgotamiento del calcio intra-
celular (18,19).

Otra sustancia empleada para caracterizar los receptones
IP3 es la heparina. La heparina es una moléoula hidroso-
luble, compuesta por una cadena de polisaciridos de alto
peso molecular (4 a 40 KDa), gue no atraviesa membra-
nias lipidicas. Se ha empleado como blogueador de IP3R
en modelos que incluyen bicapas lipidicas y miocitos per-
meabilizados. Actla sobre estos receptores con concen-
traciones del orden de pg/ml; es menos dtil a mayores
concentraciones (mg/ml) ya que altas concentraciones de
heparina secuestran el calcio libre (20,21,22). La heparina
se une con mayor afinidad a los receptores IP3R3 que al
IP3R1 w al IP3R2 (23).

Los niveles de calcio en los depdsitos intracelulares se
mantienen debido por un lade a la captura del idn cal
cio realizada por la bomba de caldio de ATP del reticulo
endoplédsmico (SERCA) y, por otro lado, a la participacidn
de proteinas fijadoras de calcio tales como clsequestri-
nia y calreticulina presentes en la luz de estos depdsitos.
La SERCA es una proteina que forma parte de la familia
de ATPasas unidas a membranas capaces de transportar
waltio empleando la energia quimica producida por la hi-
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drdlisis de ATP. El lado citoplasmdtico de |a proteina tiene
una alta afinidad por caldo (Ka=10-6 a pH=7), mientras
que del lado luminal la afinidad es baja (Ka=10-3 a pH=7).

Existen 3 isoformas de SERCA: subtipo 1, subtipo 2 (sub
tipos a y b) y subtipo 3, de las cuales SERCA 3 se expre-
sa en sisterna nervioso central24. Uno de los farmacos
empleados en el estudio de la SERCA es la tapsigargina,
cuyo efecto es bloguear la captura de calcio y provocar
el vaciamiento de los depdsitos de calcio intracelular. La
tapsigargina bloguea SERCA a concentraciones de 20 nM
y causa una liberacion lenta de calcio del RE. También in-
hibe canales de calcio tipo N y L a altas concentraciones:
0.2 -2 uM (23,24,25).

La liberacidn de calcio de los depdsitos de calcio a través
de canales IPIR, paraddjicamente, activa un mecanismo
de entrada de calcio a través de la membrana plasmati-
ca llamado entrada capacitiva (26,27). Una manifestacion
electrofisioldgica de la entrada capaditiva de calcio es la
denominada corriente de caldo activada por liberacion
de calcio (CRAC: Ca2+ release-activated Ca2+ current).
Existen evidencias que muestran como a la salida de cal-
cio de los reservorios intracelulares, via receptores IP3,
se acopla una entrada de wldo al citoplasma, probable-
mente a través de los denominados receptores operados
por depdsitos (SOCs: Store operated calcium channels),
presentes en la membrana plasmatica. Un candidato a re-
ceptor tipo S0C es el receptor TRP3 (2E).

La activacidn o inactivacidn de todos estos elementos ha-
cen gue la concentracion de calcio citoplasmdtico aumen-
te o disminuya siguiendo un patrdn caracteristico que se
describe en funcion del espacio como microdominios de
calcio y en funcidn del tiempo como picos y ondas de cl-
tio, ton estas fluctuaciones de calcio citoplasmiédtico se
activan fendmenos fundamentales para la vida de los o
ganismos (29,30).
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