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RESUMEN

Cuando se hace referencia al calcio surge de inmediato su relacion con los dientes y los huesos. También
es posible que se le relacione con el potencial de accion cardiaco o con las acciones dela vitamina D y lahor-
mona paratiroidea. Sin embargo, el ion Ca" tiene una funcion biogquimica mucho mas sutil que esta relacio-
nada con laactivacion intracelular de diferentes procesos. En este caso, la llegadaa la célula de un determi-
nado estimulo externo (fisico, quimico o eléctrico) da lugar a una elevacién temporal del nivel de Ca?+en €l
citoplasma (sefial de Ca*") y eso origina una respuesta en €l interior de lacélula. Se dice que el Ca** tiene una
funcién como regulador intracelular. El mecanismo de la contraccién muscular ilustra estaimportante funcion
del i6n Ca*.

Palabras clave: calcio, transporte de calcio, regulacion intracelular, contraccién muscular.

SUMMARY

When we refer to cal cium, everyone can establish a relationship with teeth and bones. 1t can be also rela-
ted with the cardiac action potential or even with the action of vitamin D and the parathyroid hormone.
Nevertheless, the Ca* ion plays a much more subtle biochemical function related with activation of intrace-
Ilular processes. In this case, the arrival of an external stimulus (physical, chemical or electrical) to the cell
induces a transient increase in cytoplasmic Ca* (the Ca* signal) giving nse to different intracellular respon-
ses. Therefore, Ca* hasarole as intracellular regulator. The mechanism of muscle contraction illustrates this
essential function of Ca+inside the cell.

(1835-1910). Mediante experimentos in vitro
constaté la necesidad de Ca’+en el medio de

El primero en advertir el efecto del Ca*  incubaci6n para observar el latido de un cora-
sobre la actividad celular fue Sidney Ringer  zén aislado. Procesos tan diversos como: con-

Regulacion intracelular de Ca*
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traccion muscular, liberacién de neurotransmi-
sores, divisién celular, vision, etc. dependen de
una sefial de Cal+.

El i6n Ca* es una de las sefial es bioguimi-
cas méas importantes que intervienen en € con-
trol de la actividad celular (TSIEN y TSIEN,
1990; BERRIDGE, 1993; POZZAN vy cal.,
1994). Su participacion se ha podido demostrar
en todo tipo de células desde las més sencillas,
las procaridticas, hasta las eucariéticas més
especializadas como son las neuronas (GHOSH
y GREENBERG, 1995). Una caracteristica
habitual en la generacién de sefiales bioquimi-
cas es gue la sintesis y degradacion de las
moléculas reguladoras estén controladas por
sistemas enziméticos. Esto permite a la célula
gjustar en cada momento los niveles de regula-
dor que necesita. Laconcentracién de Ca*, que
no es un metabolito sino un ién, no se puede
regular de esa forma. El control de su concen-
tracion en e citoplasmaexige un complejo dis-
positivo de moléculas que se encargan de su
unidn y transporte. La concentracion de Ca*
libre en e citoplasma cuando la célula estd en
reposo es de =100 nanomolar, mientras que en
e medio extracelular alcanza un valor préximo
a2 milimolar. Ese importante gradiente de con-
centracion permite que e Ca+ pueda actuar
como sefial.

Para que una molécula o i6n actie como
sefid intracelular es necesario que su concen-
tracion pueda variar al menos un orden de mag-
nitud y que tenga capacidad para unirse con
gran afinidad a moléculas diana (habitual men-
te proteinas). El Ca* es, de todoslosiones pre-
sentes en medios bioldgicos, € méas adecuado
para cumplir funciones de regulacién dadas sus
caracteristicas deradio iénico y carga eléctrica.
El i6én Ca* se puede unir fuerte y selectivamen-
te a proteinas debido a su capacidad de coordi-
nacion con aomos de oxigeno de glutamato,

agpartato, glutaminay asparragina (KRETSIN-
GER, 1980). Su unién a proteinas puede indu-
cir cambios conformacionales de gran magni-
tud que actlian como sefiales deregulacion. Los
centros de union de Ca* no se pueden predecir
analizando la estructura primaria de una prote-
ina porque no son todos iguales (McPHALEN
y col., 1991). No obstante, hay un motivo
estructural  denominado hélice-lazo-hélice,
también llamado mano EF, que es un tipo de
centro de union de Ca* que aparece en muchas
proteinas implicadas en la unién/control del
Ca- intracelular. Este tipo de centro se encuen-
traen las proteinas: parvalbiimina, troponina C
y calmodulina.

El coeficiente de difusion del Ca* en
medio acuoso es de —1000 pm?*/s mientras que
en extractos citoplésmicos de oocitos de
Xenopus laevis es de -35 pum%s (ALLBRIT-
TON y cal., 1992). Esta diferencia se debe ala
ataviscosidad del mediointracelulary alapre-
senciade proteinas con ataafinidad y especifi-
cidad para unir Ca*. A partir del coeficiente de
difusion se puede calcular € radio de accion y
asi se ve que un i6n Ca®” no puede migrar mas
de 0,1-0,5 ym antesde unirse aaguna proteina.
Esto equivale a =50 ps en unidades de tiempo.
Si estosvalores se comparan con los del regula-
dor intracelular inositol trisfosfato (IP,) cuyo
radio de accion es —24 pm podemos concluir
gue €l efecto del Ca* esmuy local y restringido
a ciertos dominios mientrasque € efecto de IP,
se puede producir en dominios mas amplios del
citoplasma. Estosdatos confirman que €l medio
intracelular no es un espacio uniforme con res-
pecto ala distribucion del Ca*. Las concentra-
ciones mas atas se suelen encontrar en zonas
donde hay proteinas con capacidad para unir
Ca?. En unos casos se trata de puntos estaticos
mientras que en otros son zonas moviles que
cambian su localizacion con el tiempo.
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FIGURA 2. Ondade Ca*en d dtoplasmadeun miocito de corazon. Ladespolarizacion de lamamiranaplas-
mética provocala salida mesva de Ca-+{onda) deded interior dd reticulo sarcoplasmico. Lalocaliza-
cién dd Stio donde s generala onda varia d azar de un latido actro. Laimegen correspondea una
microscopia confocal tras llenar lacdulacon d indicador fluorescentefluo-3. Bl tratamiento con pseu-
do-color pertnite modrar distintas concentracionesde Ca®. B color rgo corresponde alaconcentraciéon
mas dtay € azul alaconcentracién mas bga (tfornado de CANNELL y col., 1995).

Canalesde Ca* dela membrana plasmédtica

Lamembrana plasmatica dispone de cana-
les que permiten la entrada selectiva de Ca*
desded medioexterno(CLAPHAM, 1995).Se
clasifican segin Su mecanismo de aperturaen:

Canales sensibles a voltaje. Aoundan de
forma muy especial en células excitables (neu-
ronas, Células musculares y endocrinas). Se
activantras una despolarizacién de |a membra-
na plasmatica(McCLESKEY, 1994)y son de
apertura tempora ya que tienden a cerrarse
espontaneamente. La entrada de Ca® a través
de estos canales puede activar directamente |a
sdlida de Ca" desde depdsitos intracelulares.
Esto ocurre en algunas células excitables como
mUsculo cardiaco y neuronas. La actividad de
estos canales puede estar modulada por ciertos
agonistas O reguladores intracelularescomo €

answkevors al

AMP cidlico.

Canales sensibles a ligandos. La apertura
de estoscanales se produce por la unién de un
agonista extracelular que generalmente es un
neurotransmisor. Estos canales son especial-
mente importantes en misculo liso y neuronas.

Canales activados por agotamiento de las
reservas intracdlulares (store-operated chan-
nels),tambien conocidoscon®: Icrac (COrrien-
te de entrada de Ca* activadapor la salida), o
entrada capacitativa de Ca*. Estan presentes
€en gran variedad decélulasy su activacionesté
controlada por € nivel de Ca* amacenado en
los depésitos intracelulares del reticulo endo-
plasmico O sarcopldsmico, segin € tipo de
célula(PUTNEY y BIRD, 1993; CLAPHAM,
1995). Este mecanismo permite la entrada de
Ca' desde d medio externo al citoplasma y
sirve pararecargar 16s depésitos intracelilares.
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Canalesintracelulares de Ca

Lasdidade Ca* desdelosdepdsitosintra-
celulares s redliza a través de dos tipos de
canales que muestran similitudes estructurales
y funcionales. B receptor de rianodina, pre-
sente en la membranade reticul o endoplasmi-
co/sarcopldsmico, que es especialmente abun-
danteen célulasexcitablesy €l receptor de IP;
que se localiza mayoritariamente en la mem-
brana de reticulo endoplésmico y es tipico de
células no excitables(BERRIDGE, 1993).

El receptor de rianodina(canal intracelular
de Ca*) recibe ese nombre por la capacidad
para unir in vitm al acaoide rianodina. El
receptor de rianodina corresponde a lo que se
conoce comopiesde unién que son las estruc-
turas que conectan | as cisternas terminales del
reticul o sarcopléasmico con la membranadelos
tibulos T (FRANZINI-ARMSTRONG y JOR-
GENSEN, 1994). Técnicas de microscopia
eectronica (LAI y col., 1988; SAITO y cal.,
1989; WAGENKNECHT y col, 1989;
RADERMACHER Y col., 1992) y declonacién
molecular (TAKESHIMA y col., 1989) mues-
tran que e receptor de rianodinaes una protei-
na formada por cuatro subunidades iguales (la
masa molecular de cada subunidad es de —550
kDa). Lafuentemés abundantede estereceptor
es la membrana de reticulo sarcopladsmico de
nnisculo esquelético. El receptor de rianodina
en mamiferos esta codificado por tres genes
que dan lugar alasisoformas: ryr-/ presente en
mulsculo esquelético; ryr-2, la isoforma mas
abundante en musculo cardiaco y ryr-3 que se
expresaen cerebroy en gran variedad de tgji-
dos incluyendo higado, rifibn, pancress, esto-
mago, intestino, e incluso musculo esquel ético
y corazon.

Lasdidade Ca* através del receptor/canal
de rianodinaesta controladaen vertebradospor

el potencid de membrana de los tibulos T
(MEISSNER, 1994; SCHNEIDER, 1994).
Estudios farmacoldgicos han demostrado
(RIOS y BRUM, 1987) la exigencia de una
proteina denominada receptor de dihkidropiridi-
na (receptor de DHP) que se localiza en los
tibulos T y que detectacambiosen el potencia
de membranadurante el proceso de excitacion-
contraccion. Eda proteina es un canal de Ca*
sensible a voltge de tipo L (CAMPBELL y
col., 1988; CATTERALL, 1991).

Laactivaciondel receptor de rianodina en
vertebradostambiénrespondeaefectores endé-
genos. La activacion por Caf+se conoce como
salida de C&+inducida por Ca* siendo un
mecanismo operativo d menosen miscul ocar-
diaco (FABIATO, 1983). Otro ligando activa-
dor es ADP-ribosa ciclica (cADPR), metaboli-
to derivado del NAD™. La activacion por
cADPR se descubrid en huevosde erizodemar
(CLAPPER y col., 1987; GALIONE y cdl.,
1991), aunque después se ha observado en
otrostiposde célulasincluyendolas de miscu-
lo cardiaco, pancreas y sistema nervioso.
cADPR se encuentraen gran mimero detejidos
de mamifero (RUSINKOYy LEE, 1989) y pare-
ce ser agonista fisiologicoderyr-2 y ryr-3.

Bl receptor de IP; €S una proteina/canal
tipico delamembrana dereticuloendoplasmico
que muestra niveles de expreson muy distintos
en los diferentes tgjidos. La fuente més abun-
dante es la neurona de cerebel o (FURUICHI y
col., 1989). E2e canal intracelular de Ca* esta
formado por cuatro subunidades iguales de
masamolecular aparente-310 kDa que se acti-
va por IP; (MIKOSHIBA, 1993). Cada subuni-
dad puede unir unamolécula deIP;. Se conocen
cuatro genes que dan lugar aisoformas de gran
homologia en sus secuencias. Las homologias
con losisoformas del receptor derianodina son
mucho menoresy no presentan homologia con
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canales de Ca? de lamembranaplasmética. La
regulacion de este receptor/canal escomplgay
ademads deactivarse por IP; se puede activar por
quinasa A de proteinas, Ca* 6 ATP.

Intercambiador de Na*/Ca2*

El intercambiador de Nat/Ca* constituye
un mecanismo de expulsion de Cat' que mues-
tra gran cgpacidad pero bga &inidad para
transportar Ca* (PHILIPSON y NICOLL,
1992). Permiteque & Ca® citoplésmico dismi-
nuya hasta niveles micromolares pero hace
necesarialaintervencion delas bombasde Ca*
para que la concentracién del cation bagje d
nivel nanomolar.

El intercambiador de Nat/Cet-esté presen-
teen lamembrana plasméticade practicamente
todas|as células de mamiferos. El eritrocitoes
lalnicafuente conocida donded intercambia-
dor estd ausente (GATTO y col., 1995). Edte
mecanismo de expulsién de Ca* es especia-
mente activo en células excitables, sobre todo
en neuronas, misculo cardiaco y misculo liso
(CARAFOLI, 1987). En misculo esquelético
no parecet ener un papel relevante. En este Ulti-
mo tipo de células, como en muchos otros, €
nivel de Ca* citoplasmico en estado de reposo
dependede la actividad de |as bombas de Ca™.

Bombasde Ca*

Las cdlulas de vertebrados poseen dos
tipos de bombas de Ca*, también llamadas
ATPasas dependientes de Ca*, (ue pertenecen
a lo que se denomina bombas de tipo P
(PEDERSEN y CARAFOLI, 1987). Se carac-
terizan por formar un compuesto covalente
enzima-fosfato durante su funcionamiento.
Estas bombas de Ca* poseen similitudes
estructurales y funcionales aunque estan codi-

ficadas por dos familias distintas de genes y
presentan diferente localizacién subcelular
(INESI y KIRTLEY, 1992):

La ATPasa dependiente de Ca* de mem-
bmnaplasmaética AMICA) se encargade expul-
sa Ca' dexde d citoplasma d exterior de la
célula Se conocen cuatro genes que codifican
las correspondientes formas enzimaéticas:
PMCAI, PMCA2, PMCA3 y PMCA4. El gen
de PMCAI parece expresarse de forma consti-
tutiva en practicamentetodos los tgjidos. Algo
smilar ocurre con € de PMCA4, mientrasque
los genes de PMCA2 y PMCA3 se expresande
forma mucho més restringida Ademés de la
multiplicided génica existe un polimorfismo
proteico debido a procesamientode |os trans-
eritos primarios (mRNA), [0 que origina un
totd de d menos 26 variantes de esta proteina
(CARAFOLI, 1992).

LaATPasa dependientede Ca** de Reticulo
Endoplasmico 6 Sarcoplasmico (SERCA) se
encargade bombear Ca* desded citoplasmad
interior del reticulo endoplédsmico 6 sarcoplés-
Mico. Las proteinas SERCA estén codificadas
por tres genes distintos que presentan distinto
grado de expresién dependiendo del tgjido y
del estado de desarrollo dd organismo. La
diversdad aumenta con el procesamiento de
los RNA mensgeros como ocurre con la
PMCA. Asi, SERCAI, que es la enzima més
abundante en misculo esquelético de contrac-
¢ién répida, presentadosisoformas: SERCAla
(entgjidoneonatal) y SERCAIb (entegjidoadul-
to). SERCA2 también presenta dos isoformeas:
SERCA2a con locdizacion preferente en niis-
culo cardiaco y esquelético de contraccion
lentay SERCA2b. Eda Ultimay SERCA3 son
especial menteabundant es en misculolisoy en
tgiidos no musculares tales como: intestino,
estbmago, pulmones, cerebro y pancreas
(BRANDL y col., 1987; BURK y col., 1989).
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Membrana
plasmatica

2+
Ca'—\__serca
(__./' _‘\\

sarcoplasmico

3. Princtpales sistemas 0€ transporte

el control del Ca* sarcoplasmico de una célula

de mUsculoesgueléico. Los candesde Ca* delamembrana plasmitica y los receptores de rianodina PE™
miten |a entrada de Ca** al sarcoplasma desde € medio externo O desde € reticulo sarcopldsmico, res-
pectivamente, LaS bombas de Ca* (AVICA y SERCA) sacan Ca** desde el sarcoplasma al medio externo

o d reticulo sarcoplasmico, I espectivamente.
13/

Los dostipos de ATPasas hacen disminuir
d nive de Ca* en d citoplasmade forma dis-
tinta A la PMCA, que es una proteina poco
abundante en la membrana plasmatica y tiene
baga capacidad de trabgo, se le atribuye el
papel de mantener € nivel basa de Ca+.A la
proteina SERCA que es més abundante en la
membrana reticular y tiene mayor capacidad de
trabgjo se le relaciona con la reouperacion del
nivel basal cada vez que se produce una sefial
de Ca*.

La Fig. 3 muestra los principalessistemas
de transporte implicados en € control del Ca*
citoplésmico (sarcoplasmico) de una célula de
musculo esquel ético. nbross 2b (e

La sefial de Ca* en el misculo
Uno de los ejemplos més caracteristicos
donded Ca gercesu funcion como regulador

intracelular es el mecanismo de cortraccién del
mUsculo esguelético. En ausencia de estimulo
externo (Fig. 4, panel A), € receptor de dihi-
dropiridina presente en la membrana plasméti-
ca (tibulos T) impide la apertura del receptor |
derianodina (canal intracelular de Ca) quese
encuentra en la membrana del reticulo sarco-
plasmico. Por su parte, la bomba de Ca*
(SERCA) transportaCa*" desdeel sarcoplasma
a reticulo sarcoplasmico utilizando |a energia
de hidrélisis del ATP. Estasituacionprovocaun
descenso en € nivel de Ca** en el sarcoplasma
(se dcanza € nivel basd de Ca*) y hace que
troponina C no una Ca*. En estascondiciones,
el complgo troponina-tropomiosina impide la
interaccién de actina con las cabezas Sl de
miosina (Fig. 4, panel A). Lafibramuscularse .
encontrara en estado de relajacion.

La llegada de un impulso nervioso a la
union neuromuscular provocaunaonda de des-
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Receptor
Tabulo T /rianodina

Receptor
DHP

polarizacion que se transmite por |la membrana
plasmética (sarcolema) hada los tibulos T
(Fig. 4, pand B). Esto alterala conformacion
del receptor de DHP que a su vez activa d
receptor de rianodina. La hipbtesismés acepta
da sobre @ acoplamiento excitacién-contrac-
cién eslateoria del acoplamiento el ectromeca-
nico (SCHNEIDER, 1994) segin la cud €
receptor de DHP se encuentraen contacto fisi-
co directo (0 atravésde una proteinague actla
como puente) con el receptor de rianodinager-
ciendo una accion inhibidora sobre la libera-
cion de Ca*. La despolarizacion del tubulo T
activaal receptor derianodinay sale Ca+desde
e reticulo sarcopldsmico. La eevacion de
nivel de Ca®* en €l sarcoplasma permite la
union de Ca* atroponina C. Esta unién modi-

FIGURA 4. Pgod dd Ca+en la contraccion od
musculo esquelético. (A) H misouo =
relgacuande d Ca* libreen d sarcoplas-
ma esien d nive basal. Eda seddeaque
d receptor/canal de rianodinaesa carado
y laproteina SFRCA bombea Ca+d inte-
rior dd reticulo sarcoplismico (RS). H
complgo: troponina (Tn C, Tn I, Tn T)-tro-
pomiosina (Tm) impide la interaccion de
actina (A) 00N las cabezas SL de miosina.
(B) H musculo S contrae cuando € deva
d Ca* e d sarcoplasma. Un cambio de
potencid (AV) en d tibulo T activa al
receptor de rianodina através dd receptor
de dihidropiridina (DHP). H Ca* que e
dd reticulo sarcoplasmico se Une atroponi-
na C(Tn C) lo que mad fi ca la digposddn
0d complejo troponina-tropomiosina. ES0
pamite la itheracx:iQ ce actina (A) an
miogna(st),

ficaladisposicion espacial de complgot ropo-
nina-tropomiosina y se produce la interaccion
actina-miosina (Fig. 4, panel B). Lafibramus-
cular se contrae.

A pesar de que € Céal+es la sefid bioqui-
micade |lacontraccién muscular, el mecanismo
de la contraccién no eslini co. Adl por gemplo,
la célula muscular cardiaca tiene capacidad
para generar contracciones ritmicasespontane-
asincluso cuando se encuentraaisladain vitro.
Esta capacidad esta relacionada con d poten-
cial de accion cardiaco que se caracteriza por
presentar una duracién de algunos cientos de
milisegundosy unafase de meseta prolongada.
Lacontraccion dela célulamuscular cardiaca
coincide con lafase de mesetade potencia de
accion y se produce d abrirse canales de Cal+
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sensiblesa voltaje de la membrana plasmética.
Esto originalaentradade una pequefiacantidad
de C&* desde el medio externo al sarcoplasma
gue estimulalasalidade mésCa* desded reti-
culo sarcopldsmico (FABIATO, 1983). La sali-
da del C&- intracelular almacenado, que es €l

activador de la contraccion, se produceatravés
dd receptor de rianodina.

A pesar de que todas las células cardiacas
se pueden contraer espontdneamente, la activi-
dad ritmica del miocardio esta controlada por
las células del nédul o senoauricular que tienen
una mayor frecuencia de contraccion. La con-
traccion smulténea de las auriculas a tiempo
gueserelgjanlos ventriculosy laposterior con-
traccidonde los ventncul os cuando serelgjanlas
auriculas garantiza e bombeo sanguineo. La
actividad del corazén no requiere un impulso
nervioso paralacontraccion, como ocurreen €l
muscul o esquel ético, aunque €l sistemanervio-
S0 auténomo permite aumentar o disminuir la
frecuenciadel latido cardiaco.

El estimulo de la contraccion del musculo
liso (fésico o ténico) puede ser un impulso ner-
vioso del sistemaauténomo, una hormona o un
factor local como pH, oxigeno, CO,, tempera-
tura o la concentracion de un determinado ion.
La activacion de canales de Cal+sensibles a
voltge y la entrada de Ca¢ desde €l espacio
extracelular son tambien caracteristicas del
potencia deaccion dd musculoliso. Esaentra-
dade Ca* externo através de los canal es puede
actuar como sefid biogquimica para la contrac-
cién. En otroscasos, laaccion de determinados
agonistas sobre receptores de la membrana
plasméticadan lugar alaformaciondeIP; end
citoplasma (BITAR y col., 1996) . Este es un
mecanismoindirecto yaque IP; induceasu vez
la sdlida de Ca* de reticulo sarcoplésmico
activando€ receptor/canal de IP;.

La elevacion de Ca, que se origina por

distintos mecanismos dependiendo dd tipo
concreto de musculoliso y del estimulo activa-
dor, permite su unién a camodulina. La forma
calmodulina-Ca® activaun enzima del tipo qui-
nasa que fosforilala cadenaligera (reguladora)
de rniosina. Miosina fosforilada interacciona
con actinapara producir la contraccion. La pre-
sencia de una fosfatasa especifica permite
recuperar la forma no fosforilada de miosina
El efecto del Ca* sobre el proceso de fosforila-
cion de rniosinaregula la contraccion de mis-
culo liso (WALSH, 1991). El masculo liso
carece del complgjo de troponina aungue si
tiene tropomiosina. EI mecanismo descrito no
es unico ya que puede haber contraccion de
musculo liso no dependientede C&. Se supo-
ne que es una via complementariaen la que
participan algunas proteinas reguladorascomo
caldesmony calponina. En este caso intervie-
nen determinadas quinasas de proteinas que
fosforilan a caldesmony calponina. Lasformas
no fosforiladas de estas proteinas son inhibido-
res de la contraccion.

Laactividad funcional del muscul o propor-
ciona uno de los gjemplos més claros sobre
papel del Ca* como sefia bioquimicasi bien
mecanismo molecular de la contraccion y €
efecto concreto del Cal+son especificos para
cadatipo de musculo.
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