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La bomba de calcio es una proteina integral de la membrana que regula el calcio libre
citoplasmatico en concentraciones mencres de 0,1mM. En la mayoria de las células eucaridticas
estd ubicada en la membrana, en el plasmalema ¢ en organelos como el reticulo
sarcoendopldsmico y los calciosomas. Su actividad esta dada por la hidrélisis del ATP, la
concentracion del ion en el citoplasma y por otros factores que la regulan como la calmodulina,
los fosfolipidos y las proteinas-cinasas. Por diferentes métodos, se ha detectado la ATPasa de
calcio y su actividad tanto en tejido nervioso central y periférico, como en otros tejidos.
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Calcium ATPase in the nervous system

The calcium pump is an integral membrane protein, which regulates free citoplasmatic calcium
using ATP energy. It controls citoplasmatic calcium concentrations below 0.1mM. It is located in
all eucariotic cells in plasmalemma, sarcoendoplasmic reticulum and calciosomes. lis activity
depends on ionic concentration, ATP hydrolysis and other regulators such as calmodulin,
phoespholipid and protein-kinases. This enzyme and its activity has been detected through several

methods in the central nervous system as well as in other tissues.
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En la mayoria de las células, la concentracion
interna de calcio es de 0,1 mM y laexternade 1,0
mM (1). Cuando existe un estimulo quimico o
eléctrico en las células, el calcio ingresa al
citoplasma a través de canales, algunos voltaje-
dependientes o activados por ligandos, ubicados
sobre la membrana plasmaéatica (2). Por
propiedades fisicas del ion, como su radic atémico
y sus cargas positivas, éste se une especi-
ficamente a proteinas dependientes de él y
desencadena respuestas dentro de la célula, tales
como la activacién de rutas metabdlicas, la
liberacién de neurotransmisores y la sintesis y
activacion de proteinas, entre otras. Por estas
razones, se considera como un ion mensajero
(1-3).

Después de su ingreso, la célula regula la
concentracion del ion, captandolo por medio de
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proteinas como la calmodulina, la parvoalbimina
y la troponina C, entre otras (4,5); también puede
ser almacenado en organelos especializados o
expulsado de la célula. Se conocen dos sistemas
a través de los cuales se realiza este Ultimo
proceso en las células: uno, de intercambio, en el
cual se expulsa calcio y entra sodio impulsado
por la energia electroquimica generada por el flujo
a favor del gradiente de concentracion del sodio
(2,8); el segundo es un sistema de transporte
activo en el que se utiliza la energia liberada por
la hidrdlisis del ATP para expulsar el ion al espacio
extracelular. La proteina que se encarga de esta
funcién se denomina ATPasa de calcio (7,8), la
cual actia con mayor velocidad y afinidad al ion
gue el sistema de intercambio y que fue
descubierta inicialmente en eritrocitos (9,10).

Esta ATPasa se clasifica como una enzima
hidrolitica de tipo P por la presencia de un residuo
aspattil al cual se une el Pi proveniente de la
hidrolisis del ATP, y forma un intermediario
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fosforilado que le suministra la energia para sus
cambios de conformacion.

Por diferentes metodologias se ha podido detectar
la presencia y la actividad de la ATPasa en los
diferentes tejidos. En el sistema nervioso
periférico, por ejemplo, se han utilizado técnicas
inmunocitoguimicas para comprobar la presencia
de algunas isoformas de la enzima. Por otro lado,
mediante citoquimica enzimatica, se ha detectado
su accion catalitica y se ha encontrado actividad
sobre la membrana plasmatica de células gliales
y axones, incluidos algunos organelos como el
reticulo endoplasmico (11).

Esta revision tiene por objeto divulgar aspectos
generales y resumir lo encontrado en la literatura
acerca de la estructura y funcién de la ATPasa de
calcio, con el interés especial de concentrar la
escasa informacion relacionada con el sistema
nervioso periférico y el papel que desempena esta
enzima en los diferentes procesos que involucra
un nervio lesionado.

Generalidades del calcio en las células

Todas las células necesitan de un ambiente idnico
que les permita mantener un equilibrio entre el
medio externo e interno {(12). Uno de los iones
importantes en este ambiente iénico es el calcio
(13), el cual se encuentra normalmente en mayor
concentracion en el medio extracelular. Cuando
la celula es estimulada eléctricamente (impulso
nervioso) o quimicamente (por medio de hormonas
o neurotransmisores), el calcio ingresa a la célula,
a favor de su gradiente de concentracion,
generando fluctuaciones en la concentracion
interna del calcio que oscilan entre 0,1y 0,2 mM.
Estas fluctuaciones en la concentracion del ion
en las células son 'mensajes' que deben ser
traducidos y sobre los cuales la célula genera
alguna respuesta (14).

Esta efectividad del calcio como ion mensajero
se debe a la presencia en el citoplasma de
proteinas que captan las variaciones en su
concentracion intracelular y lo capturan. Estas
proteinas especializadas pertenecen en su
mayoria a la superfamilia EF-hands, debido a
gue poseen una o mas zonas denominadas bucles
o asas. El calcio se une en estas zonas
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especificamente, generando cambios en la
conformacion de la proteina receptora, traduciendo
el mensaje y generando respuesta, que puede ser,
como en el caso de la calmodulina, el ensamblaje
y desensamblaje de tubulina o la sintesis de
proteinas (5,14). Se cree que estos fendmenos
mediados por el calcio son semejantes en todas
las células; sin embargo, el calcio tiene gran
importancia en las células excitables como son
las musculares y nerviosas.

En el tejido nervioso, por ejemplo, el calcio
participa normalmente en funciones como el
transporte axonal anterégrado, en el reciclaje de
substancias (15-17) y en la liberacién de
neurotransmisores de las vesiculas sinapticas.
Esto Ultimo lo realiza despolarizando la membrana
presinaptica, al desencadenar la liberacion
exocitica de los neurotransmisores (18).

En el sistema nervioso central, algunos estados
patolégicos como la anoxia y la isquemia son
mediados, principalmente, por un aumento en la
concentracion de calcio libre citoplasmatico, lo
cual induce muerte celular (19).

Se sabe que en el sistema nervioso periférico los
cambios morfoldgicos debidos a la transeccién
del nervio y posterior degeneracion del segmento
distal, proceso conocido como degeneracion
walleriana, estan dados, entre otros factores, por
un aumento en la concentracion de calcio libre,
activando proteasas que conducen a la
desintegracion granular del citoplasma y al
desensamblaje de neurofilamentos (15,20,21).

Mediante la utilizacion de ganglios de raiz dorsal
sometidos a una axotomia y a un aumento de la
concentracion de calcio en el medio, se observo
que la desintegracion granular del citoesqueleto
de las células es dependiente de la concentracion
de calcio, puesto gue al inhibir los canales de
calcio tipo L o proteasas como las calpainas |y I
(enzimas que son dependientes de calcio), ésta
es mucho mas lenta. Por el contrario, cuando las
concentraciones de calcio eran altas (20 mM) y
mediante la utilizacién del ionéforo A23187
(especifico para calcio), se observé que el
desensamblaje del citoesqueleto y del citoplasma
fue mas rapido y agresivo (22).
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Sistemas de regulacion de calcio

En estados normales, todas la células presentan
mecanismos de regulacion para evitar danos que
van desde la formacion de cristales con radicales
como el fosfato, hasta la desintegracién y
desensamblaje de microtubulos. Los sistemas de
regulacién de calcio conocidos son el mecanismo
de intercambio o antiporter Na*/Ca** y la presencia
de bombas como la ATPasa de calcio (23).

El sistema de intercambio esta asociado a un
movimiento de calcio y/o sodio a través de la
membrana, en direccion opuesta y dependiente
de la distribucion de los iones en la membrana.
Tal intercambio no requiere ATP y depende del
gradiente electroquimico de los iones
participantes. Este tipo de transporte puede ser
reversible, permitiendo, asf, la salida de calcio y
la entrada de sodio o viceversa; su estequiometria
se relaciona con la toma de un ion de calcio por
tres de sodio (1:3).

Aunqgue se cree que este sistema esta en todo
tipo de células, se encontré en mayor proporcion
en las células excitables, actuando en el ingreso
o expulsion de los iones durante la estimulacion (7).

El otro sistema de regulacién es un sistema de
transporte activo que depende de |la energia del
ATP para captar el ion vy liberarlo al espacio
extracelular o almacenarlo.

La liberacion de calcio hacia el exterior de la célula
se realiza mediante la ATPasa de calcio de
membrana plasmatica (PMCA). El almacena-
miento del ion en organelos como el reticulo
endopldsmico (liso y rugoso) o en los calciosomas,
también esta dado por la ATPasa de calcio de
reticulo (SERCA) (23). Ambas bombas presentan
mucha similitud con respecto a sus sitios activos,
alos reguladores enddgenos y al funcionamiento
y ciclo de la bomba.

Caracteristicas generales
de la ATPasa de calcio

La ATPasa de calcio, como se dijo anteriormente,
es una enzima hidrolitica transmembranal de tipo
P y posee dos estados energéticos en su ciclo,
E1 (alta afinidad al calcio) y E2 (baja afinidad al
calcio) (24).
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La proteina consiste en un polipéptido que
atraviesa la bicapa lipidica diez veces; las regiones
hidrofilicas de la bomba estan concentradas en el
citoplasma, divididas en tres bloques grandes,
ademas de su N y C terminales.

El primer dominio, que esta localizado entre las
regiones transmembranales 2 y 3, contiene el sitio
fosfatasa y la region de union a los fosfolipidos. El
segundo dominio, que se desprende de las
regiones 4 y 5, es el bloque mas grande y contiene
el sitio de union del ATP, el residuo aspartil y una
region bisagra, que posiblemente esté involucrada
en los cambios de conformacién de la enzima.

El tercer dominio corresponde a la regién C-
terminal, la cual contiene el dominio de unién de
la calmodulina y proteinas-cinasa y puede variar
de acuerdo con la adicién o delecién de pares de
bases, lo que permite diferenciar las isoformas.
Sobre la membrana, entre las regiones 4,5,6 vy 8,
se halla el sitio de unién al calcio (figura 1).

Una propiedad importante de la ATPasa de calcio
es la estimulacion por medio de reguladores como
la calmodulina (CaM), la cual incrementa la
afinidad de la enzima por el calcio. La caimodulina
es una proteina soluble en el citoplasma gue posee
cuatro sitios de unién a calcio. De acuerdo con el
namero de iones unidos a la proteina, ésta
adquiere una conformacion estructural que le
permite intervenir en varios procesos, como el
ensamblaje de microtlbulos, entre otros. La
calmodulina, al igual gue otros reguladores como
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Figura 1, Estructura propuesta para la ATPasa de calcio de
membrana plasmatica: N y C terminales; PL, region de unién
a fosfolipidos; CaM, region de union a la calmodulina; AC,
region de unién a las proteinas-cinasas. 1-10 dominios
transmembranales y entre 4, 5, 6 y 8 se ubica el sitio de
unién al calcio. Tomado de: Strheler (7)
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los fosfolipidos y las proteinas-cinasa, aumentan
la afinidad y la velocidad de reaccién enzimatica
(7,24,25).

Los fosfolipidos v acidos grasos polinsaturados
de cadenas largas aumentan la afinidad de la
enzima por el ion mas que la calmedulina. Con la
utilizacion de liposomas de diferente composicion
de fosfolipidos, se observé que la concentracion
de fosfolipidos acidos alrededor de la bomba de
calcio era suficiente para superar la velocidad
maxima de activacion de la enzima, comparada
con la obtenida con calmodulina (26,27).

La regulacidén por proteinas-cinasa se realiza
mediante la fosforilacion de la ATPasa, a través
de la unién de la subunidad catalitica de estas
proteinas-cinasa a la bomba. Esta fosforilacion
incrementa tanto la afinidad de la bomba hacia el
ion como la velocidad maxima de reaccion (24).

Se ha evaluado la interaccion de los reguladores
de la ATPasa de calcio en microsomas de
~ membrana de eritrocito. Al adicionar proteinas-
cinasa y calmodulina a los microsomas, se
observé que la calmodulina puede inhibir la
fosforilacion de la enzima o no afectar el porcentaje
de actividad, al igual que sucede con los
fosfolipidos. En el caso de las proteinas-cinasa,
este fendmeno se presenta por la cercania de sus
sitios de union en la region C-terminal de la enzima,
demostrando que la calmodulina no posee un
efecto aditivo en sus mecanismos de accion con
estas proteinas y con los fosfolipidos. Queda por
aclarar, entonces, la relacién de estos reguladores
in vivo de forma tejido-especifica y segun el tipo
de bomba (PMCA 0 SERCA) (7,24).

Funcionamiento y ciclo

El modo de funcionamiento de la ATPasa de calcio
aceptado hoy en dia, se conoce como el modelo
de marioneta, puesto que al poseer la proteina
una zona bisagra, ésta puede presentar cambios
en su conformacion que faciliten cumplir con su
funcion de transporte.

En primer lugar, la enzima deja expuestos los
sitios de unién al calcio y al ATP, desplazando
estos dominios citoplasmaticos por medio de su
region bisagra y permitiendo la union del calcio,
asi como una subsiguiente hidrélisis de ATP
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Figura 2. Ciclo de la ATPasa de calcio. Se muestran los dos
estados energéticos dados por la hidrdlisis del ATP. E1, unién
del ion y del ATP; E2, liberacion del calcio y del Pi. El ciclo es
reversible en presencia constante de calcio y ATP. Tomado
de: McLennan, Toyofuku, Lytton {28).

(ADP+Pi), la fosforilacion del residuo aspartil y el
inicio de un estado de alta energia y afinidad E1.
La enzima sufre una serie de cambios de
conformacioén posteriores, dando lugar a la
formacion de un poro para la expulsion del ion. El
ion es liberado, el fésforo inorganico se separa
por hidrélisis, entrando en el estado de baja
afinidad E2 vy, finalmente, ocurre de nuevo el
desplazamiento de los dominios a su estado
original E2--->E1 (figura 2) (28-31).

Aspectos moleculares de la ATPasa de calcio

Como se dijo anteriormente, la ATPasa de calcio
encontrada en la membrana plasmatica y la hallada
en la membrana de reticulo sarcoendoplasmico,
se denominan PMCA y SERCA, respectivamente.
Ambos tipos de bombas cumplen la funcion de
regulacion del ion en la célula y presentan
homologias en su sitio activo y de regulacion, pero
difieren en sus aspectos moleculares.

Las bombas de membrana plasmatica (FMCA)
{(cuadro 1), con un peso molecular entre 130 a
140 KD (7), toman el calcio del citoplasma y lo
liberan al espacio extracitoplasmatico cuando la
concentracion interna del ion es mayor que 0,1
UM (32). Fue descubierta en eritrocitos, en donde
parece ser el sistera de regulacion de calcio mas
importante (7). Las bombas de membrana
plasmatica son codificadas por cuatro genes
diferentes en humano y en rata. De acuerdo con
la inclusion o delecion de pares de bases en sitios
especificos, como la region C terminal en la zona
de union ala CaM, se generan varias isoformas,
PMCA1, PMCA2, PMCA3 Y PMCA4 (27).
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Cuadro 1. Propiedades de la bomba de calcio de membrana
plasmatica (PMCA).

Distribucion Todas las células animales
Peso molecular
Tipo
Inhibidores

Aproximadamente 134.000 Da
Clase P
Vanadato, lantano

Formacidn de un intermedio
aspartil-fosfato

Estequiometria Ca/ATP 1

Mecanismo de accién

10-20 UM en estado de baja
afinidad

0,5 UM 0 menoes en estado de
alta afinidad

Calmodulina que induce a una
transicion de alfa afinidad

Afinidad al calcic

Reguladores

Toemado de: Carafoli, Staufer (26).

Entre las isoformas de PMCA, se presentan
altamente conservadas las secuencias de los
dominios esenciales de las unidades cataliticas
y de transporte de la enzima; sin embargo, se
presentan divergencias en las secuencias debido,
quiza, a la especializacion de la enzima y su
adaptacion de acuerdo con las necesidades
fisiologicas del tejido. Esto se observé en estudios
realizados por medio del analisis de Northern blot,
en los cuales se encontré que el mARN de la
isoforma PMCA1 en rata, se expresa en mayor
cantidad en musculo esquelético, mientras el de
PMCA4 se encontrdé en mayor proporcion en
eritrocito (7,26,33).

Es de resaltar, también, que dentro de cada
isoforma se generan otras variaciones gue son
codificadas por los mismos genes durante la
transcripcion en el proceso de splicing. Estas
isoformas contienen las regiones variables de
unién a fosfolipidos, calmodulina y proteinas-
cinasa, lo que se ajustaria a las necesidades del
tejido (26).

En el caso de las bombas de reticulo (SERCA),
con un peso molecular entre 115 a 120 KD (27), el
ion libre en el citoplasma es captado y liberado
en el lumen del reticulo para su almacenamiento;
posteriormente, el ion es liberado por la misma
enzima. Esta enzima fue descubierta en musculo
esquelético, donde la ATPasa de calcio cumple
un papel importante en la modulacién del ion para
la contraccion muscular (33).
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De la ATPasa de reticulo endoplasmico, SERCA,
se conocen tres genes que codifican tres
isoformas SERCA1, SERCA2, SERCA3. Con
estas isoformas sucede lo mismo que con las
bombas de membrana plasmatica, siendo tejido-
dependientes y presentando variaciones por
splicing alternativo.

Por el mismo analisis (Northern blof), se detectd
que el mMARN de SERCA1 se encuentra en gran
cantidad en musculo esquelético rapido, el de
SERCAZ se presenta en gran cantidad en misculo
esquelético lento, cardiaco y liso, cerebro, mucosa
estomacal, higado y rindn, entre otros. En el caso
de la isoforma SERCAS3, se encuentra en gran
cantidad principalmente en intestino grueso y bazo,
en cantidades moderadas en cerebro, estémago,
utero y musculo esquelético, y en muy baja
cantidad en el resto de los tejidos.

SERCA también es regulada por fosfolipidos v
proteinas-cinasa y se ha encontrado especificidad
por estos reguladores, por ejemplo SERCA 1y 2
poseen sitios de unién a fosfolipidos mientras que
SERCA 3 presenta gran sensibilidad a la
fosforilacion de las proteinas-cinasa dependientes
de AMPc (27).

En tejido nervioso se ha descubierto que el reticulo
endoplasmico también almacena calcio, captando
gl ion del citoplasma e introduciéndolo al lumen
del reticulo por la misma enzima (12). Aunque no
hay muchos estudios relacionados con SERCA
en tejido nervioso, se cree que la isoforma que se
expresa en mayor proporcién es SERCA?2
(24,26,32).

ATPasa de calcio en tejido nervioso

Por diferentes técnicas, se ha purificado la ATPasa
de calcio en tejido nervioso y en otros tejidos. En
cerebro de bovino, por ejemplo, se logré
secuenciar completamente el ADN que codifica
para la bomba de membrana plasmatica y se
lograron diferenciar las isoformas PMCA1 y
PMCAZ2 (32,34).

Con la elaboracion de vesiculas o microsomas de
homogenizados de diferentes tejidos y zonas del
cerebro (25,35) o mediante la inmunodeteccidn
con anticuerpos dirigidos contra el dominio
citoplasmaético de la ATPasa de calcio, ésta se
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ha ubicado en el sistema nervioso central (SNC),
en la membrana plasmatica de tejido ependimario
y plexo coroideo (36,37), en corteza cerebral, en
cerebelo en las células de Purkinje (38,39) y en
nervio éptico.

Para corroborar la especificidad de las isoformas
y la presencia de la ATPasa de calcio en diferentes
zonas del cerebro de rata, se han utilizado
anticuerpos dirigidos contra las isoformas
(PMCA1, PMCA2, PMCAS) de la bomba de calcio
de membrana plasmatica, demostrando que,
aunque las tres isoformas se encuentran y se
expresan en todo el tejido nervioso, hay variabilidad
en la marcacién entre las diferentes zonas del
cerebro.

Para PMCAA1, se presenté mayor marcacion en
hipocampo, hipotalamo, bulbo olfatorio y regiones
del cerebro medio. La marcacion para PMCAZ fue
especifica en zonas de cerebelo, en soma y
dendritas de células de Purkinje. Con el anticuerpo
para PMCAS3, la marcacién fue intensa en zonas
como el cuarto ventriculo, cerebelo y plexo
coroideo (40).

En el sistema nervioso periférico (SNP), se ha
detectado la enzima en membrana plasmatica de
terminaciones sinapticas en placas neuromotoras
y en axolema de fibras de nervio periférico
{11,17,41,42).

Por medio de la elaboracién de microsomas de
nervios como el ciatico o mesentérico y con la
utilizacion de técnicas biogquimicas como la
medicion del fosforo inorganico liberado por la
hidrélisis de ATP para determinar el porcentaje de
actividad de la enzima (12), se determind la
existencia de bombas que presentaban diferentes
afinidades al calcic de acuerdo con su
concentracion en el medio de incubacion (42-44).
Mediante estas condiciones se distinguen dos
tipos de bombas dependientes de la concentracion
del ion dentro del citoplasma.

A las bombas que son activadas en presencia de
concentraciones de calcio, que oscilan entre
0,1 mM y 1 mM, se les denomina bombas de
alta afinidad y poseen caracteristicas como su
sensibilidad a la calmodulina y su insensibilidad
al vanadato (inhibidor especifico para las bombas
de tipo P). Las otras bombas son activadas en
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concentraciones de calcioentre 5mMy 12 mM y
son insensibles a la calmodulina pero
dependientes del magnesio, inhibidas por vanadato
y denominadas de baja afinidad o Ecto-ATPasas
(25,43). Esto se ha comprobado también en
terminales sinapticas (41), higado (42), papilas
gustativas (43), placas neuromotoras (44) y nervio
periférico (45).

Mediante citoquimica enzimatica, se ha detectado
la actividad de algunas enzimas hidroliticas en la
mayoria de los tejidos. Esta técnica se basa en
la captura del producto de la hidrélisis enzimatica
con un metal pesado en condiciones éptimas de
temperatura y pH para la activacion enzimatica.

Esta técnica ha sido utilizada para algunas
enzimas, incluida la ATPasa de calcio, en la cual
se requiere tanto de un sustrato como de un
activador especifico para la enzima. En el caso
de la bomba de calcio estos son el ATP y el calcio,
respectivamente; la union de éstos a sus sitios
activos estimula la enzima para que ésta hidrolice
el ATP en ADP y Pi, los cuales forman un complejo
denominado producto de reaccion primario (PRP).

Ademas, se requiere de un agente de captura
como el plomo o el cerio, que reaccionan con &l
fésforo inorganico (Pi), formando el producto de
reaccion final (PRF), y conforman un complejo
insoluble y electrodenso que permite ser
visualizado por microscopia electrénica. De esta
forma, se ha detectado la actividad enzimatica de
la bomba de calcio en la membrana plasmatica
de células de glia periférica (células de Schwann),
en el axolema, en los organelos y en los
microtubulos de fibras mielinicas y amielinicas
de nervio periférico (45-49).

En sistema nervioso central, la actividad se ha
visualizado sobre la membrana externa de la
mielina compacta, el axolema, la membrana
plasmatica de astrocitos y en células
ependimarios. En ganglio de raiz dorsal también
se ha detectado sobre la membrana de células
satélites y sobre la membrana de neuronas.

También se ha detectado la actividad de la enzima
en la membrana de células endoteliales de los
vasos sanguineos presentes en el tejido nervioso
{(11,42,48). En otros tejidos se ha encontrado sobre
la membrana de hepatocitos, eritrocitos y tlbulos
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proximales y distales del rinién (49,50). Mediante
esta técnica, también se ha confirmado la
diferencia de afinidades de la enzima al calcio,
demostrando la existencia de bombas de alta y
baja afinidad (11,45).

Aunque hay avances en la literatura sobre la
funcién e importancia del calcio en la degeneracion
de nervio periférico por lesiones como axotom:a o
aplastamiento, no hay muchos estudios sobre la
regulacién del ion por medio de la ATPasa de calcio
y su actividad tanto en nervio normal como
lesionado.

Como se ha visto, en la mayoria de las células, la
ATPasa de calcio es uno de los sistemas de
regulacién del ion mas importante. Sin embargo,
aun quedan por comprender muchos aspectos de
su fisiologia y su papel en la regulacion del calcio
y en los procesos de degeneracion y regeneracion
de nervio periférico. Por esta razon, entre las
proyecciones de investigacion para la ATPasa de
calcio en nuestros laboratorios, esta determinar
el comportamiento de la actividad de la enzima
por citoquimica enzimatica en diferentes tiempos
de denervacion y regeneracion, en los munones
proximales y distales de nervios transectados en
modelos animales.
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