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. RESUMEN

El ion calcio es una importante molécula de sefalizacion, ya que actia
como segundo mensajero controlando una variedad de funciones celulares
como secrecién de hormonas, transcripcién de genes, contraccion muscular,
la division celular, la diferenciacién y la permeabilidad a los iones sodio y
potasio, entre otras. Para que la sefalizacion por calcio funcione
correctamente éste debe ser regulado en su concentracion intracelular.
Diversos estudios muestran la importancia del calcio en la biologia y la
virulencia de Entamoeba histolytica, pero poco se sabe de la regulacién del
ion en este parasito. En nuestro laboratorio se identificaron cinco secuencias
génicas que podrian codificar ATPasas de calcio, dentro de las cuales se
identific6 una posible ATPasa del tipo SERCA (EhSERCA), sin embargo,
poco se sabe de las proteinas involucradas en la regulacion de la
homeostasis del ion y de las interacciones proteicas que estas mismas
puedan llevar a cabo para beneficio de la regulacion del flujo de calcio y de la
sefalizacion. En éste trabajo, mediante la basqueda de proteinas ortélogas a
aguellas que en el humano interaccionan con SERCA se identificaron
algunas proteinas amibianas que pudieran estar participando en la
regulacion de la concentracion intracelular del i6n calcio en E. histolytica.
Entre esas proteinas se encontrd un intercambiador de sodio/calcio. Ensayos
de RT-PCR mostraron que el gen que codifica esta proteina se expresa en
los trofozoitos en cultivo y que su expresion es regulada por la concentracion
de calcio. Ademas, por ensayos de inmunoprecipitacion en trofozoitos bajo
diferentes concentraciones de calcio utilizando un anticuerpo contra
EhSERCA se detectaron algunas proteinas que interaccionan con esta
proteina.



IV. ABSTRACT

Calcium ion is an important signaling molecule, since it acts as a
second messenger controlling a variety of cellular functions such as hormone
secretion, gene transcription, muscle contraction, cell division, differentiation
and permeability of sodium and potassium ions, among others. For its proper
signaling function, the intracellular calcium must be regulated in its
concentration. Several studies have shown the importance of calcium in the
biology and virulence of Entamoeba histolytica, but little is known about the
regulation of the ion concentration in the parasite. In our laboratory five gene
sequences were identified that could encode for calcium-ATPases, including
a possible SERCA-type ATPase (EhSERCA), however, little is known about
the proteins involved in the regulation of ion homeostasis and the protein
interactions that these proteins can carried out for the benefit of the calcium
flow regulation and signaling. In this work, by the search of orthologous
proteins to those that in human interact with SERCA, we identify some
amoebic proteins that could be participating in regulate the intracellular
concentration of calcium in E. histolytica. Among these proteins we found a
sodium/calcium exchanger. RT-PCR assays showed that this gene is
expressed in cultured trophozoites and that its expression is regulated by
calcium concentration. In addition, by immunoprecipitation assays in
trophozoites under different calcium concentrations using an antibody against
EhSERCA, we detected some proteins that interact with EnSERCA.



1 ANTECEDENTES GENERALES
1.1 AMIBIASIS

La amibiasis es una enfermedad gastrointestinal aguda o crénica
causada por el parasito protozoario Entamoeba histolytica, el cual puede vivir
en el intestino grueso o invadir la mucosa intestinal causando lesiones y
puede diseminarse a diferentes organos principalmente el higado (Zlobl,
2001). La amibiasis presenta una distribucion mundial, sin embargo, afecta
principalmente a paises en vias de desarrollo, donde las condiciones
socioecondmicas e higiénicas son deficientes (Barron et al., 2008). Esta
enfermedad es responsable de aproximadamente 70 a 100 mil muertes al
afio en el mundo, por lo que es la cuarta causa principal de muerte debida a
la infeccion por protozoos (después de la malaria, la enfermedad de Chagas
y la leishmaniosis) y la tercera causa de morbilidad en este grupo de
organismos (Espinosa-Cantellano & Martinez-Palomo, 2000; Choudhuri et al.,
2012). La amibiasis es producida por la ingestion de quistes maduros a partir
del agua, alimentos 0 manos contaminadas con heces (Trejos-Suarez &
Castafno-Osorio, 2009). Esta parasitosis afecta principalmente el colon y al
penetrar la mucosa del intestino puede ocasionar colitis o abscesos,
principalmente en higado, seguido por cerebro, pulmén y piel (Blessmann et
al., 2002).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

La amibiasis es de distribucibn mundial; se presenta en el humano a
cualquier edad, aunque es mas frecuente en niflos y adultos jévenes
(Ximénez et al, 2007). En especial las infecciones se presentan
frecuentemente en los paises y regiones en vias de desarrollo como América
latina, Asia y Africa. Las zonas con mayor endemia son los paises tropicales
y subtropicales, ademas de implicar factores sociodemogréaficos y de
accesibilidad a los servicios sanitarios (Ximénez et al., 2007). Se considera
gue 10% de la poblacion mundial esta infectada y 90% de ellos no presentan

sintomas. Segun la OMS hay 500 millones de nuevas infecciones por afio y



aproximadamente 70,000 a 100,000 muertes (Ali et al., 2008; Botero &
Restrepo, 1998; Christy & Petri Jr, 2011; Ximénez et al., 2007). En México,
se reporta que esta enfermedad ha disminuido considerablemente, hasta el
2011 la tasa de incidencia ha disminuido, existiendo alrededor de 419,554
casos (SUIVE/DGE/Secretaria de Salud/Estados Unidos Mexicanos 2011)

(Fig. 1).

1.3 BIOLOGIA DE Entamoeba histolytica

E. histolytica fue descubierta en 1873 en Rusia por Friedrich Ldsch,
quien la aislé de un paciente con disenteria (Gomez et al., 2007). Este
protozoario parasito no flagelado y forma pseudopodos. Este parésito
pertenece al género Entamoeba (Tabla 1) y en él sélo tres especies
producen infeccion en el humano: E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii,
siendo E. histolytica la mas invasiva (Ximénez et al., 2007; Martinez-Palomo,
1987). E. histolytica es un protozoario que presenta dos formas en su ciclo
de vida: el quiste y el trofozoito, siendo el trofozoito la forma invasiva y el
quiste la forma infectiva. El trofozoito coloniza la mucosa intestinal del colon
donde se multiplica por fisién binaria (Ximénez et al., 2007).

Los quistes son estructuras redondeadas de 10 a 16 um, que
presentan en su interior de 1 a 4 nucleos y una pared gruesa compuesta de
quitina que les confiere resistencia cuando el parasito se encuentra fuera del
conducto intestinal del huésped (Gillespie & Pearson, 2001). El trofozoito
tiene un didmetro de 20 a 40 um en general presenta un solo nudcleo y emite
un pseuddépodo amplio, hialino y transparente, el cual se proyecta al exterior
de la célula y presenta una apariencia granulosa; su ndcleo presenta un
cariosoma compacto central y cromatina en granulos uniformes en tamafio y
localizacion, carece de mitocondrias, aparato de Golgi y reticulo
endoplasmico bien desarrollados, lisosomas tipicos y citoesqueleto
organizado (Gomez et al., 2007; Ximénez et al., 2007).

El trofozoito es una célula muy maévil capaz de ingerir gran variedad de

particulas incluyendo bacterias y eritrocitos (Martinez-Palomo, 1987). Su



movimiento es por la formacion de seuddépodos y los microtibulos se
observan durante la division nuclear. Ademas de los seuddpodos, también
forma filopodios, los cuales son proyecciones fagociticas con vacuolas
orientadas al exterior y a una region caudal (Martinez-Palomo, 1987).

El trofozoito es muy sensible a los cambios de temperatura, pH y
osmolaridad (Bailey, 1992). Su citoesqueleto esta formado por actina,
miosina y tubulina (Bailey, 1992).

El nucleo del trofozoito mide de 3 a 5 um de didmetro, y generalmente
cada trofozoito contiene un ndcleo, aunque pueden encontrarse células con
mas de un nucleo, asi como células multinucleadas gigantes (Meza et al.,
1990).

La membrana nuclear de E. histolytica consiste en una doble capa de
120 nm de grosor con numerosos poros de 50 a 65 nm de diametro
distribuidos de manera irregular (Kretschemer, 1994; Ravdin et al., 1988).
Una caracteristica importante del nucleo es que cuenta con cromatina
periférica que estd compuesta principalmente de RNA y que podria ser la
region correspondiente al nucléolo de las células eucariotas y el endosoma
central podria ser el sitio de condensacion del DNA (Martinez-Palomo, 1986).

En el citoplasma de E. histolytica se encuentra una red de vesiculas,
algunas de las cuales podrian corresponder al reticulo endoplasmico y al
aparato de Golgi (Teixeira & Huston, 2008; Ghosh et al., 1999). Gran parte
del citoplasma se encuentra ocupado por vacuolas circulares de
aproximadamente 0.5 a 9 um (Martinez-Palomo, 1986). Mediante técnicas de
tincion, bioquimicas y estructurales, se han logrado identificar vacuolas de
macro y micropinocitosis, lisosomas primarios y secundarios, cuerpos

residuales, vacuolas autofagicas y ribosomas, los cuales se observan como -
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Figura 1. Incidencia de casos de amibiasis en México del afio 2000 al 2011. (Datos tomados de
SUIVE/DGE/Secretaria de Salud/Estados Unidos Mexicanos 2011).



Tabla 1. Clasificacion taxondmica

Clasificacion taxondmica

Reino Protista

Phylum Sarcomastigophora

Subphylum Sarcodina

Superclase Rhizopoda

Clase Lobosea

Familia Entamoebidae

Orden Amoebida

Género Entamoeba

Especie Entamoeba histolytica

cumulos helicoidales con 300 nm de longitud y 40 nm de didmetro (Martinez-
Palomo, 1986; Ravdin et al., 1988).

1.4 CICLO DE VIDA

El ciclo de vida de E. histolytica es relativamente simple, consiste de
dos fases principales: un quiste infectivo y una forma invasiva (trofozoito)
(Fig. 2). El quiste tetranucleado es la forma infecciosa del parasito. Es
resistente a cloracion, acido gastrico y desecacion, ademas puede sobrevivir
en un ambiente himedo por varias semanas (Gillespie & Pearson, 2001). El
ciclo inicia con la ingestion de quistes infecciosos, a través de la ingesta de
agua y alimentos contaminados. Los quistes viajan por el aparato digestivo

hasta el ileon donde se desenquistan y dan lugar a un protoplasto desnudo



tetranucleado. Cada uno de los nucleos se divide y el protoplasto da origen a
ocho trofozoitos metaquisticos uninucleados que migran al ciego y se
adhieren a la mucosa del intestino delgado y grueso y se dividen por fision
binaria (Martinez-Palomo, 1989). Los trofozoitos pueden seguir cualquiera de
las siguientes vias: 1) vivir en el intestino como comensales; 2) enquistarse;
3) invadir la mucosa intestinal y producir desde sintomas leves hasta
disenteria grave; 4) invadir otros 6rganos, lo que les impedira completar su
ciclo de vida, ya que no regresan al lumen del intestino 6 5) salir del huésped
con las heces para morir inmediatamente debido a su poca resistencia a las
condiciones atmosféricas (Martinez-Palomo, 1986). El enquistamiento se
realiza en el lumen del intestino grueso y cuando el quiste madura aparecen
cuatro nucleos y el ciclo de vida se completa cuando es expulsado con las
heces al medio ambiente, donde resisten las condiciones externas hasta que

logran infectar un nuevo huésped (Martinez-Palomo, 1989).

1.5 MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

El mecanismo patogénico de E. histolytica implica tres etapas sobre la
célula blanco: adhesién, citdlisis dependiente de contacto y fagocitosis
(Christy & Petri, 2011; Martinez-Palomo, 1986; Orozco et al., 1983; Radvin,
1896).

1.5.1 ADHESION

Los trofozoitos de E. histolytica se adhieren a monocapas de células
epiteliales en cultivo y a componentes de la matriz extracelular como
coldgena y fibronectina y a superficies inertes como plastico y vidrio. La
adhesion de los trofozoitos a células epiteliales es esencial para la accion
que efectian y requieren de un mecanismo especifico que involucra
moléculas de superficie del parasito (adhesinas) y receptores de la célula
blanco (Martinez-Palomo, 1986). Se ha observado que la adhesion es un
paso indispensable para la sucesion de los siguientes eventos como la

fagocitosis y la destruccién celular (Ravdin et al., 1980).

10
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La adhesion del parasito ocurre principalmente a través de una lectina
de superficie que une residuos expuestos de galactosa (Gal) y N-acetil-
galactosamina (GalNAc) en las glicoproteinas de las células blanco (Christy
& Petri, 2011; Petri et al., 1987; Ravdin & Guerrant, 1981). Otras moléculas
que participan en la adhesion incluyen una lectina de 220 kDa (Meza et al.,
1987), una proteina rica en serinas (SREHP) de 52 kDa (Stanley et al.,
1992), proteinas de 90, 70, 50 y 24 kDa (Rodriguez et al., 1989) y la
adhesina de 112 kDa, también llamada complejo EhCPADH (Arroyo &
Orozco, 1987; Garcia-Rivera et al., 1999).

La lectina de union a Gal/GalNAc parece ser un mediador esencial
para la adherencia a diferentes lineas de células epiteliales, incluyendo las
mucosas de colon de ratas y humanos (Espinosa-Cantellano & Martinez-
Palomo, 2000). Esta lectina es una glicoproteina heterodimérica, cuyas
subunidades de 170 y 35 kDa estan unidas por enlaces disulfuro (Huston,
2004). El andlisis de la secuencia de la subunidad de 170 kDa muestra una
region externa que comprende tres dominios: un dominio rico en cisteina, un
dominio con nueve seudo-repeticiones de 30 residuos y un dominio pobre en
cisteina (Braga et al., 1992). Esta subunidad de la lectina también muestra
un fragmento con homologia a los componentes C8 y C9 del complemento,
asi como a CD59, un inhibidor del complejo de ataque a la membrana (MAC).
Se ha propuesto que esta homologia podria ejercer un papel protector de los
trofozoitos contra el MAC (Braga et al., 1992).

El complejo EnCPADH esta formado por dos proteinas, una cisteina
proteinasa (EhCP112) y una adhesina (EhADH112), codificados por dos
genes adyacentes separados por 188 pb. La adhesina (EhADH112) tiene
687 aa y presenta un peso molecular de 75 kDa y el dominio de adherencia
estd localizado en el segmento que incluye los aminoacidos 444 — 601
(Garcia-Rivera et al., 1999; Martinez-Lépez et al., 2004). También, se ha
propuesto que la cisteina proteinasa (EnCP112) participa en la virulencia del
parasito (Ocadiz et al., 2005).

12



1.5.2 CITOLISIS DEPENDIENTE DE CONTACTO

Después de la adhesion a la célula blanco, el trofozoito continda
causando dafio mediante un evento citolitico rapido mediado por diversos
procesos: 1) permeabilizacion por péptidos formadores de poros
(amebaporos), 2) induccién de apoptosis y 3) ruptura de la matriz extracelular
a través de cisteina proteasas (Boettner & Petri, 2005; Leippe, 1997; Seydel
& Stanley, 1998).

Los amebaporos, son un grupo de péptidos pequefios de 4.5 kDa,
estos péptidos forman canales idnicos por su asociacion irreversible en
oligbmeros, similar al componente 9 del complemento y a la perforina de los
linfocitos T citotdxicos (Leippe et al., 1992).

El amebaporo es un factor mediador de la lisis de las células blanco
por las amibas patégenas (Leippe et al., 1992). En el parasito se encuentran
tres isoformas de amebaporos (A, B y C) estando presentes en los
trofozoitos en una proporcion de 35:10:1 respectivamente (Christy & Petri,
2011; Leippe et al., 1992). Los amebaporos de la clase C son més efectivos
mientras que los de clase A no son eficientes en la lisis de eritrocitos (Leippe
et al.,, 1992). Se identificaron tres nuevas clases, por lo que E. histolytica

tiene seis diferentes amebaporos (Loftus et al., 2005).

Después del contacto con la célula blanco, el trofozoito induce la
activacion de la caspasa 3 humana, una molécula efectora distal, requerida
para la muerte celular in vitro y para la formacién del absceso hepético

amibiano in vivo (Huston et al., 2000; Yan & Stanley, 2001).

Por otra parte la alta virulencia de los aislados de E. histolytica
correlaciona con el alto contenido de proteinasas tipo cisteina o catepsina en
productos de secrecion o en extractos proteicos de trofozoitos (Stanley et al.,
1995). La accion de estas cisteina proteinasas (CP) es degradar las
proteinas de la matriz extracelular y facilitar la invasion del trofozoito (Stanley
et al., 1995).
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La CP de 49 kDa que forma parte del complejo ERCPADH (EhCP112)
es un polipéptido de 446 aa que presenta un dominio RGD que puede
interactuar con las integrinas celulares, sugiriendo que esta proteinasa
también participa en la patogenicidad de E. histolytica (Garcia-Rivera et al.,
1999; Ocadiz et al., 2005).

1.5.3 FAGOCITOSIS

Después del proceso de citdlisis, la fagocitosis juega un papel
importante durante el proceso de invasion del intestino humano por la amiba
patdgena (Christy & Petri, 2011; Marion & Guillen, 2006). Por su complejidad
este proceso puede dividirse en cuatro etapas. En la primera se efectlia la
union de particulas o células a los receptores de superficie de la célula
fagocitica; en la segunda la interaccion entre ligandos y receptores dispara
una serie de eventos incluyendo la reorganizacion del citoesqueleto que lleva
a la extensiébn de pseuddpodos; posteriormente los pseuddpodos se
estrechan alrededor de la particula para formar un fagosoma, que se fusiona
secuencialmente con los endosomas tempranos y tardios; finalmente el
fagosoma se fusiona con los lisosomas, llevando asi a la digestion de las

particulas internalizadas (Rabinowitz et al., 1992).

En este proceso intervienen diferentes moléculas: adhesinas,
componentes del citoesqueleto como la miosina IB y una proteina semejante
a la espectrina (Marion & Guillen, 2006; Voigt et al., 1999); asi como
reguladores de la estructuracion del citoesqueleto, tales como las GTPasas
Rho y RacG (Godbold & Mann, 1998; Guillen et al., 1998); proteasas como
EhCP5, EhCP1, EhCP112, EhCP2 y EhCP3 (Ankri et al., 1998; Garcia-
Rivera et al., 1999; Ocadiz et al., 2005; Olivos et al., 2004; Que et al., 2002);
cinasas, como EhPAK, que controlan la motilidad y la fagocitosis (Labruyere
et al., 2003); y moléculas que regulan el trafico intracelular como las
proteinas EhRab5, EhRab7, EhRab11B y EhRabB (McGugan & Temesvari,
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2003; Rodriguez et al., 2000; Saito-Nakano et al., 2001; Temesvari et al.,
1999; Welter et al., 2002).

1.6 HOMEOSTASIS DEL CALCIO

El ion calcio (Ca?*) juega un papel crucial como un segundo mensajero
para el control de una variedad de funciones celulares en eucariontes:
contraccion, secrecion, permeabilidad de sodio y potasio, transcripcion de
genes, division celular y diferenciacion entre otras (Meza et al., 2006; Moreno
& Docampo, 2003). Asi el mantenimiento de las concentraciones citosélicas
Optimas del calcio es necesario para permitir que este ion funcione como
molécula de sefializacion y se han descrito diversas moléculas que participan

en la regulacién de la concentracién intracelular del calcio (Clapham, 2007)
(Fig. 3).

Del mismo modo, el Ca?* es fundamental en procesos de sefializacion
en parasitos protozoarios, como E. histolytica, Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei, Leishmania, Plasmodium, Toxoplasma gondii,
Cryptosporidum parvum, Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis (Moreno &
Docampo, 2003).

El calcio es critico durante la invasion por parasitos intracelulares, su
concentracion citosélica es regulada por la operacion de varios
transportadores presentes en membrana plasmatica, reticulo endoplasmico,

mitocondria y acidocalcisomas (Moreno & Docampo, 2003).

1.6.1 REGULACION DE LA CONCENTRACION INTRACELULAR DEL
CALCIO

1.6.1.1 CANALES IONICOS

El Ca?* ingresa a las células eucariontes a través de la membrana
plasmatica mediante diferentes canales como canales de calcio operados por

receptores, canales de calcio dependientes de voltaje y canales de calcio

15



operados por almacenes (Fig. 3) (Cao, 2006; Catterall, 2000; Moreno &
Docampo, 2003).

Los canales i6nicos son proteinas integrales de membrana que forman
un poro para permitir el paso de iones especificos mediante difusién pasiva.
Se distinguen de las bombas y transportadores porque permiten el paso de
miles de iones como K*, Na*, Ca?*, Cl- (Jentsch et al., 2004). El abrir y cerrar
de los canales puede ser controlado por voltaje, union de ligandos y
modificaciones post-traduccionales (Jentsch et al., 2004). Muchos canales
estan formados por complejos de proteinas de subunidades homdlogas o
idénticas. A nivel celular los canales se encargan de la regulacion del
volumen celular, modulacion de la proliferacion y la transcripcion, asi como
también del trafico y la sefializacion intracelular (Catterall, 2000; Feranchak,
2003).

Los canales presentan caracteristicas funcionales comunes como
poseer: un poro acuoso por el cual los iones son capaces de pasar, un filtro
de selectividad que permite discriminar entre los tipos de iones y una
compuerta con la cual el canal puede cerrarse o abrirse al flujo de iones
(Feranchak, 2003; Jentsch et al., 2004).

1.6.1.2 CANALES IONICOS DEPENDIENTES DE VOLTAJE (VGCCS)

Los canales idnicos dependientes de voltaje (por sus siglas en inglés
VGCCs) son grandes complejos multiproteicos, con una subunidad a1
formando el poro en la parte central, rodeado por subunidades auxiliares v,
a0 y B. Todas las células excitables expresan canales de calcio
dependientes de voltaje, que traducen la actividad eléctrica a sefales
bioquimicas intracelulares (Catterall, 2000). La despolarizacion de la
membrana trae como resultado la apertura de los canales permitiendo una
rapida entrada de calcio, la cual regula procesos como la liberacion de
neurotransmisores y neuropéptidos, la excitabilidad neuronal y la plasticidad,
entre otros (Cao, 2006).

16



® AlB
9 Caz’-permeant channels arowihaa tol lod
24 S ro: protein-couple:
> a [ca2+] \{?g:r?g Sf.f?g (%sg) factors receptor agonists
calt catt < CF
Stim/Orai (CRAC]
) 2 mM Snore BRa0)
Ca?*-activated A ittt bty DAG ~ PIP,
e pcA
Channels 89
haaga D .
catt Ptdins PIP y Catr
@ -
@K L L 3 100 nM | Mitochondria & 4
wp Na* o o
@ @ Ca catr cat
-
CYTOPLASM
Ca?* release SERCA WA
(IP4R or RyR) ATPase R
i ? UM
Ca* @ Ca¥

Figura 3. Moléculas que participan en la regulacion de la concentracion
intracelular de calcio. La concentracion intracelular de calcio dentro de las
células es regulada usando como fuente principal de calcio el medio
extracelular. La célula controla la concentracién de calcio por diferentes
moléculas como bombas encargadas de sacar calcio del citosol como PMCA
o de introducir calcio hacia depdsitos intracelulares (SERCA) e
intercambiadores Na*/Ca?* que sacan calcio del citosol, receptores de IP3 y
rianodina que movilizan calcio de los depdésitos intracelulares (reticulo
endoplasmico), y canales de calcio, que son activados cuando los niveles de
calcio almacenado en los depdésitos disminuye, permitiendo la entrada de
calcio extracelular (TRP, CRAC, CaV) (Clapham, 2007).
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Los VGCCs se dividen en dos categorias, los activados por alto voltaje
(HVA), que incluye los canales de Ca?* tipo R, L, N y P/Q que necesitan de
una fuerte despolarizacion para su activacion y los activados por bajo voltaje
que son los canales de Ca?* tipo T que pueden ser activados por una
despolarizacion mas suave (Cao, 2006) . Los canales tipo L se encuentran
en el tejido cardiaco y son dependientes de dihidropiridinas (DHP). Los tipos
P, N, T, Q y R se expresan en cerebro, los P y N son dependientes de w-
conotoxina, mientras que los T no dependen de ningun agonista (Cao, 2006).
Los canales tipo L son mas eficientes en la regulacion de la expresion de
genes, en cambio los tipo T son los que contribuyen principalmente al control
de la excitabilidad neuronal (Cao, 2006; Catterall, 2000).

1.6.1.3 CANALES DE CALCIO REGULADOS POR DEPOSITOS
INTRACELULARES (SOCCS)

Los canales de calcio regulados por depdsitos intracelulares (SOCCs)
existen en los eucariontes desde levaduras a humanos. La funcion principal
de esta via es mantener los niveles de Ca?* en el reticulo endoplasmico que
son necesarios para el plegamiento y la sintesis proteica (Parekh & Putney,
2005). La entrada de Ca?* regulada por depdsitos (SOCE) sirve como el
Unico mecanismo de entrada de Ca?* en una variedad de células no
excitables y juega un papel indispensable en la sefalizacion del calcio y otros
procesos celulares que van desde la proliferacién hasta la apoptosis (Parekh
& Putney, 2005).

El tipo de SOCC mejor caracterizado corresponde a los canales de
Ca?* activados por la liberacion de calcio (CRAC por sus siglas en inglés). La
busqueda de los componentes moleculares de estos canales trajo como
resultado el hallazgo de dos moléculas clave, que son STIM (molécula de
interaccion estromal 1) y Orai (subunidad formadora de poro del canal
CRAC) (Fahrner et al., 2009). STIM es una fosfoproteina, la cual cuenta con

un dominio transmembranal simple, un dominio N-terminal que se compacta
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en el lumen del reticulo endoplasmico, un dominio C-terminal que se
extiende hacia al citosol, un dominio de union EF-Hand que junto con el
dominio SAM permiten la unién del calcio a STIM1 y un dominio de N-
glicosilacion el cual al ser glicosilado permite la relocalizacion de STIM1 a la
membrana plasmatica (Parekh & Putney, 2005). STIM funciona como sensor
de calcio en el reticulo endoplasmico y cuando el calcio estd en bajas
concentraciones en este organelo, STIM es capaz de relocalizarse en
membrana plasmética donde activa a Orail, activacion que permite una
corriente de calcio conocida como Icrac (Frischauf et al., 2008). Orai es una
proteina de membrana plasmatica con cuatro fragmentos transmembranales,
los cuales son esenciales como unidades formadoras de poros de los CRAC,
estos fragmentos son unidades de Orail que se ensamblan entre si para
formar el canal; cada subunidad es importante para la activacion de este
mecanismo, ya que mutaciones en cualquiera de las subunidades tiene como

resultado una baja corriente de iones calcio (Frischauf et al., 2008).

1.6.1.4 RECEPTORES DE POTENCIAL TRANSITORIO (TRP)

Los receptores de potencial transitorio (TRP, por sus siglas en inglés)
también son canales de calcio regulados por depoésitos intracelulares. Estos
canales de tipo TRP tienen diferentes papeles en vertebrados e invertebrados,
entre ellos la transduccion visual, el gusto, la detecciéon de feromonas y la
recepcion térmica, entre otros (Liu & Liman, 2003). Los TRP son canales i6nicos
selectivos para los cationes de calcio y magnesio, éstos se encuentran en
membrana y presentan estructuras similares a los canales dependientes de
voltaje de potasio, sodio y cloro, ya que los canales TRP presentan 6
fragmentos transmembranales y los extremos amino y carboxilo terminal son
intracelulares (Huang, 2004). Estos canales se agrupan con base en su
secuencia de aminoacidos y su similitud estructural, dividiéndolos asi en las
familias TRPA, TRPC, TRPM, TRPL, TRPN, TRPP y TRPV (Huang, 2004,
Ramsey et al., 2006).
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Los canales TRP pueden ser activados por receptores, ligandos o por
activacion directa (Ramsey et al., 2006). La activacion por receptores se lleva a
cabo por receptores acoplados a proteinas G y por receptores de tirosina
cinasas que activan a la fosfolipasa C (PLC), la cual modula la activacién de los
TRP, esto mediante tres vias que son: la hidrolisis del PIP2, la produccion de
diacilglicerol (DAG), o la produccion de IP3 (Ramsey et al., 2006). La activacion
por ligando se puede dar por pequefias moléculas de origen exdgeno,
incluyendo compuestos sintéticos y productos naturales (capsaicina, icilina, 2-
aminoethoxydifenilborato); por lipidos endégenos o por productos del
metabolismo de los lipidos (DAG, IP3, eicosanoides); por nucleétidos puricos y
sus metabolitos (adenosina difosforibosa, BNAD); o por iones inorganicos como
el calcio y el magnesio (Ramsey et al., 2006). La activacion directa es dada por
estimulos mecanicos, acoplamiento conformacional a receptores IP3 y por
fosforilacién del canal, sin embargo, aln es poco lo que se sabe de este tipo de

activacion (Ramsey et al., 2006).

1.6.1.5 INTERCAMBIADORES DE SODIO/CALCIO (NCX) E
INTERCAMBIADORES SODIO/CALCIO-POTASIO (NCKX)

Los intercambiadores de sodio/calcio (NCX) pertenecen a la superfamilia
de antitransportadores catidn/cation, los cuales son proteinas localizadas en la
membrana plasmatica que tienen como funcion la expulsién del calcio de la
célula para mantener la homeostasis del ion, pero en ocasiones estas proteinas
pueden operar de modo reversible y causar un influjo de calcio (Fig. 3) (Diaz,
2003; On et al., 2008). La bomba realiza el intercambio de los iones en una
relacion de 1:3 (una molécula de calcio por tres moléculas de sodio), este
intercambio de iones utiliza la energia almacenada en el gradiente
electroquimico del sodio (On et al., 2008). La proteina cuenta con 9 segmentos
transmembranales y en el humano existen tres isoformas NCX1, 2 y 3
(Blaustein & Lederer, 1999; Diaz, 2003). Los intercambiadores de sodio/calcio-

potasio (NCKX) son proteinas de cotransporte, que al igual que las NCX se
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localizan en membrana plasmatica y llevan a cabo la misma funcion. Expulsan
una molécula de calcio y una de potasio por cada cuatro moléculas de sodio
que entran (Kang et al, 2005). Las NCKX tienen 11 segmentos

transmembranales (Altimimi & Schnetkamp, 2007).

1.6.1.6 CANALES LIBERADORES DE CALCIO

El reticulo sarco/endoplasmico contiene canales especializados en la
liberacién del calcio: el receptor de rianodina (RyR) y el receptor de inositol
trifosfato (IP3R). Estos receptores comparten homologia significativa pero
cada canal liberador de calcio tiene sus propias cualidades funcionales (Fill &
Copello, 2002).

El receptor de rianodina (RyR por sus siglas en inglés) es una familia
de canales liberadores de calcio encontrados en el reticulo
sarco/endoplasmico de muchos tipos celulares y que son requeridos para la
liberacion de calcio intracelular involucrado en diversas funciones celulares,
incluyendo contraccién y liberacion de neurotransmisores (Ozawa, 2010; Zalk
et al., 2007). El largo dominio citoplasmico del RyR sirve como un andamiaje
de proteinas que une y modula la funcion del canal y que comprende una
compleja sefializacibn macromolecular (Lanner et al., 2010). Las proteinas
de union a este canal incluyen proteinas de uniébn FK506 (FKBPS),
calmodulina (CaM), fosfodiesterasas, cinasas y fosfatasas, entre otras (Zalk
et al., 2007). Existen tres isoformas de RyR que se han identificado y
clonado. El RyR es un complejo homotetramérico de aproximadamente 2200
kDa. con cuatro subunidades de 564 kDa, formando un cuadrado alrededor
de un poro central (Lanner et al., 2010). Tiene un largo dominio citoplasmico
N-terminal que modula la entrada del ion al poro del canal el cual esta
localizado en el C-terminal (Fill & Copello, 2002; Lanner et al., 2010).

El receptor de inositol trifosfato (IP3R) es un canal activado por

ligando que funciona para liberar el calcio de almacenes intracelulares en
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respuesta a IP3 (Suresh & Gyorgy, 2010). Comprende cuatro subunidades de
ensamblado heterotriméricas, donde cada subunidad puede ser dividida en
tres regiones: un dominio de unién a IPs en el N-terminal; un dominio C-
terminal que comprende la secuencia formadora del canal con un tallo C-
terminal corto y un dominio intermedio de acoplamiento que contiene
multiples sitios de interaccion con diferentes moduladores (Mikoshiba, 2007;
Szlufcik et al., 2006). La secuencia necesaria para la union especifica de IP3
también llamada centro de unién IP3, se encuentra entre los residuos 226-
578 (Szlufcik et al., 2006). La funcion del IP3R es regulada mediante
fosforilacién por cinasas dependientes de cGMP y cinasas dependientes de
Ca?*/calmodulina (Mikoshiba, 2007).

1.6.1.7 BOMBAS DE CALCIO

Las ATPasas de tipo P son bombas ib6nicas que efecttan muchos
procesos biologicos. Son una familia grande de proteinas de membrana
presentes en practicamente todos los organismos vivos involucradas en
procesos de transporte de iones o de moléculas a través de membranas
biol6gicas usando la energia de la hidrolisis de ATP (Chan et al., 2010).
Estas proteinas tienen un peso molecular de 70 a 150 kDa que muestran
como patrones caracteristicos el motivo conservado DKTGTLT y 10 hélices
qgue atraviesan la region hidrofébica de la membrana (Chan et al.,, 2010;
Strehler et al., 2007).

Las ATPasas de tipo P son nombradas de esta manera debido a que
dentro del ciclo catalitico de estas enzimas existe un intermedio fosforilado
(Asp351) que es conservado (Kuhlbrandt, 2004; Scarborough, 2002;
Sweadner & Donnet, 2001).
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1.6.1.7.1 CICLO CATALITICO

La actividad de las ATPasas de tipo P es dependiente de un ciclo de
autofosforilacion y desfosforilacion, teniendo dos principales conformaciones
E1ly E2. En E1 los dos sitios de unioén al calcio son de alta afinidad y en E2
los sitios de unién a calcio son de baja afinidad (Wuytack et al., 2002). Las
bombas de tipo P usan ATP para mantener un gradiente idnico a través de la
membrana celular y cada paso es reversible. Los sitios de unién a Ca?* se
localizan dentro de la region intramembrana de las bombas siendo
accesibles a los iones desde el citoplasma en la conformacién E1 y desde el

medio extracelular en la conformacion E2 (Chan et al., 2010).

La union de iones del citoplasma promueve la fosforilacion de la
bomba, estado que obstruye los iones enlazados. Cuando el ADP se libera,
se relaja la bomba a una conformacion E2. Los sitios de unién al ion son
expuestos a la superficie externa de la célula, ocurriendo un intercambio de
iones. La desfosforilacion de la conformacion E2 va a causar que los iones
unidos se obstruyan. La bomba se relaja al estado E1 y se repite el ciclo
(Chan et al., 2010; Kuhlbrandt, 2004; Wuytack et al., 2002).

1.6.1.7.2 CLASIFICACION DE LAS ATPasas DE TIPO P

La familia de ATPasas de tipo P se divide en cinco tipos, las cuales
son especificas de sustrato. Las ATPasas de tipo | predominan en
procariontes y presentan dos tipos IA y IB siendo las del tipo 1A, bombas de
K* mientras que las de tipo IB transportan iones de metales de transicion
(Kuhlbrandt, 2004; Sweadner & Donnet, 2001) .

Las ATPasas de tipo Il se encuentran generalmente en eucariontes,
son especificas de Na*, K*, H*, Ca?*, Mg?* y fosfolipidos, son las mas
diversas y se dividen en cuatro tipos IIA-IID. El tipo IIA esta formado por la
ATPasa —Ca?* de reticulo sarcoplasmico (SERCA por sus siglas en inglés), la
cual transporta dos iones de Ca?* del citoplasma al lumen del reticulo a

través de la hidrdlisis de una molécula de ATP (Kuhlbrandt, 2004; Wuytack et
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al, 2002). La tipo IIB es una bomba de Ca?* de membrana plasmatica (PMCA
por sus siglas en inglés) en humanos y en algunos animales presentan
cuatro isoformas (1-4) que son codificados por genes separados (Wuytack et
al., 2002). El tipo IIC incluye la ATPasa Na*/K* y la ATPasa H*/K*, la primera
crea el potencial de membrana en células de mamiferos a través de la
expulsion de tres iones sodio en intercambio de dos iones K* importados
(Olesen et al., 2007; Sweadner & Donnet, 2001; Wuytack et al., 2002). Las
ATPasas de tipo IID son ATPasas de Na*' presentes generalmente en
eucariontes (Kuhlbrandt, 2004).

Las ATPasas P de tipo Ill presentan los tipos IlIA y llIB. La IlIA que es
una bomba de H* que generalmente se encuentra en la membrana
plasmatica de plantas y hongos, se encarga de mantener un pH intracelular
de 6.6 contra un pH extracelular de 3.5. La IlIB es una bomba de Mg?
encontrada particularmente en especies bacterianas (Kuhlbrand