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RESUMEN

El calcio es un elemento esencial que participa no solo
en la contraccién muscular o en la formacion de hue-
sos, sino también en la regulacion metabdlica, actuan-
do como un efector de sefiales 0 como segundo mensa-
jero, siendo muy importante en la respuesta celular a
estimulos de excitacion. Hoy en dia, el estudio del cal-
cio intracelular se ha convertido en un tema necesario
para comprender la fisiologia de multiples sistemas ce-
lulares, sobre todo en células excitables. Sin embargo,
poca atencion se le ha dado a la participacion del calcio
en los eritrocitos, tradicionalmente catalogados como
células no excitables eléctricamente. En esta célula, el
calcio es un elemento crucial para la regulacion, la fun-
cion y la programacion de muerte y remocion de los
eritrocitos del sistema circulatorio. Como en otras cé-
lulas, el calcio intracelular libre en el eritrocito es regu-
lado en forma muy precisa por un complejo sistema de
homeostasis del calcio. Particularmente en los eritrocitos
esta homeostasis requiere una regulacion estrecha, de-
bido a que pequefos incrementos en esta concentra-
cion citoplasmatica de calcio ocasionan cambios que
incluyen su muerte celular programada (eriptosis). Es
por esta razén que en los ultimos afios se ha desperta-
do mucho el interés por el estudio de las enfermedades
metabolicas, circulatorias e intoxicaciones asociadas a
una alteracion de la homeostasis de este cation
divalente. El hecho de que los eritrocitos no tengan
organulos y por ende no tenga fuentes internas de cal-
cio, simplifican el modelo y permiten estudiar la partici-
pacion directa de los transportadores de calcio de la
membrana plasmatica como los fendmenos que regu-
lan la homeostasis de calcio en el eritrocito. Este mo-
delo experimental es de facil y segura obtencion lo que
permiten que muchos de estos estudios se puedan rea-
lizar en humanos que particularmente presenten una
enfermedad de interés para ser investigada.
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ABSTRACT

The calcium is an essential element that participates
not alone in the muscular contraction or in the formation
of bone, but also in metabolic regulation, acting as an
effector's cellular signals and/or as a second messenger
and it is quite important in the cellular response to ex-
citable stimuli. Nowadays, the study of intracellular
calcium has turned into a necessary topic to understand
the physiology of multiple cellular systems, especially
in excitable cells. But in the case of erythrocytes a
traditionally categorized as electrically unexcitable cell
little attention has given to the participation of calcium
ions in this system. Nevertheless, calcium is a crucial
element for regulation, function and the programming
of death and removal of erythrocytes from the
circulatory system. As in other cells the intracellular
free calcium concentration is precisely regulated by
the complex process of calcium homeostasis.
Particularly in erythrocytes this homeostasis needs a
narrow regulation, due to very small increases in
cytoplasm calcium concentration leads to important
changes in these cells, including their programmed cell
death (eryptosis). For this reason in the last years a lot
of interest has woken up the study metabolic and
circulatory diseases, as well as poisonings associated
with the alteration of the homeostasis of this divalent
cation. The fact that erythrocytes do not have
organelles and do not have internal calcium reservoirs,
simplify a lot the model and allows to study the direct
participation of molecular calcium carriers through the
plasma membrane, as the phenomena that regulates
the homeostasis in erythrocytes. This experimental
model is easy and sure, so many of these assays should
be reliable to perform in humans that have a particular
disease of research interest.

KEY WORDS: ATPase, channel, eryptosis, membrane,
intracellular free calcium, regulation.
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¢QUE ES EL CALCIO?

El calcio es un elemento quimico, un
metal alcalinotérreo con niimero ato-
mico de 20; es el quinto elemento y el
tercer metal mas abundante en la cor-
teza terrestre, sus compuestos consti-
tuyen el 3.64% del total de los com-
puestos de la tierra. El calcio como i6n
divalente es utilizado por las células
para realizar y regular multiples fun-
ciones.

El estudio de la funcion del calcio
en el organismo humano adquiri6 gran
relevancia desde finales del siglo XIX
y principios del XX, cuando se reco-
nocio su participacion en la contrac-
ci6n muscular, sobre todo en la con-
traccion cardiaca, confiriéndole al cal-
cio una importancia adicional a su evi-
dente participacion estructural en el
hueso. Aunado a lo anterior, esto per-
miti6 explicar las terribles consecuen-
cias neurologicas, cardiacas y muscu-
lares debidas a la disminucidn o exce-
so de calcio en la sangre.

Entre 1930 y 1940 se propuso que
el calcio podria ser no solo efector de
la contraccion, sino también un regu-
lador intracelular del propio proceso
contractil. Ya en los afos 50 se propu-
so el papel regulador de la contrac-
cion cardiaca por el calcio, asi como
la participacion de los transportadores
con la entrada y salida de calcio, como
parte de la regulacion fina de los fe-
nomenos involucrados en estos meca-
nismos. Adicionalmente, se empieza a
reconocer el relevante papel funcio-
nal de reservorios intracelulares de
calcio en la regulacion del calcio
intracelular libre.

Sin embargo, no es sino hasta los
afios 70 que el calcio adquiere una ver-
dadera importancia como un sistema
efector y regulador de multiples res-
puestas celulares, tanto en células
excitables como no excitables. Esto
desata una gran cadena de estudios
en donde se demuestra que el calcio
cumple un papel fundamental en la
respuesta y en la estimulacion
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neuronal, en la secrecion tanto de glan-
dulas salivales, en células adrenales y
en otras células secretorias; ademas
de su participacion en el metabolismo
y en la regulacion de diferentes fun-
ciones en multiples tipos de células.
Actualmente, se reconoce la partici-
pacion fundamental del calcio en prac-
ticamente todas las células y se le
identifica plenamente como un control
de sistemas a nivel intracelular (regu-
lador), un segundo mensajero y un fac-
tor fundamental que puede iniciar o
estar involucrado en diversas funcio-
nes celulares como efector, entre ellas:
la formacion de la matriz dsea, la con-
traccion y la relajacion muscular, la
compensaciéon del pH extra e
intracelular, la regulacion de multiples
enzimas y por ende efectos
metabdlicos complejos, en el potencial
de membrana, en la despolarizacion
celular, en la neuroconduccion, en la
activacion e inactivacion de factores
que inician diversas acciones celula-
res, asi como la transduccion de sefia-
les que pueden influir en diversas y
complejas funciones que incluyen a la
diferenciacion, la replicacion y la muer-
te celular programada.

Los efectos del calcio dependen
basicamente de sus concentraciones
como 160n libre, las cuales a su vez de-
penden de los sistemas de entrada y
salida de calcio y de la capacidad
amortiguadora de la célula, los cuales
principalmente son regulados por la
presencia de organulos como el reti-
culo endoplasmico y las mitocondrias
que son capaces de secuestrar calcio,
asi como a la existencia de
macromoléculas y contraiones con alta
afinidad por calcio (1, 2).

¢QUE ES EL CALCIO LIBRE?

Por sus caracteristicas quimicas el
calcio tiene una gran tendencia a for-
mar sales de manera que solo una pe-
quefia proporcion del mismo puede
encontrarse como i6n libre y es en esta
forma i6nica como puede entrar y sa-

lir de las células y también como pue-
de interaccionar con diferentes
macromoléculas para ejercer sus ac-
ciones en las células. En el plasma la
fraccion idnica de calcio es de 1.10-
1.25 mM y constituye aproximada-
mente entre el 45 y el 50% del calcio
plasmatico total (2.20-2.50 mM). Por
otra parte, debido a las concentracio-
nes existentes de proteinas, fosfatos,
carbonatos, acidos organicos y a la
baja concentracion de calcio total (10-
100 uM) que existen en el interior de
las células, la forma i6nica del calcio
intracelular es notablemente baja, al-
canza solo una concentracion de 10 a
150 nM, lo que hace necesario un ra-
pido y eficiente sistema de salida y/o
de secuestro en organulos para evitar
tanto su precipitacion formando sales
insolubles de calcio en el propio cito-
plasma, asi como evitar su acumula-
cion.

La membrana plasmatica mantie-
ne un gradiente de calcio, donde la
concentracion externa de calcio es del
orden milimolar y la concentracion del
compartimiento intracelular esta en el
rango nM, esto es hasta seis drdenes
de magnitud mayor en el liquido
extracelular, generando un enorme
gradiente de concentracion hacia el
interior, lo que provoca gran dificultad
para su salida y una gran tendencia y
facilidad para su entrada (3).

Por lo anterior es necesario conocer
las concentraciones de calcio
intracelular libre para entender y es-
tudiar los posibles efectos regulatorios
que el calcio ejerce en la célula, debi-
do a que la evaluacion del calcio total
no proporciona la informacion nece-
saria sobre su papel regulador en una
célula en particular. La concentracion
en el orden nanomolar de calcio
intracelular libre en el interior de la
célula, se explica también por la alta
afinidad que por el calcio muestran las
proteinas que requieren ser reguladas
por este i6n. Aun cuando algo similar
ocurre con las proteinas sensibles al
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calcio en el plasma, su afinidad por
calcio es menor, debido a que en este
compartimiento la concentracion de
calcio es mucho mayor y consecuen-
temente la fraccion idnica en el plas-
ma también.

En general, los aniones que forman
las sales de calcio constituyen por si
mismos una parte importante de los
sistemas amortiguadores de calcio li-
bre, que junto con los sistemas de
transporte en membranas permiten
controlar no solo las concentraciones
del calcio util para la regulacion, sino
que a su vez permiten que el calcio no
precipite en el interior o exterior de las
células.

IMPORTANCIA DEL CALCIO
INTRACELULAR LIBRE EN LAS
CELULAS

El calcio tiene una importancia funda-
mental desde el punto de vista
bioquimico y fisioldgico de todas las
células. La abundancia de las funcio-
nes intracelulares en las que participa
el calcio, se debe a que este i16n actila
como un modulador de varios proce-
sos celulares, asi como segundo men-
sajero intracelular. El término
modulador se refiere a la capacidad
de un atomo, molécula o i6n para mo-
dificar un proceso celular que ocurre
en un momento determinado. Asi por
ejemplo, el calcio facilita o inhibe el
transporte transmembranal de algunos
solutos, la actividad de varias enzimas
y la permeabilidad de diversos iones
de una gran variedad de células. Por
otra parte, el término segundo mensa-
jero se refiere a la capacidad de un
i6n o una molécula para actuar como
intermediario entre una sefial especi-
fica en la superficie de la célula que
puede ser la union de una hormona a
sureceptor, o lamisma despolarizacion
de la membrana y la induccion de un
determinado proceso celular, lo que se
logra promoviendo un aumento transi-
torio en la concentracion del mensaje-
ro secundario en respuesta a la sefial.

En este contexto, el calcio participa
como segundo mensajero y como
efector en diversas vias de transduccion
de sefiales o de vias efectoras, en la
regulacion de la formacion de otros se-
gundos mensajeros y diversos meca-
nismos. También es importante en la
organizacion del citoesqueleto, la
interaccion con moléculas de adhesion
celular, en los mecanismos de
remodelacion tisular, en la produccion
y la liberacion de hormonas, en la regu-
lacion directa de enzimas metabolicas,
en la activacion de genes de respues-
ta inmediata y mediata, en la comuni-
cacion intra e intercelular y en la re-
gulacion de la expresion génica. Asi
mismo, el calcio ejerce un papel pre-
ponderante en los procesos de dife-
renciacion celular y muerte celular
programada (apoptosis) que en los Ul-
timos afios han sido reconocidos y
ampliamente estudiados (4).

IMPORTANCIA DEL CALCIO
INTRACELULAR LIBRE EN CE-
LULAS EXCITABLES

Ademas de las funciones que el cal-
cio realiza en todas las células, en par-
ticular en las células excitables el cal-
cio realiza otras funciones de gran
importancia. En estas células el calcio
esta involucrado en funciones tales
como: exocitosis de neurotransmisores
en las neuronas, la contraccion mus-
cular y la excitacion-contraccion de
células cardiacas ademas de la exci-
tacion-liberacion de neurotransmisores
de neuronas sensoriales, siendo en las
terminales sinapticas donde el calcio in-
duce la liberacion de neurotransmisores.
Una c¢lula excitable es aquella célula
que puede generar cambios en su po-
tencial de membrana en respuesta a
un estimulo fisico o quimico y respon-
der a estos cambios a través de pro-
teinas sensibles a los cambios en el
voltaje de membrana, generando cam-
bios en la polarizacion de la misma,
logrando hiperpolarizaciones transito-
rias y/o depolarizaciones, es decir ha-
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cen respectivamente menos o mas
negativo el valor del potencial de mem-
brana con respecto a su valor en el
reposo. Estos cambios transitorios se
generan en las células excitables gra-
cias a sus complejos y especificos sis-
temas de transporte, para finalmente
generar las sefales eléctricas que via-
jan hacia su sitio efector.

El caracter transitorio de los incre-
mentos en el calcio intracelular ade-
mas de implicar los sistemas de remo-
cion de calcio requiere que los cana-
les se inactiven y se vuelva a la condi-
cion de reposo. La dependencia al
calcio de las células excitables hace
que las mismas sean mas sensibles a
los cambios en su concentracion tanto
en el plasma como en citoplasma. Si
estos cambios se sostienen temporal-
mente pueden generar consecuencias
mortales, ya que tanto el incremento
como la disminucion de calcio en el
plasma, afectan de manera extrema a
las células excitables del sistema ner-
vioso central y periférico, a las células
cardiacas y a las células musculares.
Un incremento de calcio en el plasma
o liquido extracelular genera una
flacidez muscular, irritabilidad neuronal
del sistema nervioso central y falla
cardiaca entre otras alteraciones;
mientras que la disminucion del calcio
plasmatico nos lleva a tetania muscu-
lar y como consecuencia de esto en el
musculo del diafragma puede produ-
cir paro respiratorio.

MECANISMOS QUE MANTIENEN
EL CALCIO INTRACELULAR

Elincremento de calcio intracelular li-
bre puede generarse por varios me-
canismos que modifican el influjo de
calcio transmembranal: i) Canales de
calcio operados por voltaje, (VOC del
inglés "voltage open channels"), los
cuales permiten el rapido influjo masi-
vo de calcio hacia el citosol tras una
despolarizaciéon de la membrana
plasmatica. ii) Canales de calcio ope-
rados por ligandos (ROC del inglés
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"receptor open channels"), controlados
por varios agonistas (por ejemplo,
adrenalina), que también abren el ca-
nal y permiten el influjo de calcio al
interior. iii) Liberacion de calcio de los
reservorios intracelulares, en los que
el influjo de calcio a través de la mem-
brana plasmatica, puede a su vez dis-
parar la liberacion de calcio almace-
nado en una serie de reservorios
intracelulares como lo es el reticulo
endoplésmico, la mitocondria y el apa-
rato miofibrilar.

La entrada de calcio al citoplasma
se realiza principalmente a través de
los canales de calcio presentes en la
membrana plasmatica, y la concentra-
cion del calcio intracelular libre se man-
tiene normalmente a tan bajos niveles
mediante la interaccion del calcio con
otras proteinas acarreadoras o
amortiguadoras de calcio. De tal for-
ma que, alteraciones en esta precisa
regulacion del calcio intracelular libre
que sobrepasen esta capacidad
amortiguadora de calcio en las célu-
las, pueden alterar drasticamente la
fisiologia celular. La salida de calcio
de los organulos al citoplasma también
estd mediada por canales de calcio y
aprovecha la diferencia de concentra-
cion entre el reticulo y el citoplasma
(1 mM en el reticulo y 100 nM en el
citoplasma). En general, el incremen-
to de calcio en el citoplasma es un
efecto concertado de los dos fenome-
nos, es decir la salida de calcio del re-
ticulo y la entrada de calcio del liquido
extracelular al citoplasma y predomi-
nara uno u otro dependiendo de la cé-
lula o del estimulo que induce el incre-
mento de calcio intracelular como se
muestra en la figura 1.

Por otro lado, los reservorios
intracelulares del calcio pueden estar
relacionados con el reticulo endo-
plasmico mediante la accion de otros
segundos mensajeros tales como el
inositol trisfosfato (InsP,) y el mismo
calcio, los cuales se unen con alta afi-
nidad a sus respectivos receptores. De
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Figura 1. Esquema de los mecanismos que regulan la concentracion de calcio intracelular libre
en las células. La entrada de calcio al citoplasma es principalmente a través de los canales de
calcio operados por ligando (ROC del inglés "receptor operated channels™) operados por
voltaje (VOC del inglés "voltage operated channels") La concentracion de calcio intracelular
libre es mantenida a bajos niveles mediante la interaccion del calcio con otras proteinas
acarreadoras y/o amortiguadoras de calcio. El calcio intracelular libre es coordinadamente
regulado por varias proteinas membranales como los intercambiadores sodio/calcio de la
membrana plasmatica y varias ATPasas de calcio tanto de membrana plasmatica como de
reticulo endoplasmico/sarcoplamico (RE/RS): ATPasa/(Ca**-Mg?*) de membrana plasmatica,
ATPasa de reticulo endoplasmico (SERCA del inglés "sarco/endoplasmic reticulum calcium
ATPase™). Receptores que se acoplan a proteinas G (GCR), receptores modulados por tirosina-
fosforilasas (RTK). Los reservorios intracelulares del calcio estan relacionados con el RE/R
mediante la accion de segundos mensajeros tales como el inositol trisfosfato (InsP,) y el mismo
calcio, que se unen con alta afinidad a sus sitios receptores. EI RE/RS posee dos tipos diferentes
de canales liberadores de calcio estructuralmente relacionados entre si: el receptor de R-IP, yel
receptor a rianodina (RRy). La concentracion elevada de calcio libre en citoplasma esta media-
da por sensores como la calmodulina (CaM) o la troponina C (TnC) para la regulacién de una
gran variedad de actividades celulares. Las lineas discontinuas indican que metabolito actia
como segundo mensajero para generar una respuesta (-s--e-+--).

modo tal que cuando el calcio tificado en el musculo como un me-

intracelular libre se incrementa al libe-
rarse calcio del reticulo endoplésmico,
¢éste es liberado por los canales de
calcio que son operados por ligandos, los
cuales son estructural y funcionalmente
muy diferentes a los canales de calcio
presentes en la membrana plasmatica.
El reticulo endoplasmico posee dos ti-
pos diferentes de canales liberadores
de calcio los cuales estan estructu-
ralmente relacionados entre si. Uno de
ellos es el receptor a InsP, y el otro es
el canal liberador de calcio que es sen-
sitivo a la rianodina, cominmente co-
nocido como receptor a rianodina
(RRYy), el cual fue primeramente iden-

diador en el mecanismo de liberacion
de calcio inducida por el propio calcio
(5).

El incremento de la concentracion
de calcio no puede ser un evento sos-
tenido en el tiempo, es necesario que
a una sefial dada se genere un incre-
mento temporal (de 100 a 1000 nM),
lo que implica necesariamente que una
vez que estos alcanzan el maximo del
incremento, se produzca una rapida
reduccion de los niveles de calcio
intracelular libre, por ello es esencial
que casi de manera simultanea a la
apertura de los canales de calcio de
membrana se activen los sistemas que
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lo reducen, sacandolo de la célula o
secuestrandolo en los organulos co-
rrespondientes.

La reduccion del calcio cito-
plasmico se lleva a cabo por bombas
(transportadores activos primarios-
dependientes de ATP) llamadas cal-
cio-ATPasas por su capacidad de rom-
per ATP para obtener la energia y po-
der llevar el calcio a un compartimiento
de mayor concentracion, es decir,
transportar al calcio en contra de su
gradiente. Hay dos tipos generales, la
calcio-ATPasa de membrana plasmatica
(PMCA por sus siglas en inglés "pump
membrane calcium ATPase") y la cal-
cio-ATPasa de reticulo endoplasmico
(SERCA del inglés "sarco/endo-
plasmic reticulum calcium ATPase").
Ambos sistemas de transporte tienen
una alta afinidad por calcio, que esta
en el rango de 1 uM y una capacidad
de transporte de 0.5 nM Ca/mg de
proteina/seg, lo que permite cambiar
el estado estacionario intracelular de
calcio y hacer que la concentracion de
calcio se reduzca notablemente hasta
regresar a 10-100 nM, esto es esen-
cial para revertir los efectos inducidos
por su incremento. Adicionalmente,
algunas células presentan un
intercambiador sodio/calcio en lamem-
brana plasmatica, es un transporte
activo secundario que tomando la
energia del transporte de sodio pue-
den transportar calcio en contra de su
gradiente, este suele tener menor efi-
ciencia de transporte, con una Km
mayor (10-15 pM) y una capacidad de
transporte menor (0.1 nmol Ca/mg de
proteina/seg) que las ATPasas y par-
ticipar solo parcialmente para alcan-
zar el estado estacionario de calcio en
el reposo.

La concentracion de calcio
intracelular libre también depende de
sistemas amortiguadores intracelulares
e intrarreticulares; los amortiguadores
de calcio mas importantes son las pro-
teinas que pueden unir calcio y no res-
ponder a esta interaccion, es decir

macromoléculas que pueden unirlo y
modificar la concentracion de calcio
intracelular libre, pero sin funciones
debido a esta union. Tales sistemas
pueden ser especializados para el se-
cuestro y laregulacion de calcio, como
por ejemplo la calsecuestrina (kd de
600uM) y la calreticulina (kd de
250uM) que se encuentran en el reti-
culo sarcoplasmico y el endoplasmico.
Evidentemente existen proteinas que
pueden unir calcio y con ello partici-
par en la reduccion del calcio
intracelular libre, sin embargo, si estas
proteinas al unir calcio desarrollan una
funciodn a nivel celular, no se conside-
ran en el sistema amortiguador, tal es
el caso de calmodulina o la troponina-
C que puede unir eficientemente cal-
cio (kd aproximado de 1 pM), pero que
una vez formado el complejo activa a
otros sistemas protéicos, como el pro-
pio sistema de salida de calcio, la con-
traccion muscular o diversos efectores
intracelulares (2, 5).

CALCIO INTRACELULAR LIBRE
EN ERITROCITOS

En el caso del eritrocito, como célula
no excitable sin ntcleo y sin organulos,
la importancia del calcio intracelular
libre fue ignorada por mucho tiempo,
solo recientemente se le ha dado im-
portancia al estudio de este i6n en los
fenomenos regulatorios de estas célu-
las. Los experimentos con ionoforos
de calcio (A12387 y ionomicina), que
permiten incrementar las concentra-
ciones de calcio intracelular libre, han
mostrado la gran importancia que tie-
ne este cation divalente en el eritroci-
to, no solo en sus funciones especifi-
cas dentro del mismo, sino que es esen-
cial para mantener la forma, la estruc-
tura y la estabilidad. En este contexto,
las células tratadas con ionoforos de
calcio, adquieren en cuestion de mi-
nutos una forma esférica caracteriza-
da por espiculaciones, que dependien-
do del tamafio, la forma y la distribu-
cion se podran nombrar como
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equinocitos, es decir eritrocitos con
proyecciones mas cortas y regulares
0 como acantocitos, eritrocitos que
muestran espiculas irregulares y pun-
tiagudas. Estas alteraciones de su
morfologia celular son evidentemente
muy poco estables y generan una ra-
pida hemolisis que se puede poner en
evidencia con pruebas de hemolisis
osmotica, mecanica, quimica o térmi-
ca.

Recientemente la concentracion de
calcio intracelular libre también se ha
involucrado fuertemente como parte
esencial del inicio, propagacion y sis-
tema efector de la apoptosis de los
eritrocitos (eriptosis) (6).

REGULACION DE LA CON-
CENTRACION DE CALCIO
INTRACELULAR LIBRE EN
ERITROCITOS

En los eritrocitos los valores de la con-
centracion de calcio intracelular libre,
son de 10 a 60 nM dependiendo de la
técnica empleada. Las técnicas mas
utilizadas son las de fluorescencia,
empleando diversos fluor6foros (Fluo,
Fura, Indo, Quin, Rhod, BAPTA) que
tienen una afinidad entre 0.1 a6 pM y
cambian su florescencia al interaccionar
con el calcio. Sin embargo, la varia-
cion en la sensibilidad de los diferen-
tes fluoréforos depende de la constante
de union a calcio y de las condiciones
de fluorescencia de la célula, lo que
lleva a este rango de concentracion
considerada como normal (10 a 60
nM), aun cuando cada prueba se rea-
liza con curvas de calibracion particu-
lares. Sin embargo, a pesar de la gran
sencillez de los eritrocitos en cuanto a
su abundancia, facilidad de obtencion
y posibilidades de manejo, se dificulta
estudiarlos por la presencia de la he-
moglobina, proteina que ademas de ser
muy abundante, tiene color en un am-
plio rango del espectro visible, mani-
fiesta fluorescencia intrinseca y cuenta
con gran capacidad de apagamiento
de la luz, ademas de ser capaz de res-
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ponder a condiciones oxido-reductoras
y a cambios de pH.

Otra prueba que frecuentemente se
usa en eritrocitos para estudiar la con-
centracion de calcio intracelular libre
es la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de compuestos
fluorinados, los cuales se calibran y
ajustan empleando un quelante de cal-
cio para conocer la diferencia en el
espectro, debida a la interaccion del
calcio con el fluor. Esta técnica elimi-
na las dificultades antes mencionadas
con los fluor6foros, pero es mas cara
y se requiere de un equipo mas sofis-
ticado.

Aun con las dificultades indicadas
para conocer la concentracion de cal-
cio intracelular libre en el eritrocito, es
posible encontrar pardmetros norma-
les generales y experimentos compa-
rativos, que permiten conocer bajo una
misma condicion experimental los cam-
bios en la concentracion del calcio
intracelular libre en un bloque de estu-
dio o trabajo, o bajo ciertas condicio-
nes experimentales de manera
confiable y cuantitativa (7).

MECANISMOS QUE INFLUYEN
EN LA CONCENTRACION DE
CALCIO INTRACELULAR LIBRE
EN LOS ERITROCITOS
Los mecanismos que mantienen la
concentracion de calcio intracelular li-
bre en los eritrocitos, son en general
similares a los empleados por células
no excitables, incluyendo la entrada,
la salida y el amortiguamiento. Sin
embargo, es importante recordar que
los eritrocitos no cuentan con organulos
intracelulares, lo cual lo imposibilita
para emplear los reservorios
intracelulares en el control del calcio
intracelular libre, hecho que simplifi-
caria el manejo y el estudio de los efec-
tos del calcio intracelular libre en es-
tas células.

Los sistemas de entrada de calcio
en los eritrocitos no han sido totalmente
caracterizados. Se ha demostrado la
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entrada de calcio al eritrocito por ca-
nales cationicos no selectivos depen-
dientes del estado de 6xido-reduccion
del eritrocito, ya que se ha observado
que el dafio oxidativo, es decir el in-
cremento de la condicion oxidante so-
bre la antioxidante en el eritrocito, ca-
racterizada basicamente por una dis-
minucién de la concentracion de
glutation reducido, lo cual abre
permeabilidades no especificas a
cationes, permitiendo el incremento de
calcio intracelular libre y empleando
este incremento como un sistema
efector del dafio oxidativo para indu-
cir respuestas en la célula. Por otro
lado para mantener el estado estacio-
nario de la concentracion de calcio
intracelular libre en el eritrocito se re-
quiere la salida del mismo de manera
eficiente, para ello el eritrocito cuenta
con la ATPasa de calcio dependiente
de magnesio, tipo PMCA4 (debido a
que se encuentra en la membrana
plasmatica y es una isoforma tipo 4 la
que se encuentra en eritrocitos huma-
nos) y es activada por calmodulina. El
incremento de calcio intracelular libre
permite de inmediato que el calcio li-
bre se una a la calmodulina y se acti-
ve la ATPasa de calcio, la cual a su
vez expulsa calcio del interior de eri-
trocito en contra de gradiente hacia el
plasma. En los eritrocitos, al igual que
en otras células no excitables no se ha
demostrado la participacion del
intercambiador sodio/calcio en la sali-
da de calcio.

Los unicos sistemas moleculares
amortiguadores que existen en los
eritrocitos son las proteinas y las sales
que contienen estas células, sin em-
bargo aun estos son limitados ya que
la proteina mas abundante en el eri-
trocito es la hemoglobina (90 % de las
proteinas intracelulares) y la misma no
tiene gran afinidad por calcio y no
cuenta con sitios estereoespecificos,
por lo que la tinica forma de union se-
ria a través de la union electrostatica,
cuya afinidad estd muy por debajo de

la afinidad de la ATPasa para su sali-
da, por lo cual la retencion de calcio
por amortiguadores intracelulares s6lo
depende de la capacidad de formacion
de algunas sales con cloro y fosfato y
la unidn a algunas proteinas, que a su
vez estan limitadas por la propia con-
centracion de calcio (1, 8).

FUNCIONES DEL CALCIO
INTRACELULAR LIBRE EN LOS
ERITROCITOS

El calcio intracelular libre afecta la
elasticidad, la estabilidad, la forma, el
volumen, la estructura y algunas fun-
ciones intracelulares del eritrocito.
Estabiliza al citoesqueleto a través del
complejo calcio-calmodulina, mante-
niendo la estructuracion espectrina-
actina y espectrina-anquirina. De este
modo, un incremento del calcio
intracelular libre induce una serie de
cambios tales como: i) reducir el volu-
men celular, ii) aumentar la fragilidad
de la membrana, iii) alterar la estruc-
tura y organizacion del citoesqueleto,
activando proteasas especificas para
el citoesqueleto (Fig. 2), todo lo cual
altera la morfologia de los eritrocitos,
generando los llamados equinocitos en
los que se reduce la elasticidad hacien-
do mas rigida la estructura, aumentan-
do asi la posibilidad de ruptura en las
presiones capilares. A concentracio-
nes de calcio intracelular mayores a
0.1 uM la constante de union de cal-
cio-calmodulina reduce la afinidad de
la proteina 4.1 a la region espectrina-
actina, lo cual conlleva a un debilita-
miento de la red del citoesqueleto del
eritrocito. También se ve afectado el
dominio citoplasmatico de la banda 3
y su unién al complejo espectrina-
anquirina, debilitando aun mas la tra-
ma de citoesqueleto y afectando la
elasticidad y estructura del eritrocito
(9). Estos cambios conformacionales
que se generan con un incremento de
calcio intracelular libre, se han observa-
do en patologias de importancia médica
como anemia, diabetes e hipertension.
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Figura 2. Esquema de los mecanismos que regulan la concentracion de calcio intracelular libre
en los eritrocitos. Canales de calcio intracelular libre [Ca?*i], calcio extracelular libre [Ca?*]e
y ATPasa de calcio de la membrana plasmética ATPasa/(Ca**-Mg?*).

La correlacion que presenta el in-
cremento de la concentracion de cal-
cio intracelular libre con los cambios
descritos, también se presentan en
eritrocitos envejecidos como un me-
canismo que permite la remocion de
los mismos de la circulacion, realizan-
do como se ha descrito, un proceso de
eriptosis (6).

Asimismo, es posible encontrar in-
cremento de la concentracion de cal-
cio intracelular libre tanto en procesos
toxicos, en infecciones virales y para-
sitarias, asi como en alteraciones
metabolicas, como ya se menciono.

RELACION ENTRE EL CALCIO
INTRACELULAR LIBRE Y LAS
ENFERMEDADES

Ya hemos mencionado para el caso de
los eritrocitos, los cambios que suceden
en ellos si se introduce artificialmente
calcio por medio de un iondforo de
calcio, hacen que las células inicien la
eriptosis y provoca que sean
hemolizadas. Estos cambios a su vez,
pueden estar involucrados con diver-

sas enfermedades como es en el caso
del dafio renal crénico, en el que se
correlaciona el incremento en la re-
mocion de eritrocitos por eriptosis o la
hemolisis en sangre, con diferentes
grados de dafio en el sistema renal
debida a la sobrecarga de proteinas,
basicamente por la formacion de ci-
lindros de hemoglobina en los
glomérulos renales, los cuales pueden
condicionar al organismo para desa-
rrollar enfermedad renal cronica, que
puede evolucionar y llevarla a una in-
suficiencia renal crénica, con conse-
cuencias graves e irreversibles en el
organismo (4, 8).

Por todo lo expuesto anteriormen-
te, la evaluacion del calcio intracelular
libre puede, en este sentido ser un in-
dicador del impacto y la evolucion de
las enfermedades en el contexto de la
fisiologia celular e indicarnos el grado
de dafio y la forma como evolucionan
los diversos tratamientos establecidos
para enfermedades como la diabetes,
la hipertension, los dafios oxidativos,
los dafios por agentes toxicos, las en-
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fermedades parasitarias o virales, asi
como indicadores del correcto desa-
rrollo sistémico o en particular como
indicadores del proceso de maduracion
y desarrollo del sistema sanguineo (4,
10, 11).

Asi mismo, por experimentos in
vitro se ha propuesto que el uso de
bloqueadores de canales de calcio o
quelantes de calcio extra e intracelu-
lares, pueden tener efectos benéficos
y revertir o evitar los efectos del in-
cremento de calcio intracelular en di-
versos dafos celulares. Por tanto, en
enfermedades tales como la hipertension
arterial los mecanismos moleculares
que subyacen al empleo de bloqueadores
de canales de calcio pueden estar ejer-
ciendo sus efectos favorables, en esta
extremadamente fina regulacion del
calcio intracelular libre (12, 13). Esta
nueva perspectiva de enfoque abre
caminos importantes en el uso de
bloqueadores de calcio (nuevosy co-
nocidos) para estudiar los posibles
mecanismos fisiopatoldgicos de dafio
de otros padecimientos que cursen con
incrementos de calcio intracelular li-
bre.

Seguramente estamos al inicio de
la nueva optica de estudio del calcio
intracelular libre, al considerarlo direc-
tamente como un efector importante
en diversas enfermedades, por lo que
se precisa cuantificacion, estudios
diagnosticos y su control para el trata-
miento iran tomando forma cada vez
con mayor claridad en una gran canti-
dad de padecimientos de diversas in-
dole que como factor comun tienen el
incremento del calcio intracelular libre.
Y es precisamente en este contexto,
que su estudio en los eritrocitos sera
un modelo simplificado y de facil ac-
ceso, propio de cada uno de los pa-
cientes que ayudaran a comprender y
ayudar a resolver varias de las enfer-
medades que presentan cambios suti-
les o desajustes en la regulacion del
calcio intracelular libre.
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