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La combinacién de herramientas bioquimicas, biofisicas y moleculares han permitido profundizar en el estudio de la
relacién estructura-funcion de diversas proteinas. La Ca®*-ATPasa de membrana plasmética, enzima clave en el
mantenimiento de la homedstasis de Ca®*, es una proteina cuya funcién es altamente regulada. En este sentido, la Ca*-
ATPasa es regulada por calmodulina, fosforilacién por proteinas quinasas dependientes de AMPc y Ca®", fosfolipidos
acidicos, proteolisis por calpaina, solventes organicos, etanol y segundos mensajeros de naturaleza lipidica como:
diacilglicerol y esfingolipidos. El efecto de los distintos moduladores sobre la Ca?*-ATPasa ha sido caracterizado a
nivel funcional y los sitios de interaccion con la proteina han sido establecidos en algunos casos por estudios de
inmunomarcaje y proteolisis. Recientemente con la disponibilidad de las herramientas moleculares se ha profundizado
en el estudio de los sitios en la proteina donde intervienen cada uno de los compuestos que conocemos tienen un papel
regulatorio sobre la enzima, pudiéndose establecer una relacién entre las funciones y propiedades regulatorias de los
moduladores y la estructura de la proteina. Por otra parte, hemos podido expresar y realizar manipulaciones genéticas de
la enzima, pudiendo asi profundizar sobre los mecanismos de accion de estos moduladores sobre la Ca?*-ATPasa de

membrana plasmatica.

Introduccion

La Ca®-ATPasa de membrana plasmatica es una
enzima clave en el mantenimiento de la homeostasis
intracelular del Ca?*. Esta enzima transporta a este
cation desde el citoplasma de las células a expensas de
la hidrdlisis de ATP y en algunas células es el Unico
sistema transportador de Ca®* existente en la
membrana plasméatica. De hecho, en eritrocitos, la
Ca*-ATPasa es la Unica estructura encargada de
mantener los niveles intracelulares de Ca**.

Esta enzima ha sido identificada en todas las células
eucariotas estudiadas: en plantas, en eucariotas
inferiores, en parasitos extracelulares e intracelulares
e incluso en algunos organismos procariotas (2, 7, 8).
La existencia de esta estructura en sistemas tan poco
relacionados evolutivamente demuestra su
importancia como mecanismo de regulacion de la
concentracion intracelular de Ca?".

Una propiedad distintiva de la Ca**-ATPasa es que
ésta es regulada por una amplia variedad de
mecanismos como son: la activacién directa por la
calmodulina (CaM) (6, 7), interaccion con
fosfolipidos acidicos o acidos grasos poli-insaturados
de cadena larga (14, 16, 21), fosforilacién por
proteinas quinasas A y C (15, 20), protedlisis por
calpaina (1), solventes organicos (3), etanol (4, 9) y
segundos mensajeros lipidicos como el diacilglicerol
(17) y los esfingolipidos (10).

Uno de los aspectos mas importantes a considerar
cuando estamos caracterizando el efecto de alguna
molécula reguladora sobre la actividad de una enzima,
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es establecer el mecanismo de accion de dicho
regulador, para lo cual es importante identificar y
caracterizar la posible region en la estructura de la
enzima donde dicho compuesto estaria ejerciendo su
efecto. Mediante numerosos estudios se ha tratado de
establecer el mecanismo de accion de los diferentes
moduladores de la Ca®*-ATPasa de membrana
plasmatica, algunos de los cuales actualmente son
ampliamente conocidos, como es el caso de la CaM,
mientras otros apenas comienzan a dilucidarse.

Uno de los intereses actuales de nuestra investigacion
es caracterizar y establecer el posible mecanismo de
accion de diferentes compuestos que hemos
identificado y caracterizado como reguladores de la
Ca®*-ATPasa de membrana plasmatica, como son: el
etanol, el diacilglicerol y la ceramida, los dos Gltimos,
compuestos de gran relevancia al ser dos importantes
segundos mensajeros en las células eucariotas.

Mecanismo de accion de la CaM sobre la Ca?*-
ATPasa de membrana plasmatica

La CaM es el principal modulador proteico natural de
la Ca*-ATPasa de membrana plasmatica, una
proteina mediadora de las funciones del Ca*,
altamente conservada y presente en todas las células
eucariotas (6). La CaM aumenta la Vmax y la afinidad
de la enzima por el Ca®*. El mecanismo de
estimulacion de la Ca**-ATPasa por la CaM ha sido
bien caracterizado. La localizacién del dominio de
unién de CaM en esta enzima y la evidencia de un
dominio autoinhibitorio C-terminal de 9 KDa, se



determind en un primer acercamiento mediante
estudios de protedlisis controlada (11, 16).
Posteriormente mediante el uso de herramientas
moleculares utilizando formas truncadas expresadas
de la Ca®-ATPasa, se logro establecer que dicho
dominio consistia en una region C-terminal de 28 aa
(19). La estandarizacion del sistema de expresion de
proteinas en células COS, para la expresion de
diferentes isoformas y formas truncadas de la Ca?-
ATPasa fueron claves en este estudio.

Profundizando méas en la caracterizacion del
mecanismo de accion de la CaM sobre esta enzima,
se lograron identificar mediante estudios de marcaje
molecular, dos sitios citoplasmaticos de la enzima
donde interactda el dominio de unién de la CaM (12,
13). Uno de estos sitios estad ubicado en el segundo
dominio citos6lico entre la region donde se forma el
intermediario fosforilado y el sitio de union del ATP,
el cual comprende 8 aa (residuos 537 al 544 de la
enzima) y el otro sitio, algo mas extenso, esta ubicado
entre los residuos aminoacidicos 206 y 271.

Todos estos estudios en combinacion utilizando
herramientas bioquimicas, biofisicas, inmunoldgicas,
y moleculares, permitieron establecer el mecanismo
de accion de la CaM sobre la Ca®*-ATPasa de
membrana  plasmatica que hoy conocemos,
concluyéndose asi, que la interaccion del dominio de
unién de la CaM en el extremo C-terminal de la Ca**-
ATPasa con los dos sitios identificados cercanos al
sitio activo de la enzima, permite un mayor o menor
acceso de los sustratos al sitio activo y que dicha
interaccién entre los dominios citoplasmatico y la
region C-terminal debe ser regulado por la interaccion
de la CaM con la enzima.

Mecanismo de accién de los fosfolipidos acidicos
sobre la Ca?*-ATPasa de membrana plasmética

La Ca®*-ATPasa es activada por fosfolipidos acidicos
como la fostatidilserina (PS) y fosfadidilinositol (PI)
asi como por &cidos grasos polinsaturados de cadena
larga como acido oleico y araquiddnico (16). Se ha
sugerido que la presencia de este tipo de fosfolipidos
en el ambiente natural de la enzima, podria traer
como consecuencia el que la enzima se encuentre
estimulada hasta un 50 % de su estimulacion
maxima en condiciones naturales y que la
estimulacion depende de la union directa de los
lipidos a la proteina. Se ha planteado la existencia de
dos sitios de union de estos fosfolipidos con la
enzima (5, 14, 21), uno de estos sitios es compartido
con la CaM y el otro es un dominio proteico
separado, rico en lisina y localizado en el dominio
citoplasmatico  ubicado entre los  dominios
transmembrana 2 y 3, en la regién comprendida entre
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los aa 296 y 349 de la enzima. Respecto al
mecanismo de accion de los fosfolipidos acidicos
sobre la ATPasa, solo existe informacion
fragmentaria. Sin embargo, el modelo planteado es la
interaccion directa de estos compuestos en las
regiones C-terminal (dominio compartido con la
region de union de CaM) y N-terminal ubicada entre
los aminoécidos 296 y 349 de la proteina. Los
trabajos hasta ahora discutidos han permitido sugerir
que los mecanismos de estimulacién por CaM y por
los fosfolipidos &cidicos podrian ser similares. Sin
embargo, existen abundantes diferencias entre ambos
moduladores, como son, el nimero de sitios de union,
la cantidad de moléculas necesarias para producir la
estimulacion y el nivel final de estimulacion, que
pudiera explicarse mediante la accion diferencial de
estos compuestos sobre la enzima. EI mecanismo de
accion de los fosfolipidos acidicos debe ser estudiado
en mayor profundidad lo cual podra ser abordado
mediante el uso de formas de la enzima manipuladas
genéticamente 'y posteriormente expresadas y
caracterizadas.

Mecanismo de accion del Etanol sobre la Ca®*-
ATPasa de membrana plasmatica

Trabajos realizados en nuestro  Laboratorio
demostraron que el etanol, un compuesto asociado con
numerosos desérdenes degenerativos e inflamatorios
en higado, corazon, musculo esquelético y pancreas,
asi como un fuerte perturbador del sistema nervioso
central, era capaz de estimular a la Ca?*-ATPasa de
membrana plasmética, tanto en preparaciones de
membrana como en la enzima purificada de eritrocitos
humanos (4), encontrdndose que a una concentracion
de 5% etanol, la velocidad maxima de la enzima
aumenta 2.4 veces con respecto a la actividad basal
produciéndose ademas una disminucion del Km para
el Ca®,

Tratando de profundizar sobre el posible mecanismo
de accion del etanol, se estudio el efecto de este
alcohol sobre 4 isoformas (PMCALlb, PMCAZc,
PMCA4a y PMCA4b) y formas truncadas carentes de
44 y 139 aa en la region C-terminal (PMCA4bA44 y
PMCA4bA139) de la Ca®*-ATPasa de membrana
plasmatica, expresadas en células Sf9 a través de un
sistema de expresion por baculovirus (9). Los
resultados mostraron que el etanol era capaz de
estimular todas las isoformas de la enzima y a la
forma truncada PMCA4bA44, mientras que no tuvo
ningln efecto en la forma truncada PMCA4bA139.
Esto permiti6 demostrar, que el etanol estaba
ejerciendo su efecto sobre la enzima en una region de
95 aa localizada hacia el extremo C-terminal de la
proteina (9). Dado a que esta region de 95 aa, es muy



extensa para la interaccion del etanol con la enzima y
en ella se encuentra también el sitio de unién de la
CaM, se intento6 establecer una regién mas delimitada
donde pudiera estar interactuando este alcohol. En
este sentido, se utiliz6 una nueva forma truncada,
carente de 118 aa C-terminales (PMCA4bA118), la
cual carecia de 21 aa con respecto a la
PMCA4bA139. Los resultados mostraron que el
etanol en esta forma truncada A 118 no tenia ningln
efecto al igual que en la forma A139, indicAndonos
que los 21 aa presentes en la forma A139 y ausente en
la A118, no participaban directamente en la
interaccion del alcohol con la enzima, concluyéndose
asi, que la region de interaccion del etanol se
encontraba en los 74 aminoacidos restantes (18).

Por otra parte, ha sido reportado que el etanol tiene un
efecto aditivo al de la CaM en la Ca*-ATPasa
purificada de eritrocitos humanos, fantasmas de
eritrocitos humanos y sobre el transporte de Ca** en
vesiculas invertidas de eritrocitos (4). Observandose
igualmente este aditividad en la forma nativa y
truncada A44 de la enzima, expresada tanto en células
Sf9 (9), como en células COS-7 (18). Estas
evidencias, claramente indican mecanismos de accion
diferentes para estos moduladores sobre la enzima.
Tomando en cuenta que en la region de 74 aa C-
terminal se encuentran los 28 aa correspondientes al
sitio de union de la CaM con la enzima, se podria
plantear entonces, que al restar de la regién de 74 aa
C-terminales, estos 28 aminoacidos, quedarian 46
aminoacidos donde posiblemente estaria
interactuando el etanol con la Ca*-ATPasa. Resta a
futuro tratar de establecer dentro de esta region, el o
los aminodcidos donde estaria interactuando
directamente el etanol, lo cual podria ser facilmente
corroborado con la generacion de nuevas formas
truncadas y mutadas de la enzima, asi como mediante
estudios de interaccion del etanol o compuestos
sintéticos marcados directamente con la proteina.

Mecanismo de accion del Diacilglicerol y la
Ceramida sobre la Ca®*-ATPasa de Membrana
Plasmatica

La estimulacion inducida por el etanol sobre la
actividad de la Ca®*-ATPasa llevd a considerar la
importancia que este efecto pudiera tener para la
enzima “in vivo”, dado a que el etanol no es un
modulador natural. Esto planted la posible existencia
de otros moduladores fisiolégicos que estimulen a
esta enzima in vivo y que pudieran llevar a la Ca*-
ATPasa a su maximo potencial de actividad,
simulando el efecto del etanol. En este sentido, se
pudo demostrar que el diacilglicerol (17) y la
ceramida (10), estimulan directamente la bomba,
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aumentando la velocidad méxima y disminuyendo el
Km para el Ca®, encontrdndose ademéas una
aditividad del efecto del DAG y la ceramida con CaM
y etanol. Dada la importancia del DAG vy la ceramida
como segundos mensajeros en las células y como
moduladores fisiologicos de la Ca*-ATPasa de
membrana plasmatica, resulta de gran interés
establecer el posible sitio de interaccién de estos
compuestos con la enzima y sus mecanismo de accion
sobre la misma.

Estudios realizados sobre las formas truncadas A44,
A118 y A139 de la Ca**ATPasa expresada en células
COS-7, permitieron ahondar sobre el posible
mecanismo de accion del DAG y la ceramida. En este
sentido, se demostr6 que tanto el DAG como la
ceramida, eran capaces de estimular tanto a la
isoforma nativa PMCA4b como a las formas
truncadas A44, A118 y A139, independientemente de
que tuvieran o no el sitio de interaccion del etanol y la
CaM, sugiriéndose de manera evidente que los 139 aa
presentes hacia el extremo C-terminal de la Ca®-
ATPasa, no estarian involucrados en la interaccion
del DAG y de la ceramida con la enzima.

Tratando de explorar otras posibles regiones en la
proteina donde podrian interactuar estos compuestos,
se penso en la posibilidad de que ejercieran su efecto
mediante un mecanismo similar al reportado para los
fosfolipidos acidicos (5, 14, 21). Tomando en cuenta
que el DAG y la ceramida tuvieron un efecto
estimulatorio en las formas truncadas de la Ca*-
ATPasa carente del sitio de union de la CaM, donde
se encuentra uno de los sitios de estimulacién por
fosfolipidos acidicos reportados, esta region quedo
descartada, explorandose entonces la posible
interaccién del DAG y la ceramida con el segundo
sitio reportado, ubicado en la region de 44 aa en la
region N-terminal de la enzima (21).

Para estudiar la posible participacion de esta region
de 44 aa en la interaccién del DAG y la ceramida con
la Ca*-ATPasa, se determind el efecto de ambos
moduladores sobre la Ca*-ATPasa purificada de
eritrocitos humanos en ausencia y presencia de un
fosfolipido acidico como la fosfatidilserina (PS). Los
resultados mostraron que no hay aditividad entre los
efectos de PS-DAG, PS-Ceramida, DAG-Ceramida y
DAG-PS-Ceramida, indicando esto que los tres
moduladores lipidicos posiblemente interactdan con
la enzima en un mismo dominio y concluyéndose que
éstos estimulan a la Ca*-ATPasa de membrana
plasmética mediante un mecanismo de accién similar
al de los fosfolipidos acidicos. Estudios donde se
realicen manipulaciones genéticas de la enzima en
esta region, permitirdn profundizar sobre los posibles
aminoacidos importantes para la interaccion de estos
compuestos con la enzima.
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