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El “cuplon”, unidad funcional del
acoplamiento contractil

Eduardo Rios"

Resumen

Este articulo examina la evolucion del concepto de cuplén, unidad funcional del acoplamiento
contractil, originado hace mas de quince afios con los colegas Gonzalo Pizarro y Michael Stern.
Este examen nos permitira poner al dia avances en el estudio del acoplamiento entre la excitacion
de origen nervioso y la contraccion muscular. Como se vera, la investigacion en el tema ha tenido
recientemente un claro viraje hacia la busqueda de formas de aplicacion de los conceptos bésicos en
la prevencion y el tratamiento de varias enfermedades. A su vez, el estudio de mutaciones hereditarias
en las proteinas del cuplon permitié nuevos avances en la comprension de las interrogantes mas
basicas (cudles son sus funciones y sus interacciones supramoleculares) en una feliz y bastante
inesperada potenciacion mutua entre enfoques muy diferentes de la realidad. Este articulo sigue
un desarrollo iterativo, describiendo primero los aspectos basicos del tema, pasando luego a los
estudios aplicados, y a través de ellos volviendo a cuestiones fundamentales, ahora en pleno proceso
de esclarecimiento.
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Title

The “couplon”; functional unit of excitation-contraction coupling.

Abstract

The article traces the evolution of the “couplon” concept as functional unit of excitation-contraction
coupling, a concept originated with colleagues Gonzalo Pizarro and Michael Stern more than 15
years ago. In the article I update advances in the study of the coupling between excitation, which is
originated in the nervous system, and contraction of muscle. As I shall show, research on the topic
recently experienced a marked turn towards a quest for ways to apply the basic understanding of
function, acquired earlier, to the prevention and treatment of various diseases. Reciprocally, the study
of inherited mutations in the couplon proteins led to new advances in our understanding of basic
questions (about functions and interactions of these molecules) in a virtuous and quite surprising
mutual potentiation between two very different approaches. Consequently, the article develops
through iterations, first describing the basic aspects of function, proceeding later to the applied or
translational disease studies, and then using the latter to get back to fundamental questions, now in
final stages of clarification.
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GLOSARIO DE ACRONIMOS

Acronimo Definicion
RS Reticulo sarcoplasmaético
TT, tabulo T Tubulo transverso
AEC Acoplamiento excitacion-contraccion, acoplamiento contractil
RyR, RyR1-3 Receptor de rianodina, 3 isoformas
DHPR Receptor de dihidropiridinas
Cavl.l, Cavl.2 Subunidades principales de los DHPR
LCIC Liberacién de calcio inducida por calcio
STORM Microscopia de reconstruccion Optica aleatoria
LCID Liberacién de calcio inducida por despolarizacion

Casq, Casql, Casq2

Calsecuestrina, en dos isoformas

CPVT

Taquicardia ventricular catecolaminérgica polimorfica

HM Hipertermia maligna

DI-DIV Segmentos “calientes” de los RyR

EM, crio-EM Microfotografia electronica y su variante en moléculas congeladas
CCD Enfermedad de cuerpos centrales

Y522S,YS Mutacion de RyR1 asociada a HM

BAPTA Amortiguador o tampon de calcio

Dé4cpv Biosensor de calcio de tipo “camaledn”

CAM Calmodulina

FRET Transferencia de energia resonante, o de Forster
SERCA Bomba de calcio del RS (y reticulo endoplasmaético)
IDC Inactivacion dependiente de calcio

[Ca’], Concentracion de calcio i6nico en compartimiento XX
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INTRODUCCION

Para que los musculos estriados (esquelético y
cardiaco) se contraigan, es necesario que se una el
elemento calcio a estructuras proteicas del aparato
contractil, y eso requiere un aumento rapido en la
concentracion de calcio i6nico libre en el citosol
de las células musculares. Tanto en el corazon
como en los musculos esqueléticos ese calcio es
provisto por un organelo de almacenamiento (el
reticulo sarcoplasmatico, RS, que es una division
especializada del reticulo endoplasmadtico) cuyas
zonas dedicadas al depodsito y entrega rapida
de calcio, las cisternas terminales, se disponen
periodicamente a lo largo de las células, en el
interior de las mismas. En el musculo esquelético,
ilustrado en la figura 1, las cisternas se encuentran

Figura 1. Estructura de la célula muscular esquelética
o miofibra de mamifero. En el musculo humano el
diametro es cercano a 30 um. El material contractil se
dispone en miofibrillas cilindricas (de aproximadamente
1 um de diametro; no se respeta en el diagrama la
relacion entre diametro de fibra y miofibrilla). El
reticulo sarcoplasmatico rodea las miofibrillas, como
un manguito dedicado al acoplamiento contractil.
Los tubulos T son invaginaciones de la membrana
plasmatica, y forman triadas con dos cisternas
terminales del reticulo sarcoplasmatico. Las triadas
incluyen dos “junturas” donde se encuentran muy
cercanas las membranas de tubulo y cisternas. Es alli
que se encuentran los actores centrales del proceso
de liberacion de calcio. Las proteinas SERCA, atp-
asas que se encargan de la captacion de calcio, se
distribuyen densamente por toda la membrana del
reticulo sarcoplasmatico, exceptuando solamente su
parte juntural.

Articulo de revision

Figura 2. Estructuras junturales en la célula del miisculo
ventricular cardiaco. La diferencia principal con las
junturas de musculo esquelético es el menor tamafio
de las cisternas terminales (JSR). Estas cisternas tienen
formas irregulares, que envuelven parcialmente el
tubulo T y nunca llegan a formar triadas. Otra diferencia
radica en la comunicacion entre cisternas terminales y el
resto del RS, que son mucho mas limitadas en el miocito
cardiaco, resultando en una limitacién a la difusion de
calcio que hace mas rapida la deplecion o agotamiento
del contenido de calcio cuando en estas células se libera
el ion desde el RS hacia el citosol. Diagrama modificado
de Brochet DX et al. [48]. ©2005 National Academy of
Sciences, U.S.A.

en pares, a ambos lados de invaginaciones de la
membrana plasmatica llamadas tabulos transversos
(TT), formando con ellos las denominadas “uniones
triada”, donde las membranas intracelular (del
reticulo sarcoplasmadtico) y celular o plasmatica
(de los tubulos transversos) se encuentran juntas,
paralelas, pero sin fusionarse. Enlos cardiomiocitos
(Figura 2) se encuentra una aposicion similar, pero
las cisternas terminales no se aparean, debido a
que son mucho mas pequenas. Por esa razon la
estructura correspondiente puede ser una diada,
formada por una cisterna y la membrana tubular,
0 una “cupla periférica”, que asi se denomina la
unidad estructural y funcional formada por una
cisterna y una region especializada de membrana
plasmatica no tubular [1].

Es en esta cercana aposicion de una membrana
eléctricamente excitable (la plasmatica) y otra
eléctricamente inerte (la del reticulo sarcoplasma-
tico) que la senal eléctrica (el potencial de accion
que viaja por los tubulos transversos) comanda
la apertura y posterior cierre de los canales de
calcio del RS. Ese es el escenario donde transcurre
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la funcion que desde Sandow [2] se denomina
acoplamiento excitacion-contracciéon, AEC, o
acoplamiento contractil.

En el ano 1988, en base a estudios estructurales
y funcionales en ranas, peces y roedores, se habia
llegado a una idea bastante clara de la importancia
y disposicion espacial de dos proteinas clave en
este proceso, presentes en la porcion “de juntura™
respectivamente de la membrana del reticulo
sarcoplasmatico y del tibulo transverso: el canal
de liberacion de calcio [3], también llamado
receptor de rianodina (RyR por su nombre en
inglés ryanodine receptor), y el canal de calcio
tipo-L o receptor de dihidropiridina (DHPR? por
dihydropyridine receptor) [4, 5]. Otros nombres del
DHPR son Cavl.1 en musculo esquelético (donde
también se le conoce como ‘“sensor de voltaje”,
en referencia a su funcion principal) y Cavl.2 en
musculo cardiaco’.

La disposicion de estas moléculas en las junturas
de musculo esquelético estd indicada en la figura 3.
Alli los receptores de rianodina, presentes en la
membrana del reticulo sarcoplasmatico, forman
una doble fila y los DHPR (en la membrana del
tabulo transverso) se enfrentan a ellos en forma
estequiométrica. Los DHPR (polimeros de 5
subunidades distintas) forman tétradas (de cuatro
heteropentdmeros). Como se ve en el diagrama
3A, los DHPR se disponen prolijamente, uno
por cada dos receptores de rianodina, apareados
a uno y salteando el siguiente. Los receptores de
rianodina son grandes polimeros de 4 protomeros
idénticos, cada uno de ellos constituido por mas de
5000 residuos aminoacidicos. Las observaciones
realizadas con microscopia electronica indican que
cada protomero esta en aposicion directa con uno
de los DHPR que forman la tétrada. La razon entre
el nimero de DHPR y el de RyR esde 2 a | en
los mamiferos (ya que se cuentan separadamente
4 DHPR por tétrada, y la aposicion saltea uno de
cada dos RyR), y aproximadamente 1 a 1 en otras
especies. La diferencia se explicard mas adelante.

En el musculo cardiaco los receptores de
rianodina forman grupos mayores, de mas de
dos filas. La razon DHPR/RyR es menor y no
estequiométrica. Los Cavl.2, es decir los DHPR
del musculo cardiaco, forman canales sensibles al
voltaje, que se abren cuando llega el potencial de
accion, permitiendo la entrada de calcio desde el

channels

Figura 3. El modelo original del cuplon. En A se
representan pictorialmente los componentes de la
juntura de musculo esquelético conocidos en 1997, las
tétrada de DHPR, residentes en la membrana del TT y
los homotetrameros de RyR1, canales de la membrana
RS. En B se muestra la geometria usada en los calculos
numéricos. Los circulos representan origenes o
“fuentes” del flujo de calcio, una por canal. El calcio se
vierte por los canales abiertos a una hendidura juntural
estrecha, pero en amplia comunicacioén con el espacio
citosolico. Si bien la triada incluye dos junturas como
la representada, una a cada lado del TT, los calculos
iniciales mostraron que el calcio proveniente de una
no podia activar los canales de la otra, con lo que la
interaccion se ignord en la computacion final. Esos
mismos calculos llevaron a definir el cuplén como
los sensores de voltaje y canales RyR de un lado de la
triada. Reproducido de Stern MD, et al. [16].

© 1997 Rockerfeller University Press. Journal of
General Physiology. 110:415-440

t Aunque la palabra no existe en el Diccionario de la
Real Academia, llamaremos “juntural” a la porcion de
juntura o de unidn, tanto del reticulo sarcoplasmatico
como del tdbulo transverso.

2 Elegimos conservar el acronimo DHPR, en vez de tra-
ducirlo, por simetria con el término RyR, que se ha im-
puesto universalmente para el receptor de rianodina.

3 La notacion Cavl (.1 o .2) se aplica a la subunidad
principal, también llamada alfa-1, de estos canales, o
a sus correspondientes genes. DHPR nombra al canal
o sensor de voltaje completo, con todas sus subunida-
des. Acéd usamos ocasionalmente Cavl (.1 o .2) tam-
bién para referirnos al canal completo cuando quere-
mos distinguir entre las dos variedades.
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exterior. Este influjo, comparativamente pequeio,
tiene como funcidon causar la apertura de los
receptores de rianodina en la juntura, en virtud de
la susceptibilidad, intrinseca a todos los receptores
de rianodina (presentes en todos los musculos, y
abundantes también en el sistema nervioso), de ser
estimulados a abrirse cuando el calcio se une a su
faz citosolica. El flujo de calcio hacia el citosol es
entonces debido a “liberacion de calcio inducida
por calcio” (LCIC; en inglés, CICR [6, 7]).

EL CUPLON

Por simple inspeccion del diagrama 3A puede
concluirse que el mecanismo de control de los
canales receptores de rianodina no puede ser
primariamente mediado por calcio. Un mecanismo
“quimico”, sinaptico, como lo es el de liberacion de
calcio inducida por calcio, no necesita la aposicion
estequiométrica entre el emisor y el receptor de la
sefal.

La senal, presente en musculo esquelético,
debia ser, a todas vistas, mecéanica, un empujon-
cito, del sensor (Cavl.l) a receptor (RyR). Ese
mecanismo, que habia sido propuesto muchos
afos antes como el movimiento de un simple
tapon [8], fue categorizado como alostérico en
1993 [9], cuando demostramos una analogia muy
estrecha con los fenomenos alostéricos clasicos,
y una aplicabilidad directa de los formalismos
cuantitativos desarrollados por Monod, Wyman y
Changeux para describir dichos fendmenos en la
hemoglobina [10]. El término “alostérico” (otro
sitio) se justifica en que el sensor abre el canal
“tocandolo” en un sitio de contacto alejado de la
compuerta propiamente dicha. El enorme receptor
de rianodina terminaria reveldndose como una
molécula maestra en distintas formas de alosteria
o alosterismo.

Yaen 1988, con Gonzalo Pizarro [11], propusimos
que el receptor de rianodina inmediatamente
adjunto al Cavl.l se abre primero, en respuesta
directa a los movimientos de aquél, y luego el
calcio que fluye por éste al citosol activa al o los
receptores de rianodina cercanos, que no tienen
Cavl.1 asociado. Este mecanismo hibrido tiene la
virtud de justificar tanto la estequiometria exacta
(una tétrada de DHPR cada dos RyR) como la
activacion de canales no directamente controlados
por un sensor de voltaje.

Articulo de revision

El problema presentado por la existencia de
canales no directamente ligados a un sensor de
voltaje se volvid mds urgente con la descripcion,
primero en musculo cardiaco [12] y mas tarde en
musculo esquelético de rana [13], de las chispas de
calcio, identificadas luego como los componentes
elementales -los ladrillos- que construyen la sefial
celular. Algunos aspectos de estos eventos se
ilustran en la figura 4. El panel 4A muestra chispas
en una imagen de fluorescencia de un indicador de
calcio (fluo-4) en el citosol de una fibra esquelética
de rana. Dichas chispas pueden generarse espon-
taneamente, inducirse con farmacos o aparecer
como componentes discretos en respuesta a una
despolarizacion. El panel B muestra un promedio
de multiples chispas, localizadas automaticamente
en imagenes obtenidas en varias células®.

La activacion de chispas subsecuente a un
potencial de accion en musculo cardiaco (donde los
RyR no estan fisicamente asociados a sensores de
voltaje) no puede ser otro que LCIC. La similitud
entre las chispas cardiacas y de musculo esquelético
hizo mas verosimil el mecanismo imaginado con
Pizarro [11], que invocaba LCIC secundaria a
LCID. Este modelo qued6 como simple propuesta
hasta 1996, cuando demostramos con Natalia
Shirokova que aspectos curiosos del curso temporal
del flujo de liberacion de calcio, y especialmente su
dependencia con el voltaje impuesto a la membrana
plasmatica, se explicaban muy bien con el modelo
hibrido [14]. Pero el “test” mas convincente, hecho
por simulacion MonteCarlo [15] de chispas y de la
respuesta celular global, fue publicado con Pizarro
y Michael Stern en 1997 [16].

El modelo, que es una version cuantitativa de
la idea inicial, se ilustra en el diagrama 3B. Los
RyR forman una doble fila, donde alternan los
que tienen sensor de voltaje (identificados como
“V”) y los tipo “C”, que al no tenerlo se suponen
solo controlados por el nivel local de calcio. Con

4 La imagen 4A se obtuvo por “escaneo de linea”, don-
de la ordenada representa espacio, la abscisa tiempo,
y la intensidad de fluorescencia esta codificada en el
color. En el diagrama del panel B la intensidad se re-
presenta en el eje vertical, en valor normalizado a la
intensidad de reposo. Para indicadores como fluo-4 esa
magnitud sin dimensién es aproximadamente igual a
la razén: concentracion de indicador unido a Ca/indi-
cador unido a Ca en reposo. Esa razén a su vez es una
aproximacion gruesa al cociente entre la concentracion
local de calcio libre y el valor de reposo.
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A B

Figura 4. Chispas de calcio y su simulacion.

A, multiples chispas en una imagen por escaneo de linea (ver nota al pie # 13) de la
fluorescencia del indicador fluo-4 en una fibra de mtisculo esquelético de rana. Un
detector automatico identific6 4100 eventos en 200 imagenes tomadas de 6 células.
Los eventos identificados en la imagen del panel A se marcaron con circulos.

B, regiones rectangulares conteniendo cada evento identificado (como la region
marcada en la parte inferior del panel A) se promediaron para obtener la chispa
representada en B. En esta grafica tridimensional la intensidad de fluorescencia
de la chispa promedio se representa en el eje vertical. La curva en trazo negro es
la proyeccion de la chispa promedio en el plano (intensidad-tiempo) y permite
apreciar las caracteristicas temporales del fendomeno, incluyendo un tiempo
de subida (tiempo al pico) de ~7 ms y un descenso mas o menos exponencial.
Imégenes modificadas de Launikonis et al. [58].

C, simulacion de una chispa de musculo esquelético. Una realizacion de MonteCarlo
del modelo esquematizado en la figura 3. La representacion incluye 9 instantaneas,
que muestran el estado de cada uno de los canales que constituyen el cuplon. Se
supuso que los canales alternan entre dos tipos, “V”, controlados por sensores de
voltaje (DHPR) residentes en la membrana TT, y “C” cuyo estado (cerrado, abierto o
inactivado) depende de la concentracion de calcio que enfrentan (del lado citosolico),
y del tiempo. A tiempo 0 se supuso que dos canales V estaban activados y habian
abierto dos canales C vecinos. El flujo de calcio suministrado por estos 4 canales
abiertos fue suficiente para activar mas canales adyacentes y se produjo un evento
que se propagd por el cuplon en ambas direcciones, llegando a activar un maximo de
15 canales (a tiempo 2 ms). Luego el evento se apagd espontaneamente, porque los
canales abiertos y otros aun cerrados se inactivaron. Tanto el curso temporal como
la magnitud (espacial y temporal) de estos eventos simulados, son similares a los
de las chispas observadas experimentalmente. Reproducido de Stern MD et al.[16].
© 1997 Rockerfeller University Press. Journal of General Physiology. 110:415-440
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algunas hipotesis adicionales
simples, referidas a la forma
en que un canal “V” es
controlado por el voltaje de la
membrana plasmatica a través
de su sensor Cavl.1 asociado,
y a la forma en que un canal
“C” es controlado por el nivel
de calcio local, el modelo
pudo reproducir todas las
observaciones realizadas has-
ta la fecha, al menos en forma
cualitativa o aproximada.

Como lo muestra una
instancia (o resultado indi-
vidual) de wuna simulacion
MonteCarlo, representada en
la figura 4C y explicada mejor
en la leyenda, canales de la
doble hilera de un lado de la
triada se activan unos a otros,
secuencialmente, a punto de
partida de uno o dos canales
V activados por sus correspon-
dientes sensores. Esa activa-
cion colectiva reproduce bien
las propiedades espaciales
y temporales de una chispa
de calcio, tanto en el cuplon
de musculo esquelético [16]
como el cardiaco [17, 18].

Las chispas de calcio con-
stituyen asi la respuesta
elemental (indivisible, al estar
los canales conectados por el
mecanismo de liberacién de
calcio inducida por -calcio)
de un grupo de canales y sus
sensores Cavl.l. Ese grupo
quedaentonces identificado co-
mo unidad funcional. La triada
se compone de dos junturas,
una a cada lado del tubulo
transverso. Como fue facil
demostrar que la activacion
de los canales de una juntura
no se propaga a la que esta del
otro lado de la triada, se infirid
que launidad funcional incluye

10 Rios E. El “cuplén”, unidad funcional del acoplamiento contractil. An Facultad Med (Univ Repub Urug). 2014; 1(1):4-28
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solo los canales y sensores de una juntura, de un
lado del tibulo T. A esa unidad le llamamos cuplon
(couplon en el original [16]). En 1999 extendimos
la definicion al musculo cardiaco [17]. Como
alli la estructura (y un sinnumero de evidencias
experimentales) excluian la activacion directa,
alostérica, por los Cavl.2, nuestra modelacion
solo supuso la existencia de canales (RyR) tipo
C, es decir, activados por calcio. Esa simulacion,
simplificada por la ausencia de conexiones directas
receptores de rianodina-Cav1.2, se destind en buena
parte a explorar la posibilidad de una interaccion
alostérica, mecénica, de los receptores de rianodina
entre si, ya que la condicién necesaria para ese
tipo de interaccion, el contacto entre moléculas,
estd implicito en el arreglo casi cristalino de los
cuplones esquelético y cardiaco. Si bien varios
trabajos posteriores continuaron explorando la
posibilidad de efectos alostéricos entre canales
RyR (el més convincente presentado este afo en
forma preliminar por Julio Copello [19]), atin no
se ha llegado a una demostracion fehaciente de su
existencia.

EVOLUCION DEL CONCEPTO DE CUPLON
Avances en morfologia.

La idea del cuplon como unidad funcional, ligada
por mecanismos alostéricos (contacto) y quimicos
(difusién de calcio), fue rapidamente elaborada y
usada como soporte conceptual por varios grupos
de investigadores. El primer estudio importante
consistio6 en una cuidadosa recopilacion de la
informacion estructural, obtenida con microscopio
electronico, para calcular el numero de canales de
receptores de rianodina en cuplones esqueléticos y
cardiacos en distintas especies [20].

La morfologia del cuplon esquelético es rela-
tivamente facil de definir. Siempre se observan
dobles filas de canales, y la longitud de la region
juntural de la membrana del reticulo sarcoplasma-
tico, donde dichos canales estdn presentes, estd
acotada entre 0.5 y 1 micra’. En la doble fila del
cuplon esquelético los receptores de rianodina se
disponen a distancias regulares de unos 30 nm
(nanometros o milimicras) entre centros, con lo que
el nimero de canales en un cuplén de una micra
deber ser 66. Hay cuplones mucho mas cortos, y
el promedio es de unos 40 canales por cuplon [20].

En musculo cardiaco los canales se disponen en
filas maltiples, de alli que las estimaciones iniciales
alcanzaran nimeros muy grandes. A diferencia de
la microscopia electronica, las técnicas Opticas
permiten trabajar con células frescas. Pero los
limites de resolucién de la microscopia Optica
convencional en la préctica restringen la resolucion
a media micra, precisamente la medida tipica de
un cupldn; de alli la importancia de los llamados
métodos Opticos de super-resolucion, que se han
incorporado recientemente.

Tal vez, el mas interesante de estos métodos sea
“STORM” (microscopia de reconstruccion Optica
aleatoria [21]), donde la preparacion se tifie por
inmunofluorescencia (anticuerpos anti-receptores
de rianodina mads anticuerpos fluorescentes se-
cundarios) y la fluorescencia se atenta hasta
detectar luz de moléculas individuales®. Miles
de observaciones repetidas permiten reconstruir
imagenes moleculares, de resolucion so6lo limitada
por el ruido. Christian Soeller y colaboradores
obtuvieron las primeras imagenes de receptores de
rianodina usando esta técnica [22]; los resultados
modifican la idea estructural del cuplon cardiaco.
Como se ilustra en un diagrama de Edwin Moore y
colegas ([23] Figura 5), se paso de un “panqueque”
continuo de muchos canales a una “pizza”, con
canales dispuestos en grupos mas pequefios, irre-
gulares, multiples, que incluyen canales solitarios’.

Este cambio en la imagen estructural del cuplon
cardiaco sirvio para explicar varias observaciones
experimentales, incluyendo que las chispas de
calcio cardiacas sean menores en amplitud que las

5La cota se debe a que las miofibrillas individuales
tienen aproximadamente una micra de didmetro, los
tubulos T rodean transversalmente a las miofibrillas,
ramificandose como poligonos, y las regiones juntu-
rales, que estan en los lados de dichos poligonos, no
pueden tener longitud mayor que un didmetro de mio-
fibrilla.

6 Lo que limita la resolucion de la microscopia 6ptica es
la interferencia entre fotones originados en moléculas
cercanas. La idea central de STORM vy otras formas de
“microscopia por moléculas individuales” es atenuar
la emisién de fluorescencia, por distintos métodos, de
modo que los anticuerpos fluorescentes actuen en for-
ma suficientemente infrecuente y aislada como para
poder identificar bien el sitio donde se origind la luz.
La contracara de estos métodos es la necesidad de
recoger fotones por largo tiempo, en observaciones
repetidas, para poder armar una imagen.

7“rogue channels”, que podria traducirse como “cana-
les matreros”, aunque Google prefiera “truhanes”.
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esqueléticas, aunque los gradientes de concentracion
que impulsan el pasaje de calcio hacia el citosol
sean similares y a pesar de que los tiempos de canal
abierto sean mayores en el corazon.

Otro avance, que alterd especialmente nuestra
idea del cuplén de musculo esquelético, fue la
demostracion, mediante microscopia electrdnica,
de la presencia de canales de receptores de rianodina
fuera de la membrana juntural. Para empezar, se
sabia que en los mamiferos la razén entre numeros
de receptores de rianodinay de receptores de DHP es
menor que en otras especies. Y que éstas poseen dos
isoformas de receptores de rianodina, la isoforma
1, o “esquelética”, y la 3 (o “del cerebro”, dada su
abundancia en ciertas zonas del sistema nervioso)
en cantidades aproximadamente iguales (lo que
explicaba la diferencia en la razon receptores de
rianodina/receptores de DHP). Grupos de canales de
receptores de rianodina fueron observados en 2002
([24], Figura 6) en posicion para-juntural, es decir,
inmediatamente a los lados de la juntura. Debido a

Figura 5. Evolucion del concepto de cuplén cardiaco.
Se representa en A la forma y dimensiones atribuidas
inicialmente al cuplon cardiaco. Se suponia entonces
que los tetrdmeros de RyR2 cubrian toda el area
juntural.

En B esta la version basada en estudios recientes de
super-resolucion. Cada diada puede estar ocupada par-
cialmente por RyR. Estos forman grupos de tamafo y
orientacion variables. Si bien los tetrdmeros en contacto
tienden a formar arreglos regulares, el “grupo cristalino”
de estos arreglos puede variar. No se excluye la pre-
sencia de tetrdmeros aislados. Diagrama modificado de
Baddeley D, et al. [23]. © Oxford University Press
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que estos canales para-junturales se encontraron en
anfibios y peces y no en la mayoria de los musculos
de mamiferos, se infiere que los receptores de
rianodina junturales son de isoforma 1 -RyRI-
en los mamiferos. Cuando pudieron observarse
los grupos para-junturales en corte tangencial,
se encontré que su disposicion es regular, pero
los receptores de rianodina individuales ocupan
vértices de tridngulos, a diferencia de la disposicion
de los receptores de rianodina en la juntura, donde
el poligono elemental es de 4 vértices. Por ello
se supone que los grupos para-junturales son
exclusivamente de isoforma 3 -RyR3. Es decir, que
la estructura casi cristalina de canales en doble fila
prohibe la mezcla de isoformas, tanto en la juntura
como en los grupos para-junturales.

En suma, sélo el cuplén de los mamiferos se
ajusta al modelo inicial diagramado en figura 3.
En las otras especies la estructura también incluye
un componente para-juntural. Pero nuevas obser-
vaciones pronto obligaron a seguir revisando el
concepto de cuplon. En las secciones siguientes las
repasamos, dividiéndolas algo arbitrariamente en
observaciones funcionales y bioquimicas.

Figura 6. Dos isoformas del receptor de rianodina en el
musculo esquelético. El diagrama muestra una triada.
Cada juntura incluye tétradas de receptores de DHP (en
rojo) y homotetrameros de RyR1 (azul). Se representan
también homotetrameros de RyR3 (en verde) en
posicion para-juntural. Con algunas excepciones,
los musculos de aves, peces y anfibios poseen ambas
isoformas del RyR, mientras los de los mamiferos
solo tienen RyR1, en posicion juntural. Modificado de
Felder E, et al. [79].
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Nuevas observaciones funcionales

Enlaultima década, las observaciones funcionales
en musculo cardiaco se orientaron a entender como
y por qué termina la liberacion de calcio (por
ejemplo, por qué terminan las chispas), ya que se
vio cOmo una terminacion excesivamente dilatada
resultaba en arritmias, a veces letales. Este tema se
considerard luego de presentar mas informacion
bioquimica y sobre enfermedades asociadas.

En musculo esquelético ya en 1998 se mostro
que las chispas, componentes elementales y
fundamentales de la sefial de calcio en el musculo
de rana, no ocurren normalmente en mamiferos,
donde la liberacién de calcio es bastante continua,
y aparentemente controlada siempre por los sen-
sores de voltaje [25,26]. La ausencia de chispas
acompaniada de ausencia de RyR de isoforma
3 y ubicacion para-juntural, llevd a pensar que
las chispas requieren canales RyR3, cosa que se
demostr6 en 2007, con experimentos de expresion
heter6loga de dicha isoforma en musculo de raton.
Dicha expresion resulté en un musculo quimérico,
que respondia a la despolarizacion con chispas, a
diferencia del musculo nativo del ratoén, donde no
hay ni RyR3 ni chispas [27].

Obviamente, la posicion para-juntural de estos
canales RyR3 sugiere que su mecanismo de acti-
vacion, al igual que el de los cuplones de corazon
en todas las especies, es exclusivamente por libe-
racion de calcio inducida por calcio. Asi se lleg6 a
la unificacion de tres categorias: el canal RyR3, la
posicidn para-juntural y la activacion por liberacion
de calcio inducida por calcio. Reciprocamente se
unifica la activacion del canal RyR1 con la posi-
cion juntural (en contacto con el Cavl.l) y la
activacion directa por despolarizacion (liberacion
de calcio inducida por despolarizacion, LCID).
Estas conclusiones se resumen en la figura 7. Los
mamiferos, y presumiblemente el ser humano,
solo tienen activacion por despolarizacion, LCID
(en la mayoria de sus musculos; en otros, como el
diafragma y los maseteros, hay pequefias cantidades
de RyR3, que seguramente son activados por
calcio).

Es bueno entonces reconocer que el modelo
inicialmente propuesto con Pizarro [11] estaba
acertado en su idea basica, de un mecanismo dual
de activacion, que incluia liberacion de calcio
inducida por despolarizacion y la inducida por
calcio; pero ese mismo modelo estaba errado en
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Figura 7. Los mecanismos de activacion de la libera-
cion de calcio en el musculo esquelético. Los recepto-
res de DHP del tabulo T traducen la despolarizacion
a una seflal que induce la apertura de los RyR subya-
centes en el reticulo sarcoplasmatico. Este mecanismo
se denomina liberacion de calcio inducida por despola-
rizacion (LCID o DICR). El calcio asi liberado activa
secundariamente los canales RyR3 vecinos, en posi-
cion para-juntural (LCIC o CICR). El calcio liberado
asi puede retroalimentar, potenciando el fenomeno. Se
ignora por qué mecanismo se activan -si es que lo ha-
cen- los RyR1 que no estan enfrentados a sensores de
voltaje. El esquema, tomado de Pouvreau et al. [27],
ignora a proposito los mecanismos de inactivacion, que
se sabe existen, y los de control desde el interior del RS,
por ahora hipotéticos.

aspectos importantes, como que la estructura de
cuplon supuesta -s6lo con componentes junturales-
es precisamente la que no presenta liberacion de
calcio inducida por calcio. Puesto a filosofar, uno
puede ver en el destino de este modelo un resumen
de lo bueno y lo malo de todos los modelos.
Ayudan a pensar, y a entender, pero pueden estar
muy equivocados y nunca son suficientes.

Una pregunta logica, consiguiente a estos avances,
es por qué los mamiferos perdieron canales de
1soforma 3, y con ellos el mecanismo de liberacion
de calcio inducida por calcio. La respuesta, sugerida
por nuestra colega Elizabeth Stephenson, es simple:
los mamiferos tienen dos triadas por sarcémero,
mientras que los anfibios, peces, y aves, tienen solo
una. Tener dos triadas acorta en casi una micra la
distancia promedio entre los sitios de liberacion y
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los sitios de ligadura en los filamentos contractiles,
donde el calcio liberado ejerce su funcion.

Esas distancias deben ser cubiertas por difusion,
un mecanismo cuyos tiempos de llegada dependen
(en forma inversamente proporcional) del cuadrado
de las distancias. El acorte de distancias resulta
entonces en un ahorro ain mayor de tiempo.
Ese ahorro permite eliminar, aparentemente por
completo, toda una clase de canales, y el mecanismo
de liberacion de calcio inducida por calcio que tiene
desventajas importantes frente al de liberacion de
calcio inducida por despolarizacion (es mas lento,
y de dificil regulacion gradual). Los flujos de calcio
pueden también ser menores y mas breves, con el
consiguiente ahorro de energia. Ademas, el calcio
es un mensajero peligroso®, multiuso, que también
participa en activar protedlisis e incluso muerte
celular, lo que realza el valor evolutivo de este
cambio alcanzado en los mamiferos’.

La bioquimica se complica

En musculo cardiaco, ademas de los dos
componentes fundamentales, hay ya 17 proteinas
identificadas [23], que se unen, temporaria o
permanentemente al Cavl.2 o al receptor de
rianodina (que alli es de isoforma 2, RyR2). En
musculo esquelético los niimeros son similares
[29]. La pregunta obligada es ;qué hacen todas
estas proteinas?

Entre ellas las mas estudiadas son tres proteinas del
reticulo sarcoplasmatico, calsecuestrina, triadina y
juntina'®, que se sabe interactiian alostéricamente
con el RyR y el DHPR. Sus roles se examinaron en
un simposio en el afilo 2009 (con anales publicados
en el Journal of Physiology, empezando en [30]).
La figura 8 presenta la relacion existente entre estas
tres proteinas y el canal de receptores de rianodina
en forma topologicamente correcta [31].

La calsecuestrina (que existe en dos isoformas
muy similares, Casql en musculo esquelético,
Casq2 en cardiaco) es importante por ser el principal
tampon de calcio en el reticulo sarcoplasmatico.
Es una proteina hidrosoluble, luminal, localizada
enteramente dentro del reticulo sarcoplasmatico,
especificamente en las cisternas terminales, donde
forma un gran polimero, lineal y ramificado,
visible por microscopia electrénica (ver figura 9).
Mutaciones en la Casq2 producen una enfermedad
caracterizada por arritmias a menudo letales, la

Articulo de revision

Figura 8. Otros componentes del cupléon. Tanto
en el musculo esquelético como en el cardiaco, los
receptores de rianodina se unen fisicamente a dos
proteinas transmembranales del RS, la juntina, Jn, por
un segmento luminal del receptor de rianodina, y la
triadina, Tr, que se liga a la porcion citosélica del canal.
Jn y Tr a su vez “anclan” a la membrana polimeros
de calsecuestrina 1 (Casq). El diagrama representa
correctamente la formacion del polimero de Casq por
alternancia de uniones “por detras” (“back-to-back”)
y “por delante” (“head-to-head”) [68]. Se representa
también el rol ligante o enlazante del Ca*, que
encuentra nuevos sitios de enlace en las interfases entre
monomeros, asi como en la periferia de los polimeros
(y entre polimeros agrupados longitudinalmente, no
representados). Se ha propuesto que los iones alli
presentes (por ejemplo en b) pueden difundir y lo hacen
longitudinalmente, lo que facilita su movimiento neto
hacia el canal en comparacion con los iones libres (a) que
deben realizar un “paseo” en tres dimensiones, mucho
menos eficiente. Asi, los polimeros de calsecuestrina se

imaginan como “alambres de calcio” [73].

taquicardia ventricular catecolaminérgica polimor-
fica (el acronimo en inglés es CPVT [32]). Triadina
y juntina explican la localizacion especifica de la
calsecuestrina, ya que son integrales a la membrana
juntural, y tienen sitios identificados de enlace
tanto con la calsecuestrina como con el receptor de
rianodina.

8 Ernesto Carafoli lo dijo memorablemente, cuando
compard la activacion contractil con el acto de un
alambrista, siempre orillando la catastrofe [28].

9 Usé “valor evolutivo” en el simple sentido de que
los mamiferos llegaron mas tarde, y éste es uno de
los cambios organizativos importantes, que pueden
haberles permitido ocupar nuevos nichos. De ningun
modo debe inferirse en la frase una comparacion de
valor entre distintas especies.

10 Junctin en la descripcion original.
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En el musculo esquelético existe pues una
continuidad alostérica, que empieza en el Cavl.1,
continua con el RyR1, la triadina y la juntina ligadas
a ¢éste en paralelo, y luego Casql, anclada a la
triada por sus interacciones con las dos ultimas. En
el musculo cardiaco la cadena alostérica es menor,
ya que Cavl.2 no esté fisicamente ligado al RyR2,
y los polimeros de calsecuestrina estin menos
desarrollados, simplemente porque la cantidad de
Casq2 y el volumen de las cisternas terminales es
mucho menor.

ENFERMEDADES DEL CUPLON

En los ultimos diez afos el interés de los investi-
gadores se movi6 decididamente desde los estudios
de mecanismos basicos hacia su aplicacion al
estudio de mecanismos alterados en enfermedades,
tanto cardiacas como de musculo esquelético. Las
razones de este cambio fueron multiples. Por un
lado la comprension de fendmenos basicos parecia
suficientemente avanzada como para permitir la
comparacion con dichos fendmenos en situaciones
de enfermedad, con el propdsito de elaborar trata-
mientos o medidas preventivas racionales sobre la
base del conocimiento de mecanismos. La segunda
razén es reciproca de la primera: muchas de las
enfermedades se deben amutaciones en la estructura
primaria de las moléculas principales, y entonces
estas enfermedades proporcionan moléculas “a la
medida” para estudiar relaciones entre estructura
molecular y funcion'.

Dos consideraciones basicas condicionan los es-
tudios de mecanismo en enfermedades debidas a
mutaciones. Una es que la utilidad del concepto de
cuplon se extiende a la patogénesis, ya que algunas
enfermedades, notablemente la hipertermia maligna
(definida mas adelante), y la CPVT (definida antes),
se generan por mutaciones en RyR1 pero también
en Cavl.l y Casql (en el caso de la hipertermia
maligna), o de Cavl.2, Casq2 y triadina (en el
caso de la CPVT). Es decir, se llega a fenotipos de
enfermedad similares, por mutaciones en cualquiera
de las moléculas que componen el cuplon. En ese
sentido, se puede hablar de “enfermedades del
cuplon”.

Otra consideracion relevante para el estudio
racional de estas enfermedades es la existencia
de un paralelo notable entre el RyR1, esquelético,
y el RyR2, cardiaco, tanto en estructura primaria
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Figura 9. La calsecuestrina en las cisternas terminales.
En este ejemplo, en musculo esquelético de pejesapo,
asi como en todas las especies estudiadas por micros-
copia electronica, la calsecuestrina ocupa las cisternas
terminales, CT, donde aparece en forma de red espesa,
constituida por polimeros longitudinales que luego par-
ticipan de agrupaciones multiples. Las flechas marcan
como estos polimeros adquieren forma de pilar antes
de unirse a la membrana juntural del tibulo transverso
(TT). Como se muestra en la figura 7, el anclaje a la
membrana se establece por medio de la triadina, que
a su vez se une al RyR por su porcion citosoélica, y la
juntina, que se liga a la faz luminal o intra-RS del RyR.
Imagen cedida por Clara Franzini-Armstrong.

-secuencia de aminoacidos- como en las
enfermedades que se originan a partir de estas
moléculas.

Por ejemplo, hay muchos puntos en comun entre
la hipertermia maligna del musculo esquelético
(HM) y la CPVT, del cardiaco. En la mayoria de los
casos la hipertermia maligna no es una enfermedad
sino una ‘“susceptibilidad”, caracterizada por
la entrada en estados hipermetabolicos agudos,
con hipercontractura muscular e hipertermia, en
presencia de anestésicos de inhalacién (halotano)
y/o farmacos despolarizantes (succinilcolina) que
se usan en cirugia. Estas reacciones se caracterizan

11 Hubo otra razén: en el afio 2003 Elias Zerhouni,
director de los Institutos Nacionales de Salud de los
EEUU, impuso un “Mapa de Ruta para la Investigacion
Médica”, que establecia prioridad rigurosa para el apoyo
financiero de los proyectos con fuerte contenido de
aplicacion al estudio o tratamiento de enfermedades.
La respuesta, obligada, de los investigadores, fue
inmediata y duradera.
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a nivel celular por un aumento incontrolable del
calcio citosolico debido a la apertura de canales
del RS. La CPVT en tanto se caracteriza por
taquicardias desencadenadas por eventos de
despolarizacién generados en los cardiomiocitos
ventriculares y asincronicos con el latido regular.
Al igual que en la hipertermia maligna, estos
eventos comienzan por liberacion espontanea de
calcio intracelular (es decir, no generada por el
potencial de accion trasmitido desde el nodulo
auriculo-ventricular). El consiguiente aumento de
calcio citosolico, inicialmente localizado, pone en
juego una molécula transportadora de la membrana
plasmatica, el intercambiador sodio-calcio. El
intercambio de iones a través de esta molécula
requiere la entrada neta de una carga eléctrica
elemental por cada ion Ca?* extraido de la célula,
lo que determina una despolarizacion que puede
transmitirse como potencial de accidon ectopico, con
la extrasistole consiguiente. Ambos trastornos, la
hipertermia maligna y la CPVT, pueden ser letales.
En ultimo analisis, ambos se deben a mutaciones,
primariamente del RyR correspondiente, pero tam-
bién de los Cavl (los estudios de ambos tipos de
mutaciones se resumen en un articulo reciente [33]).
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Completando la evidencia de que el cuplon es
una unidad funcional susceptible de ser alterada en
cualquiera de sus componentes, se ha encontrado
que ratones desprovistos de Casql desarrollan un
sindrome analogo a la hipertermia maligna [34,35],
y mas recientemente se identifico el primer caso de
CPVT debida a una mutacion en triadina, proteina
del cuplon que hasta ahora no habia sido asociada a
patologia alguna [36].

Mutaciones

Mas evidencia de la analogia entre los cuplones de
ambos tipos de células se encuentra en la ubicacion
de las mutaciones. La mayor cantidad de ellas se
ubica en el receptor de rianodina. En RyR1 se han
identificado mas de 300 mutaciones asociadas a
enfermedades similares. En RyR2 el ntimero es
menor, unas 160, tal vez porque muchas mutaciones
alli sean incompatibles con la vida intrauterina.
Dichas mutaciones se localizan en toda la longitud
de estas proteinas (unos 5000 aminoécidos), pero
sobre todo en tres segmentos ‘“calientes”, que
estdn en posiciones correspondientes en ambas
isoformas. Su ubicacion puede verse en las figuras
10 y 11, donde se grafica el nimero acumulado de

Figura 10. Mutaciones en el canal de
liberacion del musculo esquelético. Se
grafica el total acumulado de mutaciones
(asociadas a MH y otras enfermedades)
contra el nimero ordinal de los residuos
aminoacidicos afectados en la proteina
humana RyR1. Los valores de abscisa
consisten en 294 posiciones en la secuencia
primaria donde al menos una mutacioén ha
sido documentada. La funciéon en negro
se incrementa en 1 en cada una de estas
posiciones. En cambio los valores de
ordenadade la funcion en azul se incrementan
por la redundancia en cada sitio (el nimero
de sustituciones redundantes, por distintos
aminoacidos, del mismo residuo). Las dos
funciones graficadas tienen la misma forma
general pero la pendiente (o frecuencia
local) es mayor en la funcion que registra

la redundancia. La funcién en azul se aproxim6 por segmentos lineales, en rojo, en distintas porciones de la secuencia
primaria. El valor m anotado en cada una de ellas es la pendiente o frecuencia promedio del segmento, cociente entre
numero de mutaciones y niimero de aminoacidos en cada intervalo. DI a DIII identifican los tres “segmentos calientes”,
donde la frecuencia es alta. La frecuencia asi calculada se compone entonces de un término, representado por la funcion en
negro, que evalua el nimero de residuos en el entorno cuya modificacion resulta en dafio (cuantificando asi la importancia
de la zona, o segmento) y un término especifico del aminoacido (la multiplicidad o redundancia local) que cuantifica la
importancia individual del aminoacido, tanto mayor cuanto mas sean las sustituciones que resultan en dafio. Este término
se cuantifica por los saltos locales de la funcion en azul, que al acumularse resultan en la diferencia creciente entre las dos
representaciones. Modificado de Maclennan DH, ef a/. [33]. DOI: 10.1016/j.bbamcr.2010.11.009
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mutaciones vs. el nimero del residuo aminoacidico
en la secuencia primaria, a partir del terminal N. Asi
el primer segmento caliente, llamado DI, va desde
el residuo 44 al 466 en RyR1 y hasta el 552 en la
1soforma cardiaca, y la buena correspondencia se
mantiene en la ubicacion de los otros segmentos. En
lo que constituye la tinica diferencia mayor, el RyR2
tiene un cuarto “segmento caliente”, residuos 3778
a4201, que por razones de precedencia se denomina
DIII y corresponde a una zona relativamente “fria”
en el RyR esquelético. Eso hace que el segmento
caliente final del RyR2, homoélogo al DIII del
RyR1, sea designado DIV.

(Por qué es interesante esa topologia de muta-
ciones? Primero, porque permite predecir que una
mutacion presente en una isoforma serd dafiina si
aparece en el sitio homologo de la otra. En segundo
lugar, porque confirma la analogia noxoldgica entre
la hipertermia maligna en musculo esquelético
y la CPVT en musculo cardiaco, permitiendo de
nuevo extrapolar observaciones fisiopatologicas,
clinicas y terapéuticas. Esta aplicacion se extiende
por supuesto a las otras moléculas del cuplon,
y la retomaremos mads adelante en relacion a
la calsecuestrina. Finalmente, las mutaciones
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asociadas a estas enfermedades de animales y
de seres humanos constituyen una “biblioteca”
de alteraciones Utiles para el esclarecimiento de
relaciones entre estructura y funcion.

Dicha biblioteca fue aprovechada en forma
notable por el grupo de Filip Van Petegem [37],
quien ante la imposibilidad de cristalizar toda
la molécula se conform6 con hacerlo para los
primeros 559 residuos del receptor de rianodinal,
que comprenden el primer segmento caliente.
Ese estudio no solo aportd la primera estructura
con resolucion atomica (representada en el panel
superior de la figura 12) de una parte de este
canal, sino que corrigio ideas erroneas, derivadas
de imagenes extraidas -en el curso de 20 afios-
por el laborioso método de promediacion de
crio-microfotografias electronicas de moléculas
individuales [38]. Aunque de inferior resolucion,
dichas imagenes (llamadas de “crio-EM”) re-
construyen la forma tridimensional del canal.
Asi permiten localizar groseramente regiones
de la molécula vecinas al poro que atraviesa la
membrana, y otras que estan mas alejadas, en el
gran “pie” citosdlico que comprende la mayor
parte de la masa molecular.

Figura 11. Analogamente con la grafica en azul de la figura anterior, se grafican el total acumulado de mutaciones contra
el nimero de residuo en la proteina humana RyR2. 152 mutaciones habian sido documentadas hasta el afio 2011. Los
“segmentos calientes” acé son cuatro, DI a DIV. Entre ellos, DI, DII y DIV se corresponden bien con DI, DII y DIII del
RyR1 del musculo esquelético. DIII en cambio no tiene correspondencia visible. Tomado de Priori SG, ef al. [80]. ©2011,

Wolters Kluber Health
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Figura 12. Estructura atdomica de un segmento del
canal de liberacion. Panel superior: representacion “de
cinta” de la estructura evaluada con una resolucion de
2.5 A del segmento DI (residuos 1 a 559) del RyR1 de
conejo. Esta porcion consiste de tres dominios, A a C.
Panel inferior: proyeccion vista desde el lado citosolico
de la estructura cristalizada sobre la reconstruccion
del RyR1 por crio-EM. Esta reconstruccion [81],
representada en malla gris, tiene una resolucion de
10 A. La localizacion, que se confirmo por multiples
criterios, ubica el segmento DI cerca del vestibulo
citosoélico del poro. Modificado de Tung CC, et al. [37]
con permiso de sus autores. DOI: 10.1038/nature09471

Como se muestra en la figura 12, comparando el
cristal con la reconstruccion crio-EM pudo ubicarse
el segmento de residuos aminoacidicos 1-559
en una zona muy proxima al vestibulo citosélico
del canal, corrigiendo asi el consenso previo, que
ubicaba a este segmento en las regiones citosolicas
mas alejadas del poro. Este es un ejemplo claro
de la repercusion que los estudios clinicos han
tenido sobre los conocimientos basicos. Y la
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interfecundacion entre los dos campos continua:
como veremos enseguida, esta reubicacion
del segmento DI también ayudd a interpretar
observaciones funcionales recientes sobre un
modelo de la condicion hipertermia maligna.

Otro aporte de estas mutaciones es que han
permitido identificar con precision los segmentos
de la cadena primaria que constituyen la pared
(el revestimiento interior) del poro. Alli las
mutaciones se caracterizan por causar un bloqueo
de canal abierto, es decir, impiden el pasaje de
iones, y se asocian a un sindrome de pérdida de
funcién (pérdida de liberacion de calcio), opuesto
a la ganancia de funcién que caracteriza a la
hipertermia maligna y la CPVT. Este sindrome
(llamado enfermedad de los cuerpos centrales, CCD
por “central core disease” [39]) incluye debilidad
muscular y alteraciones histomorfologicas caracte-
risticas, cuerpos o “cores” con pérdida de estructura
y funcién mitocondrial y contractil en regiones
axiales de cada fibra muscular.

La “terminacion” y sus defectos

El estudio mas completo de estas enfermedades
se ha realizado sobre cepas de ratones que expresan
mutaciones de interés. Un trabajo reciente ilustra
como esta estrategia experimental, a la luz de los
avancesmoleculares, puede contribuiraesclarecerla
patogénesis. Con Carlo Manno y Lourdes Figueroa
[40] estudiamos el “raton Y522T”'%, que expresa
constitutivamente una mutacion causante de un
sindrome de hipertermia maligna “florido”, es decir,
con elementos de HM y también de la enfermedad
de los cuerpos centrales (CCD). Cuantificando el
flujo de liberacion de calcio en fibras esqueléticas
aisladas pudimos demostrar valores casi normales
en respuesta a la despolarizacion, asociados a (y a
pesar de) una disminucion de la concentracion de
calcio en el reticulo sarcoplasmatico en reposo.
Es decir, el fenotipo se caracteriza por una mayor
permeabilidad de la membrana del reticulo
sarcoplasmatico (definida como cociente entre
flujo y diferencia de concentracion de calcio libre).
Dicho exceso de permeabilidad podria en principio
deberse a una propension excesiva del canal a
ser activado, o a un déficit en el cierre del canal

12En el ratdn, el residuo mutado es Y524: el nombre
“Y522T"” refleja la ubicacion del residuo homodlogo en
el receptores de rianodinal humano.
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cuando los procesos de activacion han concluido.
La evidencia en ese caso fue a favor de la segunda
posibilidad. En conclusion, el Y522T tiene déficit
de terminacion de la liberacion de calcio.

La hipertermia maligna, al menos en su variedad
recreada en este raton, se incorpora asi a los
desordenes de la terminacion de la liberacion
de calcio. La terminaciéon es literalmente la
conclusion del flujo de calcio, ya sea por cierre de
canales o agotamiento de la fuente. No es obvio
que ella requiera una funcion especial en musculo
esquelético. Alli el mecanismo de activacion es
exclusivamente dependiente de la despolarizacion
transmitida por el receptor de DHP -le llamamos
liberacion de calcio inducida por despolarizacion.
Por ser breve la despolarizacion (el potencial de
accion), la repolarizacion, con el consiguiente
retorno de los sensores de voltaje a su configuracion
de reposo, cierra rapidamente los canales RyR (el
mecanismo llamado “desactivacion”). Sin embargo,
desde tiempo atras se sabe que existe un mecanismo
coadyuvante, llamado inactivacion dependiente
de calcio, IDC, por el cual el mismo calcio que
atraviesa un canal se une a sitios en la faz citosdlica
del mismo canal (o canales préximos) y causa su
cierre [41]. Una prueba clasica de la presencia
de este mecanismo se hace agregando al medio
citosolico el tampon de calcio BAPTA. Este atrapa
rapidamente el calcio a su salida por los canales e
impide su funcién inhibitoria, con lo que el flujo de
liberacion se prolonga y se potencia. La amplitud
y curso temporal del flujo de liberacion en los
ratones Y522T se alteran de un modo muy similar
en ratones normales en presencia de BAPTA [40].
Este resultado sugiere entonces que la mutacion
afecta la terminacion del flujo, al alterar el sitio
donde debe unirse calcio para producir IDC.

Aunque la ubicacion en la secuencia primaria
del sitio de enlace de calcio no se conoce, todos
los estudios cuantitativos apuntan a posiciones
cercanas a la “boca” citosolica del poro. Esto
podria haber sido un problema para el mecanismo
propuesto, ya que el residuo Y522 se encuentra
muy cerca del terminal N, el que por muchos afos
se creia ubicado en las regiones de receptores de
rianodina mas alejadas, distantes unos 15 nm
del poro (ver figura 12). Sin embargo, y como se
muestra en el panel inferior de la figura, la topologia
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revelada con la cristalizacion del segmento DI [37]
ubica al residuo Y522 en una posicion cercana al
poro, expuesta a las altas concentraciones de calcio
presentes en el entorno inmediato de un canal
abierto.

Queda asi establecida la posibilidad de que la
hipertermia maligna, al menos en algunos casos,
resulte de un defecto primario en la terminacion
del flujo de calcio. Pero ejemplos abundantes de
“enfermedades de la terminacidon” se encuentran
en el muasculo cardiaco, debidos a mutaciones en
el componente mas proximal o interno del cuplon,
la calsecuestrina. Dichas mutaciones atrajeron
atencion hacia esta proteina y motivaron estudios
que prometen clarificar otros aspectos, algunos
inesperados, de las funciones del cuplon.

LA CALSECUESTRINA Y SUS VARIAS
FUNCIONES

La calsecuestrina se ha hecho notar tanto por lo
que hace como lo que no hace. Fue descrita en
1971 como la proteina acida -y con afinidad por
calcio- mas abundante del reticulo sarcoplasmatico
[42]. Esta proteina se considera desde entonces
el principal reservorio de calcio en el reticulo
sarcoplasmatico, aunque parece no ser el tnico. Su
descubridor, David MacLennan, public6 enseguida,
en una revista poco leida, una demostracion de la
existencia de otras fracciones proteicas dacidas
en los extractos de RS, con la propiedad de ligar
calcio [43]. Con C Manno y otros, recientemente
evaluamos que de cada cuatro iones Ca** liberados
por el reticulo sarcoplasmatico en el musculo
esquelético, 3 provienen de la calsecuestrina [44],
mientras que en musculo cardiaco la contribucion
parece algo menor (la evidencia, no tan clara, se
discute en el texto de Bers [45]). Es sorprendente
entonces que ratones artificialmente desprovistos
de ambas isoformas de esta proteina (llamados
“Casql/2-nulos”) tengan una vida relativamente
normal, seguramente basada en ese 25% de
capacidad de calcio que les queda. Por supuesto
que esos ratones tienen problemas. Y problemas
andlogos se manifiestan claramente en los seres
humanos, donde se han descrito ya 12 mutaciones
(de Casq2) que producen formas graves de CPVT
[32]. Los estudios celulares (muchos discutidos en
[46]) sugieren que en todas ellas lo que falla es la
terminacion (de la liberacion de calcio).
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Figura 13. Registro simultaneo de chispas y guifios. Un cardiomiocito
ventricular de conejo fue cargado por incubacidn con los indicadores
fluorescentes de calcio rhod-2 y fluo-5N. El rhod-2 tiene alta afinidad, y
sus sefiales reflejan la evolucion de [Ca**] en el citosol. El fluo-5N tiene
afinidad menor (constante de disociacion efectiva de ~400 uM) y su
fluorescencia corresponde a la [Ca*] .. Las imdgenes fueron obtenidas
por escaneo de linea, de modo que el tiempo en cada una se representa
en la dimension horizontal, progresando de izquierda a derecha, y
el espacio se corresponde con la posicion vertical. Las imagenes de
rhod-2 y fluo-5N se obtuvieron simultaneamente, a longitudes de onda
adecuadas para cada indicador. A cada chispa citosdlica corresponde
un “guifio” en el RS. Comparando los perfiles temporales de ambas
seflales se ve que el minimo o nadir de los guifios ocurre mas tarde
que el pico de la chispa correspondiente, lo que indica que el flujo de
liberacion contintia después del pico de la chispa. El trazo superior
marca la aplicacion de tapsigarguina, inhibidor irreversible de la
bomba de calcio, aplicacion que determina un vaciado progresivo del
RS. Dicho vaciado se acompafia de reduccion progresiva de chispas y
guifios. Estos, sin embargo, alcanzan siempre su nadir al mismo nivel,
aproximadamente 50% de la concentracion inicial previa a la aplicacion
de inhibidor. Este resultado sugiere la existencia de un “umbral” de
[Ca® ], , por debajo del cual los canales se cierran. Ambos indicadores
son “intensométricos”, de alta sensibilidad y dificil calibracion, por lo
cual los perfiles se representaron en unidades de fluorescencia relativa,
normalizada al valor inicial. Tomado de Zima AV, et al. [47] con permiso
de sus autores. ©2008, Wolters Kluber Health.

(Como se estudia la terminaciéon? La figura 13, tomada de
un estudio de Lothar Blatter en nuestra Seccion [47], ilustra
un avance mayor, la posibilidad de evaluar la concentracion
de calcio libre dentro del reticulo, [Ca’'].., a medida que
cambia durante la funcién celular. En la figura se observan
simultdneamente chispas de calcio, y las marcas de deplecion
que dejan dentro del reticulo sarcoplasmatico, llamadas guifios
(“blinks”, [48])". El experimento ilustra las consecuencias de
inhibir farmacologicamente (con tapsigarguina) el bombeo de
calcio hacia el reticulo sarcoplasmatico: el organelo empieza
a vaciarse, las chispas se achican, y los guifios, que empiezan
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desde niveles progresivamente meno-
res, también se van achicando, con
la peculiaridad de que el nadir, el
minimo de concentracién alcanzado,
parece ser siempre el mismo.

Esta y otras observaciones llevan a
pensar que la terminacion (el cierre
del canal de RyR2 que resulta en
terminacion de la chispa) se debe a un
proceso mediado por un sensor intra-
RS, que produce una senal de cierre
cuando la [Ca’'] . se torna menor
que cierto nivel umbral. Evidencias
acumuladas desde 2002 sefialan a la
calsecuestrina como probable sensor
[49,50]. Y se interpreta la CPVT
causada por mutaciones de Casq2
como el resultado de la falla de estas
moléculas mutadas en detectar la
reduccion de la [Ca*] , por debajo
del hipotético umbral de cierre de
canales [50].

Sin embargo, existe una inter-
pretacion alternativa, que cambia
aspectos sustanciales de nuestra
imagen de la funcion del cuplon
cardiaco. La interpretacion tiene
dos componentes: la terminacion se
debe si a la caida de [Ca*]., pero
no estd mediada por un sensor intra-
RS; en cambio, la disminucién del
gradiente de concentracion entre el
reticulo sarcoplasmatico y el citosol
determina la reduccion de la corriente
individual por canal, y eso hace que
no pueda mantenerse la concentracion
elevada de calcio del lado citosolico,
condicion necesaria para que los
canales continuien abiertos por efecto
LCIC (liberacion de calcio inducida
por calcio).

Esa idea tiene wuna historia
interesante. Mike Stern ya habia
contemplado, en un trabajo germinal
de 1992, el mecanismo de “atricién”,

13 g traduccién literal es “parpadeo”.
Prefiero “guifio” porque no tiene la
implicacion binocular, innecesaria, del
término original.
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Figura 14. En musculo cardiaco la terminacion ocurre por “falla de LCIC”. Efecto
del Tris sobre el perfil de las chispas. Cuando esta presente a alta concentracion en
el citosol este ion reduce la corriente unitaria de calcio por el canal de liberacion.
Las chispas (se muestra un promedio de 10 de ellas) se reducen en amplitud, lo que
es consistente con reduccion del flujo total, debida a su vez a la reduccion de los
flujos unitarios por canal. También terminan antes, indicando un cierre prematuro
de los canales. Los registros de chispa son tomados de la referencia [53]. Mediante
calculos simples del flujo necesario para producir estas chispas, y suponiendo que
la capacidad amortiguadora del RS no cambid por la presencia de Tris, tracé en
la parte inferior el curso que debian tener los correspondientes guifios (que no
fueron medidos experimentalmente). Obviamente, el guifio en presencia de Tris
debe reducirse en amplitud, y por ende alcanzar su nadir a una [Ca*‘] mayor. El
experimento demuestra la no existencia de un umbral absoluto de [Ca*'] , 0 de un
sensor intra-RS necesario para ordenar el cierre de los canales. Como arguyen Fill
y Gillespie [53,54], el cierre resulta de la reduccion de la corriente unitaria y flujo
total de calcio, que en cierto punto falla en mantener el fendmeno auto-alimentado

de LCIC o CICR.

el cierre aleatorio de canales que se auto-refuerza al
disminuir la concentracion de calcio que los canales
abiertos aportan al lado citosolico [51]. Pero tanto
en ese trabajo como en nuestros calculos numéricos
de 1999 [17] se suponia que la deplecion durante
una chispa es despreciable, y por tanto no cambia el
gradiente de concentracion. La primer evidencia de
que la deplecion es importante, luego confirmada
por la demostracion de “guifios”, surgio de calculos
numéricos de Eric Sobie, que muestran que en
el pequeno volumen de la cisterna terminal del
musculo cardiaco, la concentracion [Ca**], baja en
un 90% durante una chispa [52]. Por consiguiente,
la corriente “unitaria” del canal individual baja
proporcionalmente y los canales se cierran porque
no puede mantenerse el mecanismo LCIC. Esta
conclusion fue elegantemente confirmada mas
tarde por Michael Fill y Dirk Gillespie en nuestra
Seccion [53]. En la figura 14, que recrea libremente
uno de sus experimentos, se observa el efecto del
Tris, un bloqueador parcial de los receptores de
rianodina. Se reduce la duracion y amplitud de
las chispas (consistente con reduccion del tiempo
abierto de los canales) sin cambiar para nada la
[Ca*],, de reposo. El trabajo demuestra que no
se requiere un sensor intra-RS, y que la apariencia
de un umbral en [Ca*']  se debe a que por debajo
de cierto gradiente y corriente unitaria de calcio,
los canales se cierran por falla en la activacion.
Fill y Gillespie llaman a esto “atricion perniciosa”
[54]; Mark Cannell y colaboradores llegaron por

otros caminos a la misma conclusion, y trataron de
imponer su propia nomenclatura, con el término
“caida de la induccién” [55], refiriéndose a que lo
que falla es el mecanismo de liberacion de calcio
inducida por calcio.

Compiten entonces dos teorias para explicar
la terminacion del flujo en chispas y en senales
globales, una que invoca un sensor intra-RS y
otra que s6lo requiere deplecion y la consiguiente
falla de LCIC. Ambas se compatibilizan con las
fallas de terminacion asociadas a mutaciones
de calsecuestrina. La primera, aduciendo que la
calsecuestrina es el sensor de calcio intra-RS,
la segunda usa una propiedad bien conocida del
reticulo sarcoplasmatico cardiaco, por la que éste
entra en liberacion espontanea cuando la [Ca?']
RS aumenta mucho. La calsecuestrina mutante en
algunos casos no se expresa en cantidades suficientes
y en otros pierde capacidad de unir calcio. En ambas
situaciones, al perderse capacidad amortiguadora,
la bomba SERCA produce una rapida recuperacion
de la [Ca*']  a medida que el calcio es liberado, y
se generan situaciones locales de sobrecarga intra-
RS, las que resultan en liberacion local espontanea.
A su vez estos eventos, por los procesos discutidos
antes, resultan en despolarizaciones ectopicas,
extrasistoles y arritmias.

En la actualidad no existen argumentos para
descartar uno de los dos mecanismos propuestos.
Todavia hay una tercera posibilidad [56], y es que
los canales se cierren por inactivacion dependiente
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de calcio, la IDC demostrada antes para el caso
esquelético. En suma, el cuplon cardiaco parece
asegurar la terminacidon por tres mecanismos. En
un enfoque teleoldgico eso no sorprende, ya que las
consecuencias de las fallas en la terminacion, ain
las esporadicas, suelen ser letales.

Controles desde el interior del reticulo
sarcoplasmatico

Espoleados por las evidencias encontradas en
musculo cardiaco, hemos trabajado mucho en
el laboratorio para aclarar los mecanismos de
control que operan desde el interior del reticulo
sarcoplasmatico en el musculo esquelético. Para
ello unos diez afios atrds decidimos con Gustavo
Brum que era necesario generar un método para
medir la concentracion de calcio libre en el reticulo
sarcoplasmatico, y hacerlo dinamicamente, es decir,
en tanto la célula funciona, liberando o recaptando
calcio en el RS. Asi generamos primero una técnica
[57] basada en indicadores fluorescentes sintéticos
(especificamente el mag-indo 1); éstos son mo-
léculas pequefias que se introducen en forma de
¢ésteres permeables y luego son des-esterificadas
por enzimas celulares. Esta técnica, similar a la
usada en el experimento de la figura 10", sirvid
en musculo de rana para demostrar entre otras
cosas que las chispas de calcio no generan mayor
deplecion en el RS del musculo esquelético, lo
que constituye una diferencia importante con el
cardiaco y descarta la deplecion propiamente dicha
como mecanismo de terminacion en las miofibras
esqueléticas [58].

La entrada de estos indicadores sintéticos, sin
embargo, es inespecifica, pareja en todos los
organelos, y por ello los sintéticos no son tan
adecuados para estudios de este tipo en mamiferos,
donde existe tal superposicion espacial entre RS y
mitocondrias que se hace casi imposible distinguir
las sefiales que vienen de uno u otro organelo”.
Como alternativa decidimos usar un biosensor
proteico, que la propia célula sintetiza a partir de
un plasmido introducido por electroporacion. El
D4cpv [61] es una ingeniosa proteina quimérica
con dos dominios fluorescentes o fluor6foros
que emiten luz de distinto color, ligados por un
segmento tomado de la calmodulina (CAM). La
luz emitida cambia en forma inversa para cada
fluoroforo frente a cambios en la concentracion

de calcio (esto ocurre debido a cambios en la
conformacion del segmento de CAM, que a su vez
modifican la transferencia de energia de Forster
-FRET- entre ambos fluoroforos)'®. Ligando en el
mismo pldsmido el ADN codigo del D4cpv con el
de la calsecuestrina 1 pudimos generar un biosensor,
D4cpv-calsecuestrina, que se expresa casi exclu-
sivamente en el reticulo sarcoplasmatico, y asi
produce una sefial dependiente de la [Ca*]  [63].
Con ese instrumento de medida pudimos finalmente
asegurar que existe un mecanismo de terminacion
asociado a la concentracion de calcio intra-RS, que
cierra los canales receptores de rianodina cuando
dicha concentracion baja mas alla de cierto nivel
(unos 150 uM -aproximadamente un tercio del
valor de reposo) [64]. Ese mecanismo parece ser
mediado por la calsecuestrina, ya que en ratones
“knock-out” desprovistos de ella el vaciamiento del
reticulo llega a ser casi total [64, 65].

4 La diferencia principal es el uso en figura 10 de un
indicador “intensométrico”, cuya sefal es un simple
cambio de intensidad de fluorescencia, mientras que
el mag-indo es “raciométrico”, su espectro de emision
cambia con la unién a Ca?*, lo que determina cambios
en la razén de intensidades a longitudes de onda
diferentes. A diferencia de la intensidad, la razon
de intensidades no depende de la concentracion de
indicador, volumen del organelo o intensidad de la
luz excitante, y por ende tampoco del movimiento
contractil que acompafia los transitorios de calcio.
Los indicadores intensométricos, por otro lado, siguen
siendo populares porque tienen enormes ventajas
en relacion sefial-ruido (debido a la magnitud de la
variacion en fluorescencia cuando ligan Ca?*).

15 Sefiales de pigmentos sintéticos en el RS han sido
aisladas mediante la adicion de grandes cantidades de
BAPTA al interior celular, lo que evita la interferencia
por mitocondrias [59,60]. La adicion, sin embargo,
altera grandemente la fisiologia y agrega otros
problemas.

16 E| acronimo FRET designa el fendmeno que es
posible cuando un fluoréforo excitado (es decir, en
el estado alcanzado por absorciéon de un fotén de
energia adecuada) transfiere energia en forma no
radiante,(también llamada resonante) a otro fluo-
roforo. Este, llamado “aceptor”, debe encontrarse
muy proximo al fluoréforo “donante” para posibilitar
la transferencia. (la aproximacion por cambio de
conformacion de la calmodulina en presencia de calcio
produce el acercamiento y convierte al fendmeno en
sensor de calcio). Ademas, el aceptor debe transitar
entre estados de energia inferiores a los del donante,
produciendo una luz de mayor longitud de onda que
la emitida normalmente por éste. El cambio de color
en presencia de calcio justifica el memorable nombre,
CAMeleon, que dio genéricamente a estos biosensores
su inventor Roger Tsien [62].
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La incorporacion de métodos confiables para la
medida de [Ca*]  (ver también [59, 66, 67]), unida
a las evaluaciones de los cambios de contenido total
de calcio en el RS, han permitido recientemente
la evaluacion de dos propiedades importantes,
la permeabilidad de la membrana liberadora
de calcio (definida como cociente entre flujo y
gradiente generador-diferencia de concentracion
de calcio i6nico entre el RS y el citosol) y el poder
amortiguador del RS considerado como tamp6n de
calcio (cociente entre contenido total de calcio y
concentracion de calcio libre). La cuantificacion de
la permeabilidad permite evaluar mas directamente
el grado o probabilidad de apertura de los canales
RyR en varias condiciones, y asi cuantificar los
defectos que subyacen a las enfermedades descritas
mas arriba. La determinacion cuantitativa del poder
amortiguador [44] ha permitido avances similares,
como la demostraciéon de su disminucién en el
raton R522Y, modelo de hipertermia maligna [40].

Alambres de caldio, y depdsitos inteligentes.

La calsecuestrina ha resultado mucho mas
interesante que un simple amortiguador o molécula
de depdsito. Ya vimos que aparentemente opera
como sensor, causando el cierre de los canales de
liberacion cuando la [Ca*], , cruza un cierto umbral.
Estructuralmente forma una red espesa, compuesta
por polimeros longitudinales ramificados, que
como se ve en la figura 9 terminan muy cerca de
la boca intra-RS de los canales. En lo funcional
se demostrd, ya desde su descubrimiento, que
la proteina experimenta cambios sustanciales,
basicamente polimerizacion, al ligar calcio. Y
reciprocamente, que la polimerizacion facilita la
union de calcio, siendo aparentemente necesaria
para la funcién de depdsito de gran capacidad [68,
69]. Esas observaciones, realizadas diez afios atras,
se confirmaron y explicaron recientemente con la
identificacion de iones calcio ocupando sitios de
baja afinidad en cristales de Casql, situados en los
dos tipos de interfases que presenta el polimero
cristalizado [70]. La estructura del polimero crista-
lizado, resuelta a nivel atdomico, con sus iones
Ca*, se representa en la figura 15. Naturalmente
que esos sitios de interfase no existen en la forma
monomérica, lo que explica bien la ganancia de
capacidad y poder tampon que acompaia a la
polimerizacion.
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Figura 15. Sitios de calcio en interfases del polimero de
calsecuestrina. Estructura atomica de la calsecuestrina
cristalizada en forma polimérica, determinada con
resolucion de 2.5 A. Se muestra un tetrdmero, con
protdmeros numerados 1 a4 e iones calcio identificados
en las interfaces entre protomeros. Los iones en rojo, en
la llamada interfase “por detrds”, se ligan con mayor
afinidad, y por ende el enlace “por detras” es el primero
en formarse en el proceso de polimerizacion que ocurre
cuando mondmeros de calsecuestrina se exponen
a una concentracion elevada de calcio. Es decir, la
polimerizacién empieza con la formacion de dimeros por
detras. Luego, a concentraciones mas altas, se satisface
la afinidad de los sitios ubicados en la interfase “por
delante”, lo que resulta en tetramerizacion y formacion
de multimeros mas largos. Mayores concentraciones
de calcio favorecen configuraciones poliméricas mas
complejas, por aposicion lado a lado y ramificacion de
los polimeros lineales [70]. Asi se explica el marcado
aumento de la capacidad de enlace de la calsecuestrina
[68] con la concentracion de calcio.

Examinando la figura 9 se ve que la poli-
merizacion puede tomar formas mas complejas, de
orden superior que la demostrada en el cristal de
figura 15. Asi se ha propuesto que en presencia de
calcio los filamentos poliméricos pueden pegarse
lateralmente, como tallarines, ya que la superficie
del polimero lineal tiene carga predominantemente
negativa, y provee sitios donde el Ca®" se siente
“comodo”, especialmente si estd flanqueado por
dos o0 mas polimeros lineales'’.

Estas evidencias generaron dos ideas, que
acertadas o no, motivan y potencian la investigacion

17 Estas propiedades son parte importante de las
razones que dan al calcio un rol preponderante como
regulador dindmico de proteinas. Ya en 1966 se vio
que entre las 309 estructuras proteicas con calcio,
depositadas en la base de datos estructurales de
Cambridge, todas menos 5 coordinan cada ion con 6 a
8 ligandos, que siempre son grupos -CO,-C0OO, -OH,
u oxigenos del agua [71]. Esa avidez por multiples
sitios hace al ion “ligante”, (continlia pagina siguiente)
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actual. Una de ellas es que los iones Ca?* en su
mayoria no se unen a la calsecuestrina en sitios de
enlace definidos, donde estarian inmoviles, sino
que se ‘“adsorben” con baja afinidad formando
bandas catidonicas, tanto entre monomeros como
en la periferia del polimero o entre polimeros
alineados. Alli pueden moverse longitudinalmente
sin desprenderse. Esta idea informa el diagrama de
la figura 8.

La idea es seductora porque lleva a su plena
expresion un mecanismo formulado por Max
Delbriick, quien a mitad de carrera decidié cambiar
la fisica por la biofisica [72]. El mecanismo o
principio, llamado “aceleracion de la difusion por
reduccion dimensional” (diffusional enhancement
by reduction of dimensionality), es simplemente
que la difusion se vuelve mas eficiente cuando se
reducen las dimensiones, es decir, el nimero de
direcciones en que la particula que difunde puede
moverse-hacer su “paseo al azar”. Asi por ejemplo
un mensajero o mediador celular encuentra
mucho mas facil y rapidamente a su receptor de
membrana si previamente puede disolverse en
dicha membrana, donde la dimension se reduce a
dos. En el caso de la calsecuestrina, los polimeros
son lineales, en consecuencia, y como se ilustra en
la figura 8, la difusion se reduce a un paseo en una
dimension, lo que deberia favorecer atin mas el
transito hacia el canal. De hecho, calculos simples
indican que los tiempos de difusioén se reducen en
las razones 33, 5 y 1, al pasar de dimension 3 a
2 y 1. Este conducto lineal que la calsecuestrina
hipotéticamente proporciona ha sido Ilamado
“alambre de calcio” [73].

La otra idea es una consecuencia inevitable de
las evidencias obtenidas en solucion [68-70]: la
calsecuestrina deberia despolimerizarse cuando
el reticulo sarcoplasmadtico libera mucho calcio.
Ya hemos visto que la proteina obra como sensor,
de algin modo causando cierre de canales cuando
el calcio baja. La despolimerizacion, que ocurre
a valores reducidos de [Ca®]., podria ser el
mecanismo por el cual la sefal se pasa al canal,
ya que como vimos calsecuestrina y receptores
de rianodina se vinculan alostéricamente por
medio de triadina y juntina. Es concebible que,
ligada como mondmero, la calsecuestrina afecte al
receptor de rianodina de un modo distinto al del
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polimero. Esta peculiar dependencia de su funcion
de fuente con la concentracion de calcio también
haria a la calsecuestrina una fuente “inteligente”,
que proporciona poder amortiguador maximo en
el rango de concentraciones donde es mas util,
es decir, cerca de las concentraciones de calcio
de reposo, cuando el musculo debe responder al
maximo para “luchar o huir”.

Redefiniendo el cuplon

Por haber sido definido en forma bastante laxa, en
tiempos en que no se conocia bien la constitucion
molecular del sistema de liberacion de calcio, el
concepto de cuplon ha sido usado y extendido en
forma diversa, como una mancha de Rorschach,
seglin la imaginacion y preferencias del usuario. Los
descubrimientos recientes sobre la multiplicidad y
complejidad de los agrupamientos de receptores en
musculo cardiaco han llevado por ejemplo a hablar
de sub-cuplones y super-cuplones [22, 23].

Nuestra primera definicion sugiri6 incluir aquellas
proteinas ligadas fisicamente, que ademas tuvieran
funciones dinamicas, no simplemente de soporte.
Asi, en el musculo esquelético deberia incluirse
el receptor de DHP de la membrana plasmatica, el
receptor de rianodina, y las proteinas que forman
la cadena alostérica, incluyendo triadina, juntina, y
los polimeros de calsecuestrina. Otras proteinas de
uniéon permanente (la FKBP en sus variantes 12 y
12.6 [74]) o transitoria con los RyR (sorcina [75],
homer [76] y calmodulina, que interactia tanto
con los RyR [77] como los DHPR [78]) también
deberian incluirse.

Sin embargo, la definicion no puede excluir
proteinas que no estdn directamente ligadas al
receptor de rianodina, como el DHPR del musculo
cardiaco (Cavl.2), y en musculo esquelético los
RyR3, que como vimos estdn en posicion para-
juntural, no ligados a los RyR1. Parece logico
entonces flexibilizar la definicion y admitir
todas las proteinas que de algiin modo participen
dindmicamente en los eventos de liberacion de
calcio, un grupo que crece dia a dia.

17 (continuacion) ey g| sentido constructivo de la palabra,
propiedad manifiesta en la polimerizacion de la
calsecuestrina.
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