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DILUCIDACION._

El presente trabajo se inicio en 1985 en el laboratorio del Dr. J. Mas Oliva, en el Departamento
de Bioenergética del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. La primera vez que se expuso fue
en la IV Reunion de la Rama de Bioenergética y Biomembranas de la Sociedad Mexicana de
Bioguimica A.C., Malintzin, Tlaxcala, México, en diciembre del985 con el titulo de
“Regulacién por Pb®* de la ATPasa (Ca®*, Mg®") de fantasmas de eritrocitos humanos. Efecto de
Calmodulina”. Posteriormente fue publicado en las Memorias del IV Congreso de
Bioenergética y Biomembranas. Sociedad Mexicana de Bioquimica A.C., ese mismo diciembre
de 1985. En 1986 se presentd como trabajo de tesis realizado para obtener el grado de
licenciado en Biologia en la Facultad de Ciencias de la UNAM, bajo el titulo "Regulacion de la
ATPasa(Ca®*, Mg?") de Eritrocitos Humanos por Metales Pesados”, sin concluir el proceso.
Hacia los afios 1988 y 1989, el Dr. Jaime Mas-Oliva publico el trabajo en: J. Mas-Oliva. 1988,
Dual Effect of Lead on the Erythrocyte Calcium Pump. EBEC Reports (5) 294-296, y J. Mas-
Oliva. 1989, Effect of Lead on the Erythrocyte (Ca**, Mg®")-ATPase Activity. Calmodulin

Involvement. Molecular and Cellular Biochemistry 89 (1) 87-93.

Ahora en 2010, hacemos la recapitulacion de dicho trabajo con el Unico fin de cerrar el proceso

iniciado en 1985.
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RESUMEN....

A pesar de que en la actualidad son conocidos un gran numero de reportes acerca
de los efectos toxicos causados por metales pesados, los mecanismos
moleculares de accién de estos sobre diferentes sistemas no han sido aun
esclarecidos. Se sabe que algunos de estos metales pesados y en particular el
plomo y el cadmio, son serios contaminantes ambientales. Como importante
caracteristica en las intoxicaciones causadas por estos contaminantes y
principalmente en el caso del plomo, los niveles de este metal en sangre
aumentan considerablemente por arriba de los limites aceptados, habiéndose

reportado que los eritrocitos humanos secuestran al 90% del plomo en sangre.

En el laboratorio, resultados iniciales indican un marcado efecto inhibitorio del
ion plomo sobre la bomba de calcio de eritrocitos humanos, sistema considerado
importante en la regulacion de homedstasis del calcio no solamente del eritrocito,

sino también de una gran variedad de células tanto animales como vegetales.

El presente estudio constituye un esfuerzo para conocer los efectos
moleculares del ion Pb®" sobre la funcién cinética de la ATPasa (Ca*, Mg
asociada al transporte de calcio de la membrana plasmatica del eritrocito, para
contribuir a un mejor entendimiento de la fisiopatologia de estas células y de los
mecanismos de regulacién de la asociacién entre ATPasa (Ca®*, Mg®) y el

complejo calcio / calmodulina.




INTRODUCCION...

El problema de la contaminacion del ambiente en nuestro pais se ha incrementado
en estos ultimos afios debido a varios factores que facilitan la concentracion de
grandes cantidades de sustancias en espacios reducidos de terreno, como lo son
las é&reas urbanas. Las zonas industriales de la ciudad de México que
originalmente se encontraban asentadas lejos de las areas habitacionales, han
sido con el transcurso del tiempo, absorbidas por éstas, ocasionando que
importantes grupos de poblacion estén en la actualidad expuestos a agentes
potencialmente téxicos para su salud.

La contaminacion de la atmosfera afecta a millones de personas en todo el
mundo, especialmente a las que viven en ciudades industrializadas con un denso
transito de automotores. Las emanaciones y olores desagradables, la reduccion
de la visibilidad, el dafio a la salud humana, asi como el dafio a la ecologia en
general por contaminantes nocivos, junto con los perjuicios materiales
ocasionados por polvos y gases corrosivos, constituyen algunos de los principales
problemas ambientales en las zonas urbanas e industriales de nuestro pais. A
pesar de que la mayoria de la gente esta dispuesta a aceptar cierto deterioro del
medio ambiente a cambio de un nivel de vida mas alto y de una mayor abundancia
de bienes de consumo, a medida que se eleva el nivel de vida, se considera a la
contaminacion del aire producida por el hombre como a una amenaza para la

salud. La contaminacion puede llegar a convertir a algunas zonas en lugares no




aptos para ser habitados; esto constituye, en consecuencia, un serio obstaculo
para el desarrollo de las sociedades. Asi, muchas administraciones nacionales,
regionales y municipales son ahora objeto de una creciente exigencia publica de
que se combata y disminuya la contaminacién del aire. Este tipo de contaminacién
cobra importancia en condiciones de congestién urbana, ya que los automotores,
como producto de su combustién, liberan grandes cantidades de plomo inorganico

al ambiente, entre otros quimicos potencialmente toxicos

Se han reportado gran cantidad de trabajos sobre los efectos toxicos
causados por metales pesados en organismos y sistemas diversos (1-6), pero a
nivel molecular aun es desconocido en la mayoria de ellos donde ejercen su
accion. La exposicibn humana a estos quimicos se da frecuentemente por
diferentes vias ambientales, por lo que un mismo quimico puede actuar en un
mismo sistema llegando a éste a través de diferentes rutas. Entre las diferentes
vias de exposicion, a saber, se conocen el aire, el agua y los alimentos ingeridos,
asi como contacto de la piel con el aire, el agua o las superficies sélidas. El sitio
de accion en el cuerpo depende de la naturaleza especifica del quimico, donde el
primer contacto se puede dar en tracto respiratorio, tracto gastrointestinal o la piel,
para posteriormente ser absorbido a través de una o mas membranas y entrar a la
circulacién general. A este nivel, el toxico se encontrara disponible para actuar
sobre el sistema hematopoyético y los tejidos internos. El punto final del

establecimiento del quimico en un organismo depende de sus mecanismos de




transporte, de su afinidad por un tejido especifico o componentes tisulares, asi
como de la distribucion del quimico a través del tiempo. Como ya se ha podido
determinar, el plomo entra al cuerpo a través de la inhalacion, ingestién oral o
absorcion percutanea donde las rutas mas significativas son la respiratoria y
gastrointestinal para plomo inorganico (1,7-9). La absorcion de plomo por medio
del intestino es de alrededor de un 10% en los adultos, y en el caso de los nifios
se han registrado cifras de hasta un 50%. La absorcion de plomo por medio de los
pulmones es de alrededor del 50% en los adultos. Se ha reportado que en adultos
de ciertas poblaciones urbanas, la absorciébn por medio de la respiracién
representa el 30% de la absorcion total, pero en el caso de contaminacion

ocupacional, representa la fuente principal de absorcién (10).

El plomo es usado, principalmente, en la manufactura de baterias de
almacenamiento eléctrico, cables, tuberias y varios tipos de aleacion; en la
industria de la maquinaria quimica; para la proteccién de radiacion radiactiva; en la
produccion de tetraetil plomo y pigmentos de plomo en la elaboracion de cristales,
barnices, esmaltes, pigmentos blancos y aceites, asi como en la industria de
borradores (11). El tetraetil plomo, tetrametil plomo y la mezcla de alcalis
derivados del plomo son usados en la gasolina como antiexplosivos, donde en su
mayor parte, son convertidos en plomo inorganico cuando la gasolina es
guemada. En muestras de aire contaminado se puede distinguir entre las

particulas de plomo y el plomo volétil, donde integrados a este Ultimo grupo se




encuentran a los compuestos organoplomados como el tetrametil plomo, trimetiletil

plomo, dimetildietil plomo, metiltrietil plomo y tetraetil plomo (12).

Asi mismo, la ingestion oral de plomo inorganico es también otra ruta de
exposicién importante, donde principalmente la ingestion de alimentos y bebidas
contaminadas, incluyendo agua y sustancias no alimenticias como pinturas y
polvos que contienen plomo, constituyen un problema serio de salud publica. El
plomo transportado por el aire se deposita en los suelos y permanece ahi durante
muchos afos en las zonas urbanas; el polvo de casas y calles contiene por lo
comun niveles de plomo del orden de 1 pg/gm, como resultado de las
emanaciones de los vehiculos automotores (el cual corresponde al 90% del plomo
total transportado por el aire, alcanzando concentraciones de 1 pg/m® en zonas
urbanas e inferiores a 0.2 pg/m® en zonas rurales), corrosién de pinturas, las
emanaciones industriales o el plomo de los suelos. Las concentraciones de plomo
en agua potable son por lo general inferiores a 10 pg/lt, pero el uso de cafierias
de plomo en las zonas de aguas blandas puede provocar una contaminacién
considerable y, en algunos casos, alcanzar niveles superiores a 1 mg/It. Se calcula
que la ingestién diaria de plomo por via alimenticia en diferentes paises, oscila
entre < 100pg y > 400ug. La FAO y la OMS establecieron provisionalmente un
limite tolerable de ingestion para los adultos de aproximadamente 400 pg/dia;

dicho valor debe ser inferior en los nifios (10).

Diversos estudios experimentales (13-17) han demostrado que existe una

relacion directa entre la ingestion de plomo y el nivel de plomo en sangre (Pb-S).




Este ultimo constituye una medida del plomo absorbido, siendo el mejor indicador
de la exposicién actual. ElI plomo, ademéas de medirse en sangre entera, se puede
medir en plasma, saliva, orina, pelo y en los dientes de leche (1). A pesar de que
la OMS propone una concentracion de seguridad méaxima de Pb-S de 3.38 uM,
muchas autoridades médicas consideran que el nivel de Pb-S debe ser menor de
1.93 uM en adultos y 1.45 pM en nifios. Los niveles normales de Pb-S se
encuentran entre 0.97-1.45 uM, derivado de la ingestibn de plomo en agua y
alimentos. Segun numerosos estudios, el nivel de Pb-S medio en adulto no
expuestos profesionalmente suele variar entre 0.48 y 1.21 uM (18). En trabajos
realizados en la ciudad de México, se sefalé que en 1986 la poblaciéon del D.F.
presentaba mayores niveles de Pb-S en comparacion con diferentes ciudades de
la Republica Mexicana. Se enfatiza también el hecho de que en ultimos estudios
se han encontrado los mas altos niveles de Pb-S entre los fumadores, por lo cual
estiman con respecto a los niveles de Pb en fluidos biolégicos, que el tabaquismo

es un factor agravante (19).




CONCENTRACION MEDIA DE PLOMO EN SANGRE (uM) SEGUN CONSUMO
DIARIO DE TABACO EN RESIDENTES DE LA CIUDAD DE MEXICO Y DE SEIS

CIUDADES DE LA REPUBLICA MEXICANA.

Ciudad de México Seis ciudades de la Republica Mexicana
Cigarros/dia Hombres Mujeres Hombres Mujeres
(n=141) (n=158) (n=165) (n=316)
Ninguno 1.05 0.82 0.70 0.48
Hasta 10 0.86 0.78 0.72 0.49
Mas de 10 1.24 0.97 0.81 0.55
Total 1.14 0.79 0.73 0.51

Tomado de (19)

En cuanto al ion plomo (Pb?*) se refiere, los trabajos experimentales en animales,
en su mayor parte, describen o tratan de explicar las alteraciones patoldgicas o
fisiopatoldgicas generales causadas por dicho metal. Por ejemplo, en poblaciones
humanas, se han realizado estudios retrospectivos sobre las causas de mortalidad

y morbilidad relacionadas con la exposicion plimbica, en comparacion con




poblaciones no expuestas. De estos estudios se ha podido comprender los

importantes efectos patolégicos del plomo en diferentes érganos y sistemas (1).

Los principales efectos reportados causados por plomo podrian ser

resumidos de la siguiente manera:

a) Diversos sistemas

I.  Anemia (reversible).

ii. Nefropatia cronica permanente.

lii.  Dafio cerebral severo, particularmente en nifios (permanente).

iv.  Conduccidn alterada en nervios periféricos (puede ser cronica).

v. Aborto.

vi. Puede reemplazar al calcio de los huesos.

Los datos presentados anteriormente se refieren a dafios funcionales en caso de

exposicidn crénica o de intensidad recurrente al plomo (2).

b) En el sistema hematopoyético en especifico, se sabe que el plomo

causa los siguientes efectos:

i.  Inhibicién de varias enzimas que intervienen en la sintesis del

grupo hemo.




ii.  Reduccion en la sintesis de globina.

iii.  Inhibicidén en la formacion del citocromo P450.

Iv.  Administraciones prolongadas afectan la actividad de la citocromo

c-oxidasa (1).

c) Metabolitos y productos anormales acumulados en el plumbismo

humano (intoxicacion con plomo en humanos):

i. Puede aumentar el hierro sérico.

ii. Ac. gama-aminolevulinico en suero y orina.

iii.  Porfobilindbgeno en orina.

iv.  Uroporfirina en orina.

v. Coproporfirina en eritrocitos y en orina. Protoporfirina 1X en

eritrocitos.

vi.  Mitocondrias dafiadas y fragmentos de eritrocitos inmaduros.

En la anemia por intoxicacidon plumbica aumenta con frecuencia la tasa de
descomposicion de los eritrocitos: Acortamiento de la vida de los eritrocitos. El
mecanismo exacto por el cual ocurre este acortamiento no es completamente
conocido. Es posible que el plomo cause un aumento en la fragilidad mecanica y

reduzca la resistencia osmotica en las células rojas. De alguna manera se ha




relacionado a estas alteraciones con el hecho de que un 90% del plomo en sangre

es capturado por los eritrocitos humanos en casos de intoxicacion (6, 20).

IMPLICACION DEL COMPLEJO CALCIO/CALMODULINA EN EL PROBLEMA....

De entre los metales de importancia biolégica encontramos al ion calcio formando
parte de los metales que cumplen requerimientos fisiolégicos esenciales. En todas
las células en reposo, la concentracién de Ca®" libre en el estado-estacionario es
de aprox. 10® M (0.01 pM), muy baja comparada con la concentracién de Ca*
libre del medio circundante celular y tisular, que es de aprox. 10° M (1 pM). Dicho
gradiente, cuyo requerimiento energético es de aprox. -10.5 Kcal/mol, es
mantenido por bombas de calcio localizadas en las membranas plasmatica y
reticular, asi como en la mitocondria. Se sabe que la concentracién de Ca?" libre
intracelular no es constante, y se ve modificada por la abertura de canales
especificos de calcio que responden a una gran variedad de estimulos externos, a
saber: hormonas, alérgenos, anticuerpos de superficie, depolarizacion membranal,
luz o presiones mecénicas. La abertura de dichos canales es seguida por un flujo
de iones Ca®" hacia abajo del gradiente electroquimico y un incremento en su
concentraciéon en el citosol hasta aprox. 10° (10 pM). Este incremento en la
concentracién de Ca®" libre es dependiente de la duracién del estimulo, y a

excepcion del caso de una cinética retrasada, no es mas grande que el estimulo




externo mismo. Por tanto, el incremento de Ca?* libre es transitorio (21). Este ion
se ha reconocido como un regulador critico del metabolismo intracelular, donde
estimulos que incrementan la concentracién de calcio intracelular aumentan la
actividad de muchos sistemas enzimaticos y procesos celulares especializados.
Entre estos se encuentran la contraccion muscular, la motilidad celular, la
secrecion exocitdtica y la comunicacion intercelular (22). Por lo anterior se le ha
clasificado como a un mensajero secundario en la mediacion de respuestas de
varias substancias humorales, ademas de ayudar en el mantenimiento del balance
osmotico y contribuir en el establecimiento del ambiente general catidnico. En
orden de respuesta para una amplia variedad de células a una gran diversidad de
estimulos, la regulacién temporal y espacial del calcio celular es critica (23). La
complejidad del metabolismo celular del calcio se observa claramente al analizar
la diversidad de procesos celulares mediados por calcio, los cuales se presentan
en todos los compartimentos celulares (Tabla A).

Los mecanismos mediante los cuales las sefiales de calcio dependientes son
convertidas en respuestas biolégicas, requieren de receptores intracelulares
capaces de enlazar rapida y reversiblemente éste catién. Durante el incremento
transitorio del Ca?* libre como respuesta a un estimulo dado, el Ca?* se enlaza a
proteinas intracelulares que pegan calcio; estas Ultimas interactian con sus
proteinas blancos correspondientes y estimulan su actividad biolégica vy

enzimatica. El proceso global finaliza en una respuesta fisiol6gica por parte de la




célula o el tejido excitado. Estos receptores intracelulares se han reconocido como

proteinas enlazadoras de calcio (Tabla B).

TABLA A. Procesos celulares mediados por calcio asociados
con compartimentos celulares (24).

Compartimento celular Procesos
Membrana plasmaética Enlace enzimatico

Glucosa Flujo de K*

Alteracion en el complejo espectrina (sistema contractil
submembranal)

Actividad adenilatociclasa

Secrecién exocrina y endocrina

Contraccion de microfilamento en el rompimiento
celular

Liberacion de neurotransmisores

Espacios de union

Citosol Liberacion de troponina

Actividad de fosforilasa cinasa

Actividad de fosfodiesterasa

Estado alterado de ensamble microtubular

Actividad guanilato ciclasa
Actividad FDPasa (fructuosa 1,6-difosfatasa)
Permeabilidad de uniones "gap"

Transporte axonal

Membrana mitocondrial Transporte alfa-cetoglutarato

Intercambio del nucleétido de adenina

Actividad glicerol fosfato deshidrogenasa

Actividad SDH (Succinato deshidrogenasa)

Espacio de la matriz mitocondrial Piruvato deshidrogenasa

1,25-dihidrocolecalciferol hidrolasa
Ndcleo Sintesis de AND
Formacién de aparato mitético

Reticulo endoplasmico Sintesis de proteinas




TABLA B. Receptores intracelulares de los procesos regulados por Ca*".
Receptor Ca”/mol  Distribucién Funcién
Calmodulina 4 Ubicua Multifuncional
Troponina C 4 Musculo estriado Regulacién de la contraccion
Cadena corta de |la
. 1 Ubicua Regulacién de la motilidad
miosina
. Musculo .
Parvalbumina 2 T Desconocida
esquelético liso
Protei I ati Muscul d .
roteina sarc.op asmatica |, . _ usculo © | Desconocida
que pega calcio invertebrados
. . Regulacion de la
S-100 1 Células de la glia & S .
fosforilacion protéica
Regulacié d I
Calcineurina 4 Cerebro ceu a.mo'rl “e 2
fosforilacion protéica
CaBP (Calcium Binding Intestino rifion
Protein) dependiente de | 2-4 b " | Desconocida
. . cerebelo, piel
vitamina D
Sintesis de  ADN en
Oncomodulina 2 Células tumorales proliferacién  celular no
regulada
o . . Rearreglo del cito-esqueleto
Vilina, gelsolina 3,2 Ubicua & . g
y la mobilidad
Sinhibina, sinexina, | no Tejidos de | Fusién membranal y
calelectrina determinado | secrecién exocitosis

Modificado de (21)

A excepcion de la calmodulina, como podemos observar en la tabla B, las demas
proteinas son de distribucion tisular limitada y parecen responder a procesos
tejido-especificos. La molécula calmodulina como proteina reguladora se ha
reconocido como de amplia distribucion en los tejidos de vertebrados, aunque
también se ha encontrado en una gran variedad de especies de invertebrados. Es

la proteina reguladora de calcio mas versatil en las células eucariontes. Este




receptor acidico de calcio, termoestable, con un peso molecular de 16,500
daltones, es una cadena polipeptidica simple de 148 residuos de aminoécidos,
caracterizada por la presencia de trimetillisina y la ausencia de cisteina y
triptofano. La calmodulina de los vertebrados contiene dos tirosinas en las
posiciones 99 y 138 (Tirgg Yy Tirizs), I0 que aunado a lo anteriormente mencionado,
ha facilitado enormemente el estudio de la molécula mediante mediciones de
fluorescencia intrinseca. La Tirgg esta expuesta al ambiente hidrofilico de la
molécula, ya sea en presencia o en ausencia de Ca?*, en comparacioén con Tirizs,
que en presencia de Ca?" desaparece de la regién mas hidrofébica de la molécula.
De entre las propiedades espectrales de la Tiryzg, Se incluye también un aumento
en su emision de fluorescencia por calcio. La predominancia de aminoacidos
acidicos sobre amino&cidos basicos, es a su vez responsable del bajo punto
isoeléctrico de calmodulina, mientras que la alta relacion de fenilalaninas sobre
residuos de tirosina le da la propiedad a la molécula de presentar un coeficiente de
extincion bajo (Ei170-1.8) (25). Existe un alto grado de homologia entre las
proteinas que pegan calcio y la estructura primaria de la calmodulina. Goodman
et al., 1979 (26), propusieron que algunas de las proteinas anteriormente
nombradas evolucionaron de un ancestro llamado de "cuatro dominantes”, el cual
se origin6 de dos duplicaciones sucesivas, una tras otra, de un gen precursor, éste
altimo codificado por un polipéptido de un dominante de aproximadamente 36

residuos de aminoacidos. Se postula que varias proteinas sufrieron mutaciones




puntuales en los supuestos dominantes que pegan calcio, inhabilitandolos para
enlazar calcio. Esto explica por qué el nimero de sitios de pegada de calcio de
alta afinidad por proteina, varia de 1 a 4. La homologia de la secuencia,
principalmente en los dominantes de pegada de calcio aun funcionales, se basan

en la similaridad de la estructura tridimensional de éstas proteinas.

Entre la familia de las proteinas homédlogas que pegan calcio, la
calmodulina es aparentemente la mas relacionada con el ancestro proteico y
posee cuatro sitios de pegada de calcio funcionales (21). La molécula se asemeja
a una pesa con dos lIébulos conectados por una alfa hélice doblada en ocho y sin
contacto entre los I6bulos (27). La longitud de la molécula es de aproximadamente
65 Amstrongs y cada l6bulo mide aprox. 25 X 20 X 20 Amstrongs. Contiene siete
hélices, las cuales consisten de los siguientes residuos: | 7-19, Il 29-39, Il 46-55,
IV 65-92, V 102-112, VI 119-128, y VIl 138-148 Fig. I; contiene aproximadamente
el mismo porcentaje de alfa hélice que la troponina C. Los dominantes 1y 4 que
pegan Ca®" tienen una conformacion tipica "hélice-lazo-hélice" (H-L-H) similar a
los dos dominantes que pegan Ca** en la parvalbumina y a los dominantes Il y IV
de la proteina intestinal. Los dominantes 2 y 3 muestran una alfa hélice del tipo
hélice 1V; esta estructura provee una hélice carboxi-terminal para el dominante 2 y
una hélice amino-terminal para el dominante 3. Dado que la hélice IV esta
expuesta a solventes y forma Unicamente unos pocos contactos con el resto de la

molécula, es posible que esta parte de la misma retenga algunas estructuras




helicoidales en ausencia de Ca®". Los dominantes 1-4 incluyen los siguientes
residuos: 20-31, 56-67, 93-104, y 129-140; cada uno consta de 12 residuos de los
cuales los 9 primeros forman el lazo y los tres dltimos el comienzo de la segunda

hélice en el dominante H-L-H (27).

Figura 1. Secuencia de los aminoacidos de la Calmodulina (27).

Ahora bien, ya que se ha reportado que la calmodulina regula varios

sistemas enzimaticos, entre ellos a la bomba de calcio o ATPasa (Ca?*, Mg?")
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membranal, la cual en los eritrocitos humanos su actividad es importantemente
estimulada (28), cabe aclarar que la funcién de la bomba de calcio en los
eritrocitos humanos es de suma importancia ya que mantiene constante la
concentracion de calcio intracelular (0.1 pM). Una elevacion en dicha
concentracion implicaria efectos adversos significativos en la estructura y funcién
de los eritrocitos. Por lo tanto, un funcionamiento normal de la ATPasa como
funcién catalitica de la bomba de calcio, refleja el mantenimiento de las funciones

normales de los eritrocitos humanos.

INTERACCIONES Pb?*/ Ca* ..

El plomo puede interactuar con nutrientes esenciales tal como calcio y fosfato, y
elementos trasa, como cobre, zinc y hierro (29-32). Muchas investigaciones se han
enfocado ahora a los aspectos celulares y moleculares de las acciones del plomo.
El plomo inorgénico, forma iones Pb?* en solucién acuosa. Este comportamiento
es muy semejante al del ion Ca** cuando este interact(ia con sistemas biolégicos.
Se sabe que la quimica del plomo es muy diferente a la del calcio y como
consecuencia de estas diferencias, el plomo tiene algunos efectos que no son
producidos por los iones Ca**.

El plomo puede, en ultima instancia, perturbar las funciones mediadas o
reguladas por el calcio; directamente por interferencia en los procesos de

transporte o almacenaje de calcio (por ejemplo, proteinas transportadoras o vias
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de calcio, etc.); indirectamente por la alteracion a funciones requeridas para la
homeostasis del calcio (v.g. produccibn de energia, permeabilidad de la
membrana plasmatica, etc.), o bien, por sustitucién de Pb* por el Ca?* en los
sitios de pegada de calcio funcionalmente importantes (v.g. Calmodulina) (24).

El Pb?* parece ser un buen substituto del Ca®" en los siguientes procesos
de calcio dependientes: canales de calcio en la membrana de células de médula
adrenal de bovino, entrada de calcio en mitocondria, fosfodiesterasa dependiente
de calcio y calmodulina (y algunos otros procesos dependientes de calmodulina),
unién a proteinas intestinales que pegan calcio, permeabilidad al potasio
dependiente de calcio en eritrocitos humanos y bomba de calcio y ATPasa de
calcio de eritrocitos humanos. En todos los casos anteriores la afinidad por plomo
es mas grande que por calcio. Aun no han sido estudiadas las interacciones del
Pb®" con muchas proteinas que pegan calcio y procesos dependientes de calcio.
No todos los procesos dependientes de calcio son activados por plomo; puede ser
gue dicho metal reconozca perfectamente el sitio de calcio pero a su vez inhiba

cualquier otro sitio que esté envuelto en la respuesta total (32).

En vista de que existen pocas investigaciones realizadas sobre la bomba de
calcio de eritrocitos humanos afectada por metales pesados, en nuestros dias
donde el problema de contaminacion ha crecido enormemente, el estudio del

efecto de metales pesados sobre estos sistemas ha cobrado importancia.




Como ya hemos mencionado anteriormente, la ATPasa (Ca?*, Mg?") es
estimulada por la calmodulina, una proteina moduladora que participa en diversos
procesos bioldgicos dependientes de calcio (33). Sin embargo, a pesar de que la
relacion calmodulina-ATPasa es conocida, los procesos moleculares por los
cuales ésta se lleva a cabo no han sido aun bien determinados. En vista de la
importancia que representa lo anteriormente expuesto, nos encaminamos a la
tarea de tratar de definir los efectos provocados por el plomo sobre la ATPasa
(Ca®*, Mg?") de eritrocitos humanos, asi como la relacién de dicho metal con la
proteina moduladora calmodulina. De esta manera, el presente estudio pretende
contribuir a conocer los efectos del i6n Pb?* sobre la actividad de ATPasa (Ca**,
Mg®") como expresion cinética de la bomba de calcio y determinar su accién en la

relacion ATPasa con el complejo calcio/calmodulina.




MATERIAL Y METODOS..

Materiales....

Acetato de plomo, suero de albimina, adenosin trifosfato (ATP) y ditiotreitol (DTT)
fueron obtenidos de Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. La calmodulina (activador
de la 3*,5*-nucledtido ciclico fosfodiesterasa de corazon de bovino) fue obtenida

en nuestro laboratorio por el método de Gopala Krishna y Anderson, 1982 (34).

Aislamiento de membrana plasmatica de eritrocitos humanos...

El método presentado a continuacion, es una modificacion de la técnica empleada

anteriormente en este laboratorio (35, 36).

Preparacion de fantasmas de eritrocitos:
1) Centrifugacion de sangre heparinizada (una unidad) durante 10
minutos a 3000 rpm (1.475 X g), rotor GSA.
2) Se aspira el plasmay se remueve la capa colorante.
3) Lavar las células por centrifugacion en seis volumenes de
solucion isotonica # 1.
Solucion isoténica# 1 pH=7.4
KCI 0.13M

Tris (base) 20 mM




La centrifugacion se realiza en el rotor GSA a 13,000 rpm

(28,880 X g) durante 20 minutos.
Se realizan dos lavados.

4)  Lavar las células por centrifugacion en seis volumenes de

solucion hipotonica # 2.
Solucion hipotonica# 2 pH=7.4
EDTA 1 mM
Tris (base) 5 mM

La centrifugacién se realiza en el rotor GSA a 13,000 rpm

(28,800 X g) durante 20 minutos.

Las células se lavan hasta que el precipitado esté

completamente blanco.

5) Lavar las células por centrifugacion en seis volimenes de solucion

isotonica # 3.
Solucién isotonica # 3 pH =7.4
Tris (base) 10 mM

La centrifugacion se realiza en el rotor GSA a 13,000 rpm

(28,800 X g) durante 20 minutos.

Realizar dos lavados con dicha solucion.




Se utilizé una centrifuga SORVALL RC-5B (Refrigerated Superspeed

Centrifuge).
Posteriormente, las células fueron colocadas en viales y mantenidas a -80 C°
hasta su uso, en un controlador de temperatura REVCO (REVCO Temperature

Controller ULTRA LOW).

La concentracion de proteina de los fantasmas fue medida siguiendo el

método descrito por Bradford (37), usando suero de albumina como estandar.

Medicion de las actividades de la ATPasa (Ca®")..

Actividad hidrolitica del ATP. Dicha actividad fue medida utilizando una técnica
empleada anteriormente en nuestro laboratorio (35, 36, 38, 39). Se midi6é
espectrofotométricamente la liberacion de fosfato inorganico (Pi), expresado en
nano molas de Pi/mg de Proteina/minuto.

El medio de incubacion de la enzima contenia MgCl, 10 mM, CaCl, 5, 10 o
100 uM, ATP 0.5, 1, 2 0 4 mM, TX-100 0.1% y Tris-Malato 50 mM a un pH=7.4. La
concentraciéon de la calmodulina fue de 10 ug/mg. Se manejaron diferentes
concentraciones de acetato de plomo, de 0.1 a 150 uM. El tiempo de incubacion
fue de 20 minutos. La reaccién enzimatica se inicio por la adicion de la mezcla de
reaccion que contenia ATP y fue detenida con 100 ul de TCA (Acido

Tricloroacético) 30%, manteniendo las muestras a 4 °C.
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El agente reductor de grupos sulfhidrilos DTT, fue preincubado en presencia

de las membranas a 4 °C durante una hora.




RESULTADOS Y DISCUSION...

Se explor6 de manera inicial el efecto del ion plomo sobre la actividad hidrolitica
de la ATPasa (Ca®**, Mg®") contenida en una preparacién de membranas
plasmaticas de eritrocitos humanos. Como se puede observar en la figura 1, el
comportamiento de la ATPasa utilizando diferentes concentraciones de calcio y en
presencia de concentraciones uM de plomo, no es el de una cinética de inhibicién
simple. El tipo de inhibiciobn que se observa corresponde a una inhibicion del tipo
multisitio para un solo inhibidor (40), por lo que los métodos convencionales para
calcular las diferentes constantes de inhibicién no son aplicables en este caso. Por
lo tanto, se sugiere el uso de la llamada concentracién inhibitoria al 50% 6 Clsg
(concentracion del inhibidor necesaria para reducir la actividad maxima de la
ATPasa (Ca®*, Mg*") al 50%) para calcular semi-cuantitativamente el efecto
inhibitorio del ion plomo (40).

En la misma figura 1 podemos observar que a medida que la concentracion
de calcio en el medio de reaccion aumenta, los valores Clso para el plomo
disminuyen discretamente. De manera interesante, también ha sido observado
gue en presencia de calmodulina los valores Clso disminuyen, pero presentando
valores absolutos menores que durante la medicién de la actividad de ATPasa en
ausencia de la proteina moduladora. Esto ultimo pareceria indicar una mayor
susceptibilidad de la enzima al plomo al encontrarse asociada con el complejo

calcio/calmodulina.
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Figura 1. Inhibicion de la actividad hidrolitica de la ATPasa (Ca®**, Mg®") de
eritrocitos humanos causada por acetato de plomo. La actividad enzimética fue
medida en ausencia (O O A) 6 presencia ( l @ A) de calmodulina (10 pg/mg),

usando diferentes concentraciones de calcio:5( OB, 10 ( A A y 100 uM (O @).

TABLAI

* Clsg uM Pb?

Ca® uM Calmodulina
- +
5 17.5 8.5
10 8.75 45
100 6.0 4.0

* Resultados relacionados con la figura 1.




Al explorar el efecto del ion plomo sobre la ATPasa expuesta a una
concentracion de calcio de 100 uM y a 1 as concentraciones de ATP de 0.5y 4.0
mM, como es mostrado en la figura 2, al aumentar la concentracion de ATP en el
medio de reaccion, los valores de Clsg tienden a disminuir. De manera interesante,
nuevamente la presencia del complejo calcio / calmodulina en el medio de

reaccion, disminuye los valores Clso de la enzima para el ion plomo (tabla Il).

Utilizando una serie diferente de preparaciones de fantasmas de eritrocitos,
los cuales fueron inicialmente preincubados a 4°C por 1 hora en presencia de
calmodulina; a pesar de obtener valores de ATPasa iniciales més elevados que los
presentados en la figura 2, a medida que se incrementa la concentracion de ATP
en el medio de reacciéon (0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 uM), los valores observados de Clsg
para el ion plomo no sufren variaciones importantes (fig. 3; tabla Ill). Este
resultado, al haber sido ampliamente reproducido en nuestro laboratorio utilizando
diferentes preparaciones de fantasmas de eritrocitos, parece indicar que
independientemente del valor de la actividad hidrolitica basal de la ATPasa (Ca**,
Mg?) en presencia de calmodulina, la Cls, para el ion plomo se mantiene

constante.
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Figura 2. Inhibicion de la actividad hidrolitica de la ATPasa (Ca?*, Mg®) de eritrocitos
humanos causada por el acetato de plomo. La actividad enzimética se midi6 en
ausencia ( 0 O) 6 presencia ( W @ ) de calmodulina (10 pg/mg), utilizando dos

concentraciones de ATP:0.5(CM)y 4.0 yM (O @).

TABLA I

* Clso ny; Pb**

ATP uM Calmodulina
- +
0.5 35.5 27.5
4.0 20.75 11.5

* Resultados relacionados con la figura 2.
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Figura 3. Inhibicion de la actividad hidrolitica de la ATPasa (Ca**, Mg*") de eritrocitos
humanos causada por acetato de plomo. La actividad enzimatica se determind
usando el siguiente rango de concentraciones de ATP: 0.5 ((0), 1.0 (¢), 2.0 (A) vy

4.0 uM (O).

TABLA I

* Clsg ny Pb**

ATP Mm Calmodulina
+
0.5 275
1.0 25.5
2.0 175
3.0 115

* Resultados relacionados con la figura 3.




Con la finalidad de explorar el papel que juegan tanto uniones disulfuro como
grupos sulfidrilo en la accion inhibitoria del ion plomo sobre la actividad de ATPasa
como funcidn catalitica de la bomba de calcio, se iniciaron una serie de
experimentos utilizando al agente reductor de sulfidrilos, ditiotreitol (DTT).
Utilizando dos concentraciones de DTT (0.25 y 1.0 mM) durante el periodo de
incubacion de la ATPasa a 37°C en el medio de reaccion, no se observé efecto
alguno sobre la cinética de inhibicion de la ATPasa (Ca?*, Mg?*) por el ion plomo
(fig. 4), donde el desplazamiento de los valores Clsp por DTT fue minimo (tabla V).
Sin embargo, observamos que secundario a la pre incubacion de las membranas
por una hora a 4°C en presencia de DTT y especialmente a la concentracién de 1
mM, se obtiene un importante desplazamiento de las Clso para el ion plomo hacia
concentraciones mas elevadas; (fig. 5; tabla V). Esto ultimo pareciera indicar la
necesidad de tiempos prolongados de preincubacién para llevar a cabo una
reduccion importante de radicales sulfidrilo y la formacién de uniones disulfuro en
las membranas, lo que estaria aunado a la presencia de estos grupos funcionales
en la enzima y a la proteccion del efecto inhibitorio del ion plomo. La reduccion de
grupos sulfidrilo, reflejado en una menor sensibilidad de la ATPasa a la accion del
plomo, indicaria la importancia de la formacion de uniones disulfuro en la region
catalitica de esta enzima. De manera simultdnea con el presente estudio,
utiizando una preparacién aislada de membranas plasmaticas de mausculo

cardiaco y el empleo de la sonda fluorescente 5-iodoacetoamidofluoresceina, la




cual reacciona con grupos sulfhidrilo, hemos podido corroborar la importancia de
la formacién de uniones disulfuro en el desarrollo de la actividad catalitica de la

ATPasa (Ca®", Mg®") (41).
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Figura 4. Inhibicién de la actividad hidrolitica de la ATPasa (Ca®*, Mg?") de eritrocitos
humanos causada por acetato de plomo. La actividad enzimética se midié utilizando dos
concentraciones de ditiotreitol (DTT) durante el periodo de incubacién de las membranas
a 37°c en el medio de reaccion: 0 ( CJM, 0.25 (A A)y 1.0 mM (@ O). La actividad fue

medida en ausencia (OAO) 6 presencia (A ®) de calmodulina (10 ug/mg).




TABLA IV

* Clgg uM Pb?

DTT pM Calmodulina
- +
0 7.87 6.50
250 3.50 2.35
1000 6.50 5.0

* Resultados relacionados con la figura 4.

En vista de no haberse observado diferencia alguna entre las membranas
incubadas en presencia o ausencia de calmodulina con respecto a los efectos,
primero inhibidor del plomo y segundo, protector del DDT (tablas IV, V), pareciera
indicar la ausencia de estos grupos funcionales en el sitio de acoplamiento entre la
enzima y el complejo calcio/calmodulina. Sin embargo, analizando nuestros
resultados, hemos observado una consistente estimulacion de la actividad de
ATPasa utilizando concentraciones bajas de plomo en los medios de reaccion (0.1
- 1.0 uM), siendo esto més evidente en condiciones Optimas de concentracion de
calcio, ATP y calmodulina (figuras 1-5). Este resultado aunado al hecho ya bien

comprobado de que el ion calcio no es especifico en la activacion de calmodulina




y de que otros cationes con afinidades y radio i6bnico comparables al del calcio
pueden ser efectivos en esta activacion, el fendmeno podria estar relacionado con
un desplazamiento del ion calcio por plomo. Parece ser que a concentraciones
bajas de plomo, éste ion no interfiere con la efectividad del ion calcio en la
activacion de la calmodulina, sino que acentta dicha efectividad; éste fenébmeno
aumenta la posibilidad de que una combinacion de cationes efectiva pueda activar
a la calmodulina completamente a una concentracién suboptima de calcio (42, 43).
Esta posibilidad se encuentra apoyada en estudios de inhibicibn por metales
pesados de la union de calcio a la molécula calmodulina (44, 45). Sin embargo, a
pesar de conocerse el hecho de que algunos metales pesados (y entre ellos el
plomo) mimetizan el efecto del ion calcio en la induccion del cambio en la
fluorescencia intrinseca de calmodulina dada por tirosina, cambio en su movilidad
electroforética, activacion de la enzima fosfodiesterasa, e inhibicién de la union de
calcio a calmodulina, aun no existen estudios directos de unién especifica de

plomo a calmodulina.
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Figura 5. Inhibicién de la actividad hidrolitica de la ATPasa (Ca**, Mg®") de eritrocitos humanos provocada por acetato de
plomo. La actividad enzimatica fue medida posteriormente a la preincubacién de las membranas por 1 hr. a 4°C en
presencia de DTT: 0( O €, 0.05( A A), 025 (CCH) y 1.0 mM @ Q). La actividad hidrolitica se midié en

ausencia ([OJOAQ) 6 presencia (49 A@® ) de calimodulina (10ug/mg).

TABLA YV

* Clsg uM Pb?

DTT uM Calmodulina
- +
0 5.50 6.50
50 5.00 3.75
250 5.50 5.50
1000 85.00 90.00

* Resultados relacionados con la figura 5.




Ahora bien, la aparente efectividad de algunos metales pesados en conferir un
estado activo a la molécula calmodulina, no necesariamente significa que estos
metales presenten alguna funcion fisiolégica en los diferentes sistemas
estudiados, sino que mas bien en nuestra opinién originan la posibilidad de que
parte de su toxicidad en multitud de sistemas biol6gicos sea mediada a través de
una activacién anormal de calmodulina. Esta posibilidad podria estar relacionada
con la activaciéon de calmodulina a concentraciones subo6ptimas de calcio, lo que

privaria a las células de su control normal llevado a cabo por el ion calcio.

En condiciones de una activacion cronica anormal de calmodulina, el control
normal de activacion podria estar totalmente alterado, lo que creemos, en parte
podria explicar la base molecular de la toxicidad de los diferentes metales pesados

a concentraciones contaminantes sumamente pequenas.

En base a los datos experimentales obtenidos en el laboratorio, nuestro
punto de vista apoyado en el desarrollo experimental permite proponer dos bien
definidas acciones del ion Pb* sobre la ATPasa (Ca?*, Mg?") plasmalemal; la
primera una accién de cooperatividad a través de la interaccién del plomo (< 1.0
uM) y el calcio sobre la proteina reguladora calmodulina, y la segunda, una accién
inhibitoria del plomo (> 1.0 uM) a través de la interaccion con los grupos sulfhidrilo

esenciales de la enzima.
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ACTUALIZACION..

El plomo es uno de los metales pesados mas abundantes en la tierra, y ha sido
ampliamente usado a través de la historia de la humanidad. Esto representa un
serio problema de salud, sobre todo para poblaciones susceptibles como la
poblacién infantil (46) y desde luego, la de los trabajadores expuestos al plomo en
sus lugares de labor.

El plomo es uno de los agentes toxicos mas peligrosos para los organismos
vivos. En humanos, niveles elevados de plomo han sido relacionados a un gran
namero de desordenes, para los cuales, se han propuesto varios mecanismos
moleculares. Sin embargo, ninguno de estos mecanismos han sido
completamente definidos: realmente son pocos los trabajos dedicados a
esclarecer como el envenenamiento con plomo (o0 “saturnismo”) actia a nivel
molecular.

La deteccién y prevencion de la toxicidad por plomo, ha sido una prioridad
internacional en la salud publica. Aunque la exposicion a dicho metal ha bajado
durante las ultimas tres décadas con la introduccion de pinturas con bajo
contenido de plomo, petréleo sin dicho elemento y mediante la prohibicion de las
soldaduras de plomo en latas de alimentos, se han mantenido niveles
significativos de exposicion subclinica. Ademas, nuevos origenes de exposicion
estan emergiendo, como el uso de medicinas tradicionales usadas en muchos
paises, incluyendo Asia, Europa y América (50).

En México, el problema de intoxicacion por plomo sigue vigente en varias

ciudades del pais, y aunque los niveles de plomo en sangre estan por debajo de la




norma de los Centros de Control y Prevencién de Enfermedades (CDC, USA.), el
sector de la poblacién mas afectada es el de mujeres primigestas (46 - 48).

Hay, por ejemplo, evidencias de la presencia de desarrollo intelectual
reducido en nifios con exposiciones prenatales al plomo. La exposicion al plomo
alrededor de las 28 semanas de gestacion, es un periodo critico para el desarrollo
intelectual posterior del nifio, con efectos duraderos y posiblemente permanentes.
No existe evidencia de umbral toxicoldgico; los efectos del plomo mas fuertes
en el coeficiente intelectual (IQ) se presentan con los primeros microgramos de
plomo en sangre. Los limites de accién actual del CDC para nifios aplicados a
mujeres embarazadas, permiten la disminucion del coeficiente intelectual asociado
al plomo. Las exposiciones postnatales bajas al plomo estan asociadas con un
desarrollo intelectual pobre en los nifios; sin embargo, los efectos de la exposicion
postnatal no han sido ampliamente estudiados (49, 50).

De este modo, como hemos visto, los efectos adversos a la salud asociados
con niveles elevados de plomo en sangre han sido ampliamente estudiados y
documentados.

Asi, hemos podido saber, por ejemplo, que entre 1960 y 1990 los indices de
los niveles de plomo en sangre fueron reducidos de 60 pg/dl a 25 pg/dl para
intervencion individual en nifios (estos indices representan el umbral de disparo de
las actividades de emergencia encaminadas a disminuir los niveles plomo en
sangre asociadas a las poblaciones afectadas). En 1991 los Centros de Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos de Norteamérica,
recomendo bajar el nivel para intervencién individual a 15 ug/dl, e implementaron

actividades primarias de prevencion de envenenamiento por plomo en todas las




comunidades cuyas areas incluian muchos nifios con niveles de plomo en sangre
>10 pg/dl.  Surgirieron algunas actividades como tomar cursos de historia
ambiental, educacién para padres acerca del plomo, y llevar un estricto monitoreo
de la poblacion de nifios con niveles de plomo en sangre >10 pg/dl (50). Sin

embargo, éste nivel 10 pg/dl, el cual fue originalmente tomado como patron y
como el disparador en todas las comunidades de las actividades de prevencion,
ha sido frecuentemente mal interpretado como un umbral toxicolégico definitivo
(49). Prueba de ello, es que a pesar de estos cambios, se han reportado efectos
subclinicos de la exposicion al plomo a niveles <10 pg/dl de plomo en sangre (46).

Estudios epidemioldgicos recientes han informado que los bajos niveles de
exposicion al plomo tiene una asociacion gradual con varias enfermedades
resultantes tales como la hipertension, enfermedades de las arterias periféricas,
enfermedades renales, enfermedades neurodegenerativas e impedimento
cognoscitivo. Aunque todas estas enfermedades incluyan componentes de tensién
oxidativa, la relevancia de dicha tension en las enfermedades relacionadas con la
exposicién a niveles bajos de plomo, ha sido criticada porque los estudios de los
mecanismos se han conducido a niveles que no representan los observados
tipicamente en la poblacion en general (88).

Estas criticas crean la necesidad de realizar estudios a los niveles reales de
toxicidad de las poblaciones afectadas. También hay que decir que este hecho
reafirma la validez actual de nuestros estudios realizados en el modelo ATPasa
(Ca**, Mg?*) de eritrocitos humanos, los cuales reafirmaban ya la importancia de
los efectos a niveles bajos de plomo.

El plomo (Pb*" ha sido y sigue siendo usado por el hombre para muchos




propésitos tecnoldgicos, siendo esta la principal razén de su amplia distribucion. A
pesar de que se han tomado acciones para disminuir el uso y la distribucién del

plomo, este sigue representado un peligro significativo para a la salud.

El mecanismo toxico del plomo es causado por su habilidad para substituir
otros cationes polivalentes (particularmente cationes divalentes, como calcio [Ca®']
y zinc [Zn?']) en la maquinaria molecular de los organismos vivos. Estas
interacciones le permiten al plomo afectar diferentes procesos bioldgicamente
significativos, incluyendo transporte de metales, metabolismo energético,
apoptosis, conduccion iénica, adhesiéon celular, sefalizacion inter e intracelular,
procesos enziméaticos diversos, maduracion de la proteina, y regulacion genética.
Los canales ionicos de la membrana y las moléculas de sefializacién, parecen ser
uno de los blancos moleculares mas relevantes que contribuyen a la
neurotoxicidad del plomo; el sistema nervioso central en desarrollo es
particularmente susceptible. En los momentos criticos del desarrollo, el plomo
puede tener una influencia a largo plazo durante y mas alla de la adolescencia. El
envenenamiento de plomo pediatrico es mas comun que el envenenamiento de
plomo en adultos, y sus efectos pueden ocurrir en los niveles de sangre reducidos
con sintomas subclinicos. Esto obliga a una mayor atenciéon por parte de los
médicos al tratar a los pacientes pediatricos. Ademas, los efectos a largo plazo del
envenenamiento por plomo pueden producir impedimento cognoscitivo y motor,
con alteraciones en el comportamiento (46-48).

La gran variedad y efectos del plomo en la salud han llevado a investigar la

relacion entre la exposicion del plomo y un gran nimero de sintomas clinicos del




envenenamiento por plomo; sin embargo, pocos trabajos se han enfocado en
dilucidar cémo el envenenamiento por plomo actia a nivel molecular. Se sabe que
el plomo y sus derivados atacan muchas partes del organismo conforme prosiguen
a través de los canales bioldgicos de calcio, zinc, magnesio o hierro.
En lo que se refiere a los complejos de Pb?" estos exhiben un par metalico
solitario en cualquiera de los dos caracteres, ya sea holo o hemidirigido (54).
Una caracteristica de este complejo es el denominado efecto de par inerte.
Este término se refiere a la resistencia del par de electrones externos en Pb** a
ser removido o a participar en la formacién de un enlace covalente o de puentes
de hidrogeno, dando como resultado un par de electrones externo, solitario,
estable y relativamente inerte. Este par de electrones solitario puede producir la
distribucién de una carga no esférica alrededor del cation Pb?*, es decir, la
disposicion de los ligantes alrededor del catién resulta en un hueco notable, lo que
da evidencia de una actividad electroquimica de dicho par de electrones. De
acuerdo a estas observaciones, Shimoni-Livny et al.,, 1998 (53), clasifican la
geometria de coordinacion alrededor del plomo en dos categorias estructurales:
holodirigida y hemidirigida. En la primera, los enlaces con los dtomos del ligante
estan distribuidos esféricamente alrededor del metal y, por tanto, la actividad del
par solitario es menos evidente; mientras que en la segunda, los enlaces con el
ligante se distribuyen solamente en una parte de la esfera de coordinacion del

metal, formando el hueco en la esfera de coordinacion (53).

La Calmodulina, por su parte, es una proteina enlazadora de Ca** envuelta

en procesos tales como mitosis y crecimiento celular, neurotransmision, y




regulacion de la bomba de calcio. Esta proteina es un ejemplo prototipico y bien
estudiado de las proteinas de la familia de mano E-F (EF Hand-like) sensibles al
Ca®". Esta regula los cambios en la concentracién de Ca?* intracelular en tres vias
diferentes: a nivel celular, dirigiendo su distribucion subcelular, a nivel molecular,
promoviendo diferentes modos de asociaciébn con muchas proteinas blanco, y
dirigiendo una variedad de estados conformacionales en la calmodulina que
resulten en la activacion de las proteinas blanco. La regulacién dependiente de
calmodulina de las proteinas quinasa (cinasa), ilustra los mecanismos de potencial
mediante el cual las proteinas sensibles al Ca?* pueden reconocer y generar la
afinidad y especificidad para los efectores (frecuentemente una enzima que
convierte una molécula precursora inactiva en un mensajero secundario activo) en
una manera dependiente de Ca** (54,55).

La Calmodulina esté sujeta a la substitucién del plomo (Pb?"). Esta posee 4
sitios idénticos en los cuales enlaza cationes Ca®" secuencialmente. La
substitucion del Ca?* induce algunas distorsiones estructurales en el complejo,
pero las coordenadas numéricas del cation no cambian. La estructura holodirigida
nativa se vuelve algo hemidirigida. La perturbacion resultante en la proteina puede
no ser bastante fuerte para inhibir completamente su actividad bioquimica (52).

Nuestros resultados indican un marcado efecto inhibitorio del ion plomo sobre
la bomba de calcio de eritrocitos humanos, sistema considerado importante en la
regulacion de la homedstasis del calcio, no solamente del eritrocito, sino también

de una gran variedad de células tanto animales como vegetales.

El presente estudio, constituye un esfuerzo para ayudar a definir los efectos




moleculares del ion Pb* sobre la funcién cinética de la ATPasa (Ca?*, Mg®")
asociada al transporte de calcio de la membrana plasmatica del eritrocito (a
niveles de activacion probablemente existentes en poblaciones expuestas a
niveles bajos de plomo), asi como a contribuir al mejor entendimiento de la
fisiopatologia de estas células al ampliar el conocimiento sobre los mecanismos de
regulacién de la asociacién entre ATPasa (Ca**, Mg®") y el complejo calcio /

calmodulina.




PERSPECTIVAS..

En 1985, dentro del contexto de la carencia de investigaciones sobre los efectos
de los metales pesados en la bomba de calcio de los eritrocitos humanos y dado el
problema de contaminacién ambiental por plomo (19, 20, 21), realicé un estudio
sobre el efecto de metales pesados [Pb®"] titulado “Regulacién de la ATPasa
(Ca**, Mg*") de eritrocitos humanos por metales pesados” (57, 58). Partiendo del
hecho de que los procesos moleculares de la relacién ATPasa (Ca**, Mg?")-
Calmodulina no habian sido aun determinados, dicho trabajo no sélo constituy6 un
esfuerzo para conocer los efectos moleculares del ion Pb®" sobre la funcién
cinética de la ATPasa (Ca®", Mg?") asociada al transporte de calcio de la
membrana plasmatica del eritrocito, sino que también contribuyé al mejor
entendimiento de la fisiopatologia de estas células, al definir los mecanismos de
regulacién de la asociacion entre ATPasa (Ca*, Mg®") y el complejo
calcio/calmodulina. Ya en esa fecha sostenia, basado en los datos experimentales
obtenidos en el laboratorio, la existencia de dos acciones bien definidas del ion
Pb®* sobre la ATPasa (Ca**, Mg?") plasmalemal. La primera se trata de una
cooperatividad a través de la interaccion del plomo (< 1.0 uM) y el calcio sobre la
proteina reguladora calmodulina, y la segunda, una accion inhibitoria del plomo (>
1.0 uM) a través de la interaccion con los grupos sulfhidrilo esenciales de la
enzima (57, 58).

Hoy, a la luz de nuevos estudios, se ha verificado la existencia de estas
acciones (65, 66, 74, 77, 81), por lo que mis aportaciones han contribuido al

campo de la investigacidon de la toxicidad por metales pesados. El establecimiento




de estas dos diferentes acciones [cooperatividad e inhibicion] llegaron a servir

como base fundamental para investigaciones posteriores (59-81, 86).

Estos resultados han servido también como fundamento experimental en el
desarrollo metodologico en diferentes campos y sistemas de investigacion
enfocados a definir la toxicidad del plomo y otros metales pesados. En la gran
mayoria de las investigaciones, las cuales hacen referencia a las acciones
establecidas por el trabajo original (57), nuestros resultados son usados o bien
como referencia, fundamentando el conocimiento basico para desarrollar la
metodologia (59,60,68), o bien como punto de discusion para el esclarecimiento
de dichos valores experimentales [cooperatividad a través de la interaccion del
plomo (< 1.0 uM) y el calcio sobre la proteina reguladora calmodulina]. Todas ellas
ratifican nuestros resultados, siendo comparados con los obtenidos en otros
modelos de estudio (64,67,72,75,76,80,83), o bien utilizandolos como fundamento
tedrico en el desarrollo de su experimentacion, soporte y confirmacion de sus
propios resultados [accion inhibitoria del plomo (> 1.0 uM) a través de la
interaccién con los grupos sulfhidrilos esenciales de la enzima] (62,65,70,72,

76,77,79,80, 81, 82,83,85,86).

A diferencia de nuestros resultados, en el trabajo realizado en ATPasa-
Ca®" de reticulo sarcoplasmico, y titulado “Inhibition of Sarcoplamic Reticulum

Ca*-ATPase Activity by Cadmium, Lead and Mercury”, no se registré ninguna
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estimulacién a concentraciones bajas de metales pesados del complejo ATPasa

(Ca?*, Mg?")-Calmodulina (62).

Entonces, este trabajo no Unicamente deposita su valor en los
descubrimientos y propuestas cientificas que con el tiempo han sido corroboradas,
sino que tiene implicaciones directas y fundamentales en el sector salud. Hoy, en
varios paises se estdn retomando las acciones necesarias para evitar la
exposicién a niveles bajos de plomo, al igual que veinticinco afios atras se hacia
para abatir los altisimos niveles de contaminacion y exposicion al plomo. Sin
embargo, hoy sabemos que a niveles bajos de plomo persisten poblaciones
afectadas por dichos grados de contaminacion (77). En los dltimos afios se han
elaborado programas de proteccidn y prevencidon para evitar la exposicion a
concentraciones bajas de plomo (46-52,87). Asi, podemos verificar como las
concentraciones de plomo establecidas en nuestros estudios han sido enfatizadas
en muchas investigaciones posteriores (77,81), lo que ratifica la importancia y
vigencia de las mismas, al igual que la vigencia de nuestro modelo experimental.

De esta manera y en sintesis, los resultados obtenidos en este trabajo, y el
sistema experimental utilizado, han contribuido considerablemente en el desarrollo

de la investigacion de la toxicidad del plomo.




*** La bibliografia referida en la seccion de Actualizacién y Perspectivas ha sido

adjunta a la bibliografia del trabajo original; la seccion de actualizacion
corresponde de la referencia nimero 46 a la 56, y la de la seccion de perspectivas

de la referencia 57 en adelante. o
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