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RESUMEN

A pesar de que el alcohol se ha consumido por todas las civilizaciones desde que se conoce la
historia del hombre, aun se desconoce el mecanismo mediante el cual ejerce su efecto
farmacoloégico. Menos se sabe de las razones que convierten a un individuo en alcohdlico vy a
otros no. Tampoco se sabe mucho acerca de los mecanismos de transmision de sefales que en
Ultima instancia definen el estado de animo.

INTRODUCCION

A pesar de que el alcohol se ha consumido por todas las civilizaciones desde que se conoce la
historia del hombre, aun se desconoce el mecanismo mediante el cual ejerce su efecto
farmacolégico. Menos se sabe de las razones que convierten a un individuo en alcohdlico y a
otros no. Tampoco se sabe mucho acerca de los mecanismos de transmision de seflales que en
Ultima instancia definen el estado de animo. Sin embargo, existen evidencias circunstanciales
recientes que sehalan al calcio, mensajero fundamental en los mecanismos de transmision de
sefales, como responsable de parte de estos fendmenos. Asi, se ha reportado en estudios



realizados por un grupo de psiquiatras en pacientes maniaco-depresivos, que durante la fase
maniaca, la concentracion de calcio intracelular es menor que durante la fase depresiva.
Inclusive, el tratamiento con litio, cuando es exitoso, revierte a los pacientes a una distribucion
normal de las concentraciones de calcio intracelular. No es dificil concebir que, como el calcio
regula la liberacion de neurotransmisores, una perturbacion en los mecanismos homeostaticos
responsables del mantenimiento de las concentraciones basales intracelulares de este catidn,
podria ser responsable de algunas de estas manifestaciones clinicas.

LA BOMBA DEL CALCIO

La bomba de calcio (o Ca2+—ATPasa) de la membrana plasmatica se ha reconocido como la
enzima fundamental en la regulacion de la concentracion citoplasmatica basal de este cation. La

Ca?*-ATPasa de la membrana plasmatica es estimulada por calmodulina (CaM), su modulador
proteico natural (Fig. 1), fosfolipidos acidicos y acidos grasos poli-insaturados de cadena larga (15).
También puede ser estimulada mediante fosforilacion por la protein-quinasa A y por la protein-
quinasa C. La protedlisis parcial de la enzima simula el efecto de la CaM (1), lo cual ha permitido
elaborar un modelo mediante el cual la CaM removeria una compuerta auto-inhibitoria de la

enzima permitiendo asi un Mmayor acceso de los sustratos (Caz+ y ATP) al sitio activo (2,12, 13).

Estructura tridimensional de la Calmodulina Se
puede observar los 4 dominios de union de
calcioy el alto contenido de estructura ahelices.




Modelo de la estructura tridimensional de la
calmodulina (a) y de su interaccion con la
guinasa de la cadena ligera de la miosina.Se
puede observar como la calmodulina se pliega
alrededor del sitio de interaccion con la
quinasa. Este modelo expone la altisima
flexibilidad de la calmodulina.

Fig. 1 Modelo de Interaccién de la calmodulina

con la Ca2*-ATPasa en presencia de Ca?". E
modelo destaca que la interaccion es directa, lo
cual permite la purificacion de la enzima
mediante una columna de afinidad con
calmodulina-agarosa.

La actividad de la enzima también puede ser incrementada mediante la auto-agregacion de la
enzima, lo cual permite sugerir que la enzima podria presentar una transicion de mondémero a
dimero (20). Los solventes orgdnicos como el dimetilsulféxido y los poli-alcoholes también
simulan el efecto estimulatorio de la CaM (3, 4, 6), lo cual sugiere que también actdan
removiendo la mencionada compuerta auto-inhibitoria
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Fig 2. Modelo de Interacciéon de distintos

efectores sobre la Ca?*-ATPasa de la
membrana plasmatica. El modelo muestra de
la remocion de la compuerta autoinhibitoria
mediante la unién de esta a diferentes ligandos
0 mediante protedlisis parcial. En todos los
Ccasos, la resultante es la misma: Un incremento
en la accesibilidad de los sustratos

Tomando en cuenta que la interaccion de la Ca2*-ATPasa con la CaM es directa, la enzima puede
ser purificada a homogeneidad a partir de membranas asiladas de eritrocitos humanos,
solubilizadas con detergente, mediante la utilizacion de una columna de afinidad de
calmodulina unida covalentemente a una matriz de agarosa (1), de la cual se eluye al quelar el
calcio del medio.



Fig. 3 Electroforesis en gel de poliacrilamida
del producto de elucién de la columna de
afinidad de calmodulina-agarosa luego de la

quelacion del Ca?* con EGTA. El gel muestra
una banda Unica de 140.000 Da,,
correspondiente a la Ca?*-ATPasa. A la

izquierda, las bandas corresponden a patrones
de peso molecular conocido.

EFECTOS DEL ETANOL

Recientemente hemos obtenido evidencias de que el etanol y otros alcoholes alifaticos de
cadena corta estimulan la Ca2+-ATPasa de eritrocitos humanostanto en su forma purificada
como sobre la enzima in situ (21).
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Fig. 4.- Efecto del etanol, calmodulina vy

protedlisis parcial sobre la Ca’*-ATPasa
purificada de eritrocitos humanos. La actividad
enzimatica es expresada en micromoles de
ATP hidrolisado por mg. Proteina por minuto.
Control (O); Calmodulina (@); Etanol (&); Etanol

plus calmodulina (&); Ca?*-ATPasa tripsinizada (

o); Ca?*-ATPasa tripsinizada plus etanol (M),

El transporte de calcio en vesiculas invertidas de eritrocitos humanos también es estimulado
por el etanol de una manera dosis-dependiente, lo cual permite inferir que etanol puede
estimular esta actividad in vivo (21).
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Fig. 5 Estimulacion del transporte de Ca?* en
vesiculas invertidas (IOVsS) de eritrocitos
humanos por etanol. El transporte de calcio se
determind  siguiendo los cambios de
absorbancia del arsenazo Il al par de
longitudes de onda 675-685 en un
espectrofotdmetro de doble longitud de onda.
Control (O); Calmodulina ().

El mecanismo de accidn del alcohol es distinto al de la calmodulina, modulador proteico natural
de esta enzima, ya que su efecto es aditivo, tanto con respecto a la velocidad maxima de la

enzima, como sobre su afinidad por el Ca2+ y ATP (8). El efecto del etanol sobre la Ca?*-ATPasa
es totalmente revertido al lavar las membranas mediante centrifugacion en un medio sin

alcohol, lo cual sugiere que el efecto inducido por el etanol sobre la Ca?*-ATPasa en condiciones
farmacoldgicas, puede ser revertido una vez que el alcohol haya sido eliminado. Por otra parte,

siguiendo con este mismo estudio, se demostré que el efecto del etanol no se confina a la Ca?*-
ATPasa de eritrocitos, sino que es capaz de estimular también a la enzima homodloga de

Leishmania mexicana (5), lo cual sugiere la universalidad de este efecto, ya que la Ca?'-ATPasa



de la membrana plasmatica es una enzima, que ademas de ser ubicua en células eucaridticas
(15), esta bastante conservada evolutivamente (7, 9, 10).

ESTIMULACION

Otros resultados mas recientes de nuestro laboratorio, han demostrado que el fosfatidiletanol es

capaz de estimular la actividad de la Ca’'-ATPasa a niveles mayores que otros fosfolipidos
naturales (23).
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Fig. 6 Efecto del fosfatidiletanol y otros

fosfolipidos acidicos sobre la Ca?*-ATPasa
purificada de eritrocitos humanos. Se puede
observar el efecto aditivo del fosfatidiletanol vy
otros fosfolipidos acidicos sobre el efecto del
etanol. C: Control; E: Etanol; P-et;
fosfatidiletanol, P-but: fosfatidilbutanol; PS:
fosfatidilserina

Este efecto es interesante, ya que este fosfolipido se acumula en la membrana mediante un
proceso de transfosfatidilacion mediado por la fosfolipasa D, luego de una ingesta alcohdlica,
presentando una tasa de degradacion muy lenta (23). De hecho, se ha postulado que parte del
efecto del etanol en humanos puede ser atribuido a la acumulacion en la membrana de
fosfatidiletanol (2). Los hallazgos anteriores nos permiten postular que la combinacion del etanol
con el fosfatidil etanol formado a partir de éste podria tener un efecto sinergistico sobre la

activacion de la Ca?*-ATPasa v el consecuente transporte de calcio.

Mas recientemente hemos encontrado que el efecto del etanol es diferente entre las distintas
isoformas de la enzima presentes en humanos. Asi, hemos observado que el etanol tiene un



efecto diferencial sobre cuatro isoformas diferentes de la Ca2*-ATPasa de membrana plasmatica
(hPMCAIlc, hPMCA2g, hPMCA4a y hPMCA4b). Estas isoformas son producto de 3 genes
diferentes y difieren en cuanto a estructura y en algunas de sus propiedades (16, 17, 18). Asimismo
estas isoformas se encuentran expresada de manera diferencial en los distintos tejidos. Las
isoformmas hPMCAIb y hPMCA4b se encuentran expresadas en las membranas de todas las
células eucariotas estudiadas hasta el momento, la isoforma hPMCA4a se encuentra
principalmente en musculo, mientras que la isoforma hPMCA2g se encuentra expresada
principalmente en células nerviosas, cerebro y cerebelo (17, 18). Para realizar este estudio, las 4
isoformas fueron expresadas mediante un sistema de sobre-expresion a través de baculovirus.
Para ello, baculovirus recombinantes conteniendo el cDNA para cada una de las isoformas
fueron utilizados para infectar una linea celular de insectos (Sf9). Posterior a la expresion, las
proteinas de interés fueron caracterizadas tanto desde el punto de vista biogquimico como
funcional (19). Las 4 isoformas resultaron ser estimuladas por el etanol en una forma dosis-
dependiente, ocbservandose igualmente en todas ellas un efecto aditivo del etanol sobre la
estimulacion obtenida por la CaM. Sin embargo, existieron diferencias significativas entre las
mismas en cuanto a la concentracion del alcohol a la cual se alcanzd el maximo efecto
estimulatorio. En este sentido, fue muy interesante observar que la isoforma mas sensible al
etanol es la hPMCA2g, la cual esta ubicada fundamentalmente en cerebro, cerebelo y tejido
nervioso (19). La dosis de etanol con la cual se alcanza el maximo de estimulacién en esta
isoforma estd precisamente en el rango farmacoldgico (21), facilmente adquirible en la sangre
luego del consumo normal de alcohol. Estos resultados nos permiten sugerir que el efecto del
etanol en humanos podria deberse a la estimulacion del transporte de calcio a nivel de estos
tejidos, con la consecuente disminucion en la concentracion citoplasmatica de este catidon. Esto
tendria indudables consecuencias en la liberacidon de ciertos neurotransmisores, ya que es bien
conocido que este fendmeno esta regulado por los niveles de calcio en estas células.

Como se menciond anteriormente, se ha encontrado en estudios con pacientes maniaco-
depresivos, una correlacion entre la concentracion de calcio citoplasmatico y el estado animico.
Especificamente, durante la crisis maniaca, los pacientes presentaron una menor concentracion

de ca?* citoplasmatico en los eritrocitos, que durante la crisis depresiva. El estado de animo
durante la crisis maniaca se asemeja al inducido por la intoxicacion etilica, en cuanto a la
manifestacion de un cuadro eufdrico. AUn cuando esta relacion es hasta el presente especulativa,
es perfectamente factible, y merece ser investigada con detalle.

MECANISMO DE ACCION

En otro orden de ideas, recientemente también hemos adelantado con respecto a la
identificacion del sitio de interaccion de la bomba de calcio con el etanol. Durante el estudio del

efecto del etanol sobre las diferentes isoformas de la Ca?*-ATPasa, pudimos observar que dos de
las isoformas, las cuales son productos de un mismo gen, las isoformas hPMCA4a y hPMCA4Db, se
comportaron de manera diferencial con el etanol. Estas isoformas uUnicamente difieren en
cuanto a la secuencia en la porcion C-terminal de la proteina. Estos hallazgos sugieren que
region de la enzima pudiera ser importante para el mecanismo de accidén del etanol. Con el
objeto de verificar esta posibilidad, estudiamos el efecto del etanol sobre dos formas truncadas
de la enzima originadas a partir de la isoforrma hPMCA4b. Una de las formas truncadas carece de



los 44 aminoacidos hacia la region C-terminal (hPMCA4bD 44), mientras que la otra forma
presenta una truncacion de 139 aminoacidos (hPMCA4bD 139) hacia esta misma region. Estas
formas truncadas fueron expresadas mediante el mismo sistema descrito anteriormente (19).
Cuando se ensayo el efecto del etanol sobre la actividad enzimatica de la isoforma hPMCA4bD
44 se observo que el etanol estimuld a esta proteina de manera similar al efecto observado sobre
la isoforma nativa hPMCA4b. Por el contrario, cuando se determind el efecto del etanol sobre la
forma truncada hPMCA4bD 139 el etanol no tuvo ningun efecto en la enzima (19). Estos
resultados demuestran que la regidn relevante en la enzima para el efecto del etanol esta
ubicada entre estos 95 aminoacidos diferentes entre las dos formas truncadas.

EFECTORES NATURALES

El efecto del etanol sobre la actividad hidrolitica de ATP y sobre el transporte de calcio asociado
es mayor que el reportado hasta el presente mediante el uso de otros efectores naturales o
artificiales (8, 15), lo cual indica que la bomba de calcio de la membrana plasmatica debe ser
regulada fisioldgicamente por mecanismos desconocidos hasta el presente. En este sentido nos
propusimos identificar la posible existencia de estos efectores naturales. Entre los candidatos
gue decidimos estudiar, tomando en cuenta sus caracteristicas fisico-quimicas y su estructura
molecular (compuestos anfifilicos con grupos "hidroxilo" libres) se encuentra el diacilglicerol,
importante segundo mensajero formado mediante la activacion de receptores por ciertas
hormonas y neurotransmisores, que conllevan a la hidrdlisis del precursor fosfatidil inositol 4,5, -
bisfosfato (11). Resultados recientes de nuestro laboratorio demuestran que este mensajero

estimula a la Ca2"™-ATPasa a niveles superiores a los alcanzados por otros efectores naturales,
reproduciendo parcialmente el efecto del etanol sobre esta enzima. Estos resultados permiten
postular un modelo en el cual, luego de la estimulacion de la célula por un agonista que
conlleve a la entrada de calcio, por ejemplo, el factor de crecimiento epidérmico estimulando la
fosfolipasa C g 1, paralelamente a la liberacion de calcio producto de la produccion de Inositol
(1,4,5) tris-fosfato (IP3), el diacil glicerol recién formado, ademas de estimular la proteina quinasa

C, estimularia a la Ca2+—ATDasa, aditivamente a la calmodulina. Esto conllevaria a los resultados
tipicamente observados luego de la estimulacion de la fosfolipasa C g 1 por un agonista

apropiado, esto €s, la elevacion rapida pero transitoria de la concentracion citoplasmatica de Ca?
, regresando asi a su nivel basal preparada para responder a un nuevo estimulo. Aungue este
modelo es aun especulativo, representa un punto de partida interesante para el entendimiento
de la complejidad involucrada en los procesos de sefializacion celular.
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Fig. 7 Modelo de interaccion del diacilglicerol y la calmodulina con la
Ca?*-ATPasa de la membrana plasmatica, luego de la elevacion de la

concentracién intracelular del Ca2" a través de una estimulacion
extracelular.
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