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RESUMEN

El etanol estimula de una manera aditiva con la calmodulina a la Ca’’-ATPasa de membrana
plasmatica de eritrocitos humanos, por lo que esta enzima ha sido objeto de estudio con el fin de
caracterizar el mecanismo de accion de este alcohol. Sin embargo, la mayoria de estos estudios
han sido enfocados sobre la actividad de la enzima purificada en su forma soluble. Es importante
poder extrapolar las evidencias obtenidas sobre dicha forma solubilizada y libre de fosfolipidos
naturales a la enzima en su ambiente lipidico natural, con el fin de establecer la posible relevancia
farmacologica de su efecto. En este trabajo evidenciamos que el efecto del etanol y otros

alcoholes alifaticos de cadena corta como: metanol, n-propanol y n-butanol en la Ca’"-ATPasa
presente en fragmentos de membranas de eritrocitos humanos (fantasmas), es esencialmente
idéntico al efecto reportado sobre la enzima purificada. También demostramos en este mismo
sistema que la estimulacion inducida por el etanol es reversible, al igual que ocurre “in vivo”. Por
otra parte, similar a lo que se observa con la enzima purificada, en este trabajo evidenciamos que
el fosfatidiletanol, un fosfolipido acidico que se acumula en la membrana plasmatica luego de la

ingesta de etanol, estimula la Ca’"-ATPasa de fragmentos de membrana, incrementando la
afinidad por Ca®" a niveles superiores a los inducidos por calmodulina y por etanol. Se observé

ademas un efecto aditivo sobre la afinidad por ca®* y la Vmax de la enzima en presencia
simultdnea de etanol y fosfatidiletanol, lo cual permite postular que este efecto también podria
ocurrir en la célula intacta.

Palabras Clave: Caz+—ATPasa, Etanol, Alcohol, Membrana, Fosfatidiletanol.
ABSTRACT

Ethanol and calmodulin additively stimulate the plasma membrane calcium pump from human
erythrocytes. Thus, this enzyme have been the subject of studies oriented to establish the
mechanism of action of this alcohol. However, most of the efforts has been directed to the purified
dissolved form of the calcium pump. It is relevant to be able to extrapolate the evidences obtained
on this form, which is devoid of natural lipids, to the form on the intact membrane, in order to be
able to establish the possible pharmacological relevance of this effect. In this work we show that
the effect of ethanol and other short chain aliphatic alcohols as methanol, n-propanol and

n-butanol, on the Ca 2*_ATPase present in plasma membrane fragments (ghosts) from human
erythrocytes is essentially identical to that observed on the purified calcium pump. We also show
in the same system that the stimulation obtained by ethanol is reversible, as it occurs «in vivo». On
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the other hand, similar to the purified enzyme, in this work we show that phosphatidylethanol, an
acidic phospholipid which is accumulated in the plasma membrane after alcohol ingestion, is able

to stimulates the Ca>"-ATPase present in membrane fragments, increasing the affinity for Ca’ to
levels beyond those obtained in the presence of calmodulin and ethanol. It was also observed an

additive effect on the enzyme affinity for Ca®" and on the Vmax, when both etanol and
phosphatidylethanol are simultaneously present, which allows us to postulate that this effect could
occur on the intact cell.

Key Words: Ca2+—ATPasa, Ethanol, Alcohol, Membrane, Phosphatidylethanol.

INTRODUCCION

La Ca’"-ATPasa de membrana plasmatica es la enzima responsable del mantenimiento de los

niveles basales de calcio a largo plazo en las células eucariotas'"). Esta enzima pertenece al grupo
de ATPasas clasificadas como tipo «P», ya que forma un intermediario fosforilado a través de su
ciclo catalitico. Una de sus caracteristicas fundamentales es que es una enzima altamente

regulada. La Ca’"-ATPasa es estimulada por Calmodulina (CaM)(2’3), por fosfolipidos acidicos y
acidos grasos poli-insaturados(4), mediante fosforilacion de la enzima a través de la proteina
(5)

también mediante proteélisis(7'9) y mediante autoagregacién(lo). Solventes orgdnicos como el
dimetil sulfoxido, el glicerol y el etilenglicol también son capaces de estimular a la

quinasa dependiente de AMPc'’ y por la proteina quinasa C® Esta enzima es estimulada

Ca®"-ATPasa'>'?) simulando al efecto observado en presencia de CaM. Mas recientemente se

ha reportado que el etanol es capaz de estimular a esta enzima'®). El efecto estimulatorio
inducido por este alcohol, tanto en la velocidad méxima como sobre la afinidad enzima por sus

sustratos (CazJr y ATP), es mayor que el efecto observado en presencia de la CaM, siendo ademas
aditivo con este ultimo, lo cual demuestra que ambos efectores actlian a través de diferentes

mecanismos!?. El efecto estimulatorio de este alcohol es observado a concentraciones
farmacologicas, lo cual sugiere posibles implicaciones de relevancia toxicologica. Otros alcoholes
alifaticos de cadena corta como: metanol, n-propanol y n-butanol también son capaces de

estimular la Ca’"-ATPasa de membrana plasmatica, observandose una clara dependencia con
respecto al largo de la cadena del alcohol. Asi, mientras mayor es el nimero de carbonos, menor
es la concentracion necesaria del alcohol para obtener la maxima estimulacion de la enzima, lo
cual implica la importancia de interacciones hidrofobicas en su efecto. Por otra parte, a nivel de
las células hepaticas, la presencia de altas concentraciones de etanol en el organismo puede

producir alteraciones en el sistema de sefializacion celular(14), dando origen a la formacion de
otros elementos que no forman parte estructuralmente de la membrana plasmatica en condiciones
ﬁs1010glcas normales y que provocan variaciones en las propiedades fisico-quimicas de las
mismas, asi como en las interacciones con las proteinas de la membrana. Uno de estos productos
es el fosfatldlletanol el cual se acumula en la membrana como producto de la interaccion del
etanol con la fosfolipasa D, a través de un proceso de transfosfatidilacion. El etanol, a
concentraciones farmacologicas, es capaz de inducir cambios en la fluidez de la membrana por la

incorporaciéon de este fosfolipido(ls). Ademas el fosfatidil etanol se obtiene a partir de
fosfatidilcolina, lo cual implica la transformacion de un fosfolipido neutro en un fosfolipido

acidico, lo cual es particularmente relevante en su efecto sobre la Ca’"-ATPasa de la membrana
plasmatica. Los estudios del efecto del etanol y del fosfatidiletanol reportados previamente por

nuestro laboratorio fueron realizados sobre la Ca’"-ATPasa purificada de eritrocitos humanos,
haciéndose necesaria la extrapolacion de los efectos observados en la enzima “in situ”, con el fin
de tratar de establecer la posible relevancia farmacologica de este efecto. En este trabajo nos
propusimos profundizar en la caracterizacion del efecto del etanol, el fosfatidiletanol y otros

alcoholes alifiticos e cadena corta sobre la Ca’ -ATPasa de la membrana plasmatica “in situ”,
utilizando para ello la enzima en su ambiente lipidico natural.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos
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Todos los reactivos fueron obtenidos con el mayor grado de pureza disponible. ATP, EGTA,
fosfatidilcolina, fueron obtenidos de Sigma. El fosfatidiletanol fue adquirido de Avanti-Polar
Lipids.

Obtencion de fantasmas de eritrocitos libres de calmodulina

Los fantasmas se obtuvieron siguiendo la metodologia descrita por Niggli y col.19. 1 1t de sangre
humana recién vencida, fue lavada 2 veces con un medio isotonico que contenia 10 mM Tris-HCI (pH 7.4)
y 130 mM KCI centrifugando a 5800 x g durante 10 min. y a 4°C. El plasma y los globulos blancos fueron
removidos mediante succion y los eritrocitos fueron hemolizados en 10 volimenes de una solucion
hipotonica que contenia 1 mM EDTA y 10 mM Tris-HCI (pH 7.4), centrifugando 2 veces a 21.000 x g a
4°C durante 50 min. Los fantasmas de eritrocitos obtenidos en este paso, fueron lavados con 10 mM Hepes
(pH 7.4) centrifugando a 21.000 x g durante 40 min. y a 4°C, 2 veces o hasta eliminar la mayor cantidad de
hemoglobina. Finalmente los fantasmas fueron lavados con un medio isoténico que contenia 10 mM Hepes
(pH 7.4), 130 mM KCI, 0.5 mM MgCl, y 50 mM CaCly centrifugando bajo las mismas condiciones
anteriores. Estos fantasmas fueron resuspendidos en la solucion isoténica anterior y guardados a -70°C
hasta su utilizacion.

Determinacion de la actividad de la Ca2+-ATPasa

La actividad hidrolitica de la Ca2+-ATPasa en los fantasmas de eritrocitos se determino
mediante la cuantificacion de Pi, siguiendo el procedimiento descrito por Fiske y Subbarow(”),

utilizando sulfato ferroso como agente reductor!®. Aproximadamente 0.5 mg/ml de fantasmas se
incubaron durante 45 min. a 37°C en un volumen final de 250 ml de un buffer que contenia 20
mM Hepes (pH 7.4), 1 mM MgClz, 1 mM EGTA, 130 mM KCl, 2 mM ATP, 2 mM ouabaina y

diferentes concentraciones de CaCly para obtener la concentracion de Ca’" libre deseada. La

concentracién de Ca>" libre fue calculada utilizando un programa computarizado originalmente

descrito por Fabiato y Fabiato(!®) utilizando las constantes de Scwarzenbach®?). Los diferentes
moduladores estudiados tales como etanol, metanol, n-propanol, n-butanol, calmodulina y
fosfatidiletanol fueron afiadidos en el medio de reaccion, a las concentraciones indicadas en los

graficos. La reaccion se detuvo con 250 ml de 4cido tricloroacético (TCA) al 16% v/v a 4°C. Las
muestras fueron centrifugadas durante 2 min. en una centrifuga «eppendorf» y el sobrenadante
fue utilizado para determinar la cantidad de Pi liberado producto de la hidrdlisis de ATP por la
bomba. Cuando fue necesario, se prepararon blancos apropiados para corregir la ligera
interferencia de las altas concentraciones de los alcoholes con el método colorimétrico. La
actividad fue expresada como nmoles de Pi liberado por minuto por mg de proteina. Las figuras
muestran el valor promedio de al menos 6 experimentos independientes.

Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas fue determinada siguiendo el método de Lowry y col., 19511
con las modificaciones introducidas por Bensadoun y Weinstein?.

RESULTADOS

Efecto del etanol y otros alcoholes alifaticos de cadena corta sobre la actividad de la
Ca’’-ATPasa de fragmentos de membrana de eritrocitos humanos

Con el objetivo de extrapolar los efectos observados en la enzima puriﬁcada(13 ), sobre la
enzima en su ambiente lipidico natural, se determin6 el efecto de este alcohol y otros alcoholes
alifaticos de cadena corta como: metanol, n-propanol y n-butanol sobre la actividad hidrolitica de

ATP de la Ca’"-ATPasa en fragmentos de membrana de eritrocitos humanos. Como se muestra en
la figura 1, tanto el etanol como los otros alcoholes alifaticos de cadena corta estimularon la

. . 2+ .. , .
actividad de la Ca” -ATPasa “in situ”, observandose que estos alcoholes son capaces de estimular
a la enzima en una mayor proporcion a la estimulacion obtenida con calmodulina (aprox. 2.4
veces en lugar de 2 veces). La velocidad maxima de la enzima alcanzada fue similar
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independientemente del alcohol utilizado (Fig. 1). Sin embargo, a medida que aumenta el largo de
la cadena carbonada del alcohol, la concentracion del mismo necesaria para alcanzar la maxima
estimulacion fue menor, tanto en presencia como en ausencia de CaM. Independientemente del
alcohol utilizado el efecto estimulatorio del etanol fue siempre aditivo con el de la CaM,
alcanzdndose una Vmax 3 veces mayor con respecto a la actividad basal cuando el alcohol y la
CaM se encuentran presentes simultdneamente en el medio de reaccion. Al Igual que con la

enzima puriﬁcada(13 ), la respuesta de la enzima a los diferentes alcoholes es bifasica. En este

sentido, la concentracion del n-alcohol necesaria para inhibir la actividad Ca’"-ATPasa a un 50%
de su valor maximo disminuye a medida que el largo de la cadena carbonada del alcohol
incrementa, independientemente de la presencia o no de CaM (Fig 1).

Figura 1: Efecto del etanol y otros alcoholes alifaticos de cadena corta sobre la actividad de la
Ca2+-ATPasa en fragmentos de membrana plasmatica
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Figura 1: Efecto del etanol y otros alcoholes alifaticos de cadena corta sobre la actividad de la
Ca2+-ATPasa en fragmentos de membrana plasmatica

El medio de reaccion contiene 130 mM KCI, 20 mM Hepes KOH (pH 7.2), 2 mM ATP, 1 mM MgCl12, 1 mM EGTA, 2
mM ouabaina y la cantidad de CaCl2 necesario para obtener una concentracion de Ca2+ final de 10 mM. La enzima fue
incubada durante 45 min a 37°C, en presencia de las concentraciones (v/v) del n-alcohol respectivo indicado, tanto en
ausencia (©) como en presencia de 5 mg/ml de calmodulina (). La reaccion fue detenida, mediante la adicion de TCA
frio (8% finalv/v) y la concentracion de Pi fue determinada como fue explicado en el la sweccidén de Materiales y
Métodos. Los resultados representan la media de al menos 6 experimentos independientes.

Efecto del fosfatidiletanol sobre la actividad de la Ca>*-ATPasa de fragmentos de membrana de
eritrocitos humanos

Como se menciond anteriormente, la ingesta de etanol conlleva la produccion de un fosfolipido
acidico como es el fosfatidiletanol, el cual puede inducir ciertas perturbaciones a nivel de la
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membrana celular. Con el objetivo de estudiar el efecto de este fosfolipido sobre la actividad de la
enzima en su ambiente lipidico natural y comparar dicho efecto con el ya reportado sobre esta

enzima puriﬁcada(23 ), se estudido el efecto del fosfatidiletanol sobre la actividad de la
Ca’"-ATPasa en fragmentos de membranas. En la figura 2 se muestra una curva dosis-respuesta,

donde se puede observar la actividad hidrolitica de la Ca’"-ATPasa en fragmentos de membrana
en presencia de concentraciones crecientes de fosfatidiletanol, tanto en ausencia como en
presencia de etanol. Como puede observarse, la enzima fue estimulada por el fosfatidiletanol,
presentando su maxima estimulacion a una concentracion del fosfolipido de 100 mg/ml tanto en
ausencia como en presencia de etanol. Por encima de esta concentracion la actividad de la enzima
comienza a disminuir paulatinamente. Igualmente puede observarse en esta grafica que el
fosfatidiletanol y el etanol presentan un efecto estimulatorio aditivo sobre la enzima (Fig. 2).
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Figura 2: Efecto de concentraciones crecientes de fosfatidiletanol sobre la actividad de la
Ca2+-ATPasa de fragmentos de membrana

Las condiciones experimentales fueron las mismas mostradas en la Fig. 1. La concentracion de Ca2+ libre utilizado fue
10 mM. Control (A); 5% (v/v) etanol (A ). Los resultados corresponden al promedio de al menos 6 experimentos
independientes.

Tomando en cuenta que los fosfolipidos acidicos ademas de aumentar la Vmax, también incrementan la

afinidad de la Ca’"-ATPasa por el Ca2+(4), se estudio el efecto producido por el fosfatidiletanol sobre la
Vmax y la afinidad de la enzima por este cation. La Figura 3 muestra la actividad especifica de la

Ca*"-ATPasa en fragmentos de membrana, obtenida en funcion de concentraciones crecientes de Ca2+,
tanto en presencia de fosfatidiletanol (100 mg/ml), como de CaM y también en presencia simultaneamente
de fosfatidiletanol y calmodulina. Como puede observarse en la figura 3, al igual que otros fosfolipidos

acidicos(24), el fosfatidiletanol aumenta la afinidad de la enzima por el calcio (Km 0.267 £ 0.040 mM),
siendo la afinidad de la enzima en su condicion basal 0.796 + 0.062 mM. La afinidad observada en
presencia del fosfatidiletanol fue mayor a la obtenida en presencia de CaM (0.421 + 0.008 mM). Sin
embargo la enzima alcanz6 la misma Vmax tanto en presencia de CaM (27 £+ 2 nmolesPi/mg.min) como en
presencia de fosfatidiletanol (29 + 3 nmolesPi/mg.min). Asimismo, pudo observarse un efecto aditivo sobre
la afinidad de la enzima por el calcio (Km 0.191 = 0.018 mM) cuando la CaM y el fosfatidiletanol se
encontraban presentes simultaneamente en el medio de reaccion, manteniéndose sin embargo, la misma
Vmax (30 + 2 nmoles Pi/mg.min).
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Figura 3: Efecto del fosfatidiletanol y la CaM sobre la actividad de la Ca2+-ATPasa de
fragmentos de membrana

Las condiciones experimentales fueron las mismas mostradas en la Fig. 1. Control (0); 5 mg/ml CaM (e); 100 mg/ml
fosfatidiletanol (A) y en presencia de CaM y fosfatidiletanol simultaneamente ( A ). Los resultados corresponden al
promedio de al menos 6 experimentos independientes.

Tomando en cuenta la importancia del efecto del etanol sobre la actividad de la Ca’"-ATPasa de
membrana plasmatica y conociendo la participacion de este alcohol en la formacion del fosfatidiletanol,
estudiamos el efecto del etanol y el fosfatidiletanol sobre la actividad especifica de esta enzima en su

ambiente lipidico natural. En la Fig. 4 se muestra la actividad especifica de la Ca’"-ATPasa en fragmentos
de membrana, obtenida en funcion de concentraciones crecientes de Ca2+, en presencia de fosfatidiletanol
(100 mg/ml), de etanol (5%) y en presencia simultaneamente de fosfatidiletanol y etanol. Como se observo

en la Fig. 2, este fosfolipido incrementd la afinidad de esta enzima por el Ca?’ por encima a la
estimulacion obtenida en presencia de la CaM, sin producir ninguna diferencia en la Vmax de la enzima
entre ambos efectores. Sin embargo, el etanol increment6 tanto la Vmax como la afinidad de la enzima por

el Ca2+, superando los valores obtenidos en presencia de CaM (Fig. 4). Asi, puede observarse que el
etanol incrementd la Vmax de la enzima (34 + 3 nmoles Pi/mg.min), por encima a la obtenida con el

fosfatidiletanol (29 + 3 nmoles Pi/mg.min). La afinidad de la enzima por el Ca’" también se ve
significativamente incrementada en presencia del fosfatidiletanol (Km= 0.267 + 0.040 mM) con respecto al
etanol (Km= 0.381 + 0.009 mM). Asimismo, la adicion simultanea de etanol y fosfatidiletanol produce un
incremento significativo tanto sobre la Vmax de la enzima (41 + 3 nmoles Pi/mg.min) como sobre la

afinidad de la misma por el Ca?* (Km=0.190 £ 0.009 mM).
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Figura 4: Efecto del fosfatidiletanol y el etanol sobre la actividad de la Ca2+-ATPasa de
fragmentos de membrana

Las condiciones experimentales fueron las mismas mostradas en la Fig. 1. Control (0); en presencia de 5% v/v etanol
(®); en presencia de 100 mg/ml fosfatidiletanol (A) y en presencia de 5% (v/v) etanol y 100 mg/ml fosfatidiletanol
simultineamente (A ). Los resultados corresponden al promedio de al menos 6 experimentos independientes.

Reversibilidad del efecto del etanol

Con el objetivo de determinar si el efecto del etanol sobre la Ca’"-ATPasa de membrana
plasmatica de eritrocitos es reversible, se preincubaron las membranas de eritrocitos con CaM,
etanol o etanol + CaM simultdneamente y se ensayd la reversibilidad de cada uno de estos
moduladores, lavando las membranas 3 veces, mediante centrifugaciones sucesivas y
determinando posteriormente su actividad especifica en presencia de los mismos moduladores
mencionados. Como puede observarse en la Figura 5 el efecto estimulatorio inducido por la CaM
fue irreversible, obteniéndose la misma actividad tanto antes como después de lavar las
membranas previamente preincubadas con el modulador proteico (Figura 5). Sin embargo, el
efecto estimulatorio del etanol si mostrd ser totalmente reversible. Como puede observarse en la
Figura 5, las membranas preincubadas con etanol y posteriormente lavadas mostraron la misma
actividad basal y estimulacion por el etanol que las membranas que no fueron pre-incubadas con
el alcohol. Experimentos controles demostraron que la actividad de la enzima no es afectada por
el tratamiento de lavado al cual fueron sometidas las proteinas (datos no mostrados).
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Figura 5: Reversibilidad del efecto del etanol

Las membranas fueron preincubadas con 5 mg/ml de CaM, 5% v/v etanol y con 5 mg/ml CaM + 5% v/v etanol
simultineamente durante 10 min, después de los cuales las membranas fueron lavadas, centrifugando 3 veces y
posteriormente se determiné su actividad en presencia de los diferentes moduladores, como se explica en la seccion de
Materiales y Métodos. Las barras de cada bloque muestra la actividad basal (barras blancas); en presencia de 5 mg/ml
CaM (barras negras); en presencia de 5% v/v etanol (barra con lineas oblicuas) y en presencia de CaM y etanol
simultaneamente (barra con lineas horizontales). Los bloques representan las membranas no preincubadas (A); las
membranas preincubadas con CaM (B); las membranas preincubadas con etanol (C) y las membranas preincubadas con
etanol y CaM simultaneamente (D) Los resultados corresponden al promedio de 5 experimentos independientes.

DISCUSION

La Ca’*-ATPasa de membrana plasmatica, probablemente por su funciéon esencial como

. .y . rae + - ,
enzima reguladora de la concentracion citoplasmatica basal de Ca’ , €S una enzima que esta
sometida a un alto nivel de regulacion. Se han reportado un gran nimero de moduladores de la

Ca’"-ATPasa ademas de la CaM, todos ellos capaces de estimular tanto la actividad hidrolitica de
la enzima como el transporte de calcio asociado. Algunos de estos moduladores incrementan

2+(25)

unicamente la afinidad de la enzima por el Ca , mientras que otros incrementan la Vmax o

ambos>>29). Sin embargo, la mayoria de los moduladores reportados solo incrementan la
actividad de esta enzima hasta niveles similares a los reportados en presencia de la CaM. En
nuestro laboratorio demostramos que el etanol y otros alcoholes alifaticos de cadena corta son

capaces de estimular la Ca’"-ATPasa purificada de eritrocitos humanos incrementando tanto su

Vmax como su afinidad por el Ca®" y por el ATP. A diferencia de otros moduladores, la
estimulacion obtenida en presencia de etanol fue mayor a la reportada en presencia de CaM y

aditiva con dicho modulador proteico(B). Este efecto aditivo sugiere un mecanismo de accién
diferente para el etanol y la CaM. En este trabajo demostramos que el efecto estimulatorio del

etanol sobre la Ca>*-ATPasa es extensible a la enzima en su ambiente lipidico natural. Lo mismo
puede decirse del efecto de otros alcoholes alifaticos de cadena corta como el metanol, n-propanol
y n-butanol, encontrandose que mientras mayor es el numero de carbonos de la cadena del alcohol
menor es la concentracion de alcohol necesaria para alcanzar el maximo efecto estimulatorio. Las

interacciones hidrofobicas se conocen que afectan la actividad de la Ca’"-ATPasa de membrana

plasmética(l D El hecho que haya una dependencia entre el largo de la cadena hidrocarbonada del
alcohol y la concentraciéon del mismo necesaria para alcanzar el maximo efecto estimulatorio
podria ser facilmente interpretado como un efecto hidrofobico relacionado con el coeficiente de
particion del alcohol entre el agua y la membrana. Por lo tanto, el efecto estimulatorio observado
podria ser debido a un incremento en la fluidez de la membrana. Sin embargo, los resultados
observados en este trabajo utilizando la enzima en su ambiente lipidico natural se correlacionan
muy bien con los resultados reportados por Benaim y col., en 1994 sobre la enzima purificada,
indicando que el efecto del alcohol observado podria ser mas bien un efecto directo sobre la

proteina y no por cambios en las propiedades del entorno lipidico de la misma''?). Esto es
apoyado por experimentos recientes en los cuales hemos tratado de identificar el dominio de

interaccion del etanol con la Ca’*-ATPasa®?. Experimentos realizados sobre diferentes

isoformas y formas truncadas de la Ca’"-ATPasa expresadas en células Sf9, nos permitieron
demostrar que el etanol ejerce su efecto al interactuar con una region de 95 aminoacidos hacia el
extremo C-terminal de la proteina.

Es importante resaltar que en este trabajo demostramos que el etanol fue capaz de estimular a

la Ca’"-ATPasa en su condicién natural a concentraciones farmacologicas (0.25-0.5% v/v etanol),
es decir, concentraciones del alcohol facilmente alcanzables en la sangre después de un consumo
agudo del mismo. Estos resultados son esencialmente idénticos a los obtenidos en estudios con la

Ca’’-ATPasa puriﬁcada(B). En este mismo sentido, experimentos realizados sobre diferentes

isoformas de la Ca>'-ATPasa de membrana plasmatica, expresadas en células Sf9, las cuales son
tejido-especifico y presentan algunas diferencias estructurales y funcionales mostraron que las
mismas son diferencialmente estimuladas por el etanol. Asi, la concentracién de etanol necesaria
para inducir el maximo efecto estimulatorio fue diferente para cada isoforma. Interesantemente, la
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isoforma que se expresa Unicamente en células nerviosas (PMCA2) alcanzé su maxima
estimulacion a una concentracion de etanol 10 veces menor (0.25-0,5%) a la que se observa en
eritrocitos humanos (5%), los cuales poseen las isoformas PMCA1 y PMCAA4. El efecto del etanol

sobre la actividad de hidroélisis de ATP por la enzima es extensible al transporte de Ca’" asociado

al la bomba''). Estos resultados tomados en conjunto, complementados con los obtenidos en este
estudio utilizando membranas de eritrocitos humanos, sugieren una posible relevancia toxicoldgica
del efecto del etanol sobre la enzima “in vivo”. Esto es apoyado si tomamos en cuenta la
reversibilidad del efecto del etanol observado en este trabajo, lo cual concuerda con el efecto
reversible ocasionado por este alcohol “in vivo™.

La acumulacion de fosfatidiletanol producto de la interaccion del etanol con la fosfolipasa D
puede inducir cambios en la fluidez de la bicapa y por lo tanto alterar el funcionamiento de las

proteinas de membrana''>). Especificamente, la presencia de etanol en la membrana conlleva a la
transformacion de un fosfolipido neutro como es la fosfatidilcolina en un fosfolipido acidico como

el fosfatidiletanol, lo cual es particularmente relevante en su efecto sobre la Ca’"-ATPasa de la
membrana plasmatica. Hay que recordar que los fosfolipidos neutros no tienen ningun efecto
sobre la actividad de esta enzima mientras que los fosfolipidos acidicos estimulan a la

Ca’"-ATPasa incrementando tanto su Vmax como su afinidad por el Ca?™ %) Asimismo, este

alcohol induce una estimulacion de la fosfolipasa D(14’28), favoreciendo aun mas la acumulacioén
de fosfatidiletanol en las membranas. Este fosfolipido es dificilmente degradado y se acumula de
una manera importante en la membrana, luego de una ingesta alcoholica.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que el fosfatidiletanol tiene un
comportamiento similar al de otros fosfolipidos acidicos como por ejemplo, la fosfatidilserina®?.
La fosfatidilserina y otros fosfolipidos acidicos incrementan la afinidad de la Ca’"-ATPasa por el

Ca>" a niveles superiores al incremento inducido por la CaM®*. Como muestran los resultados
obtenidos en este trabajo, utilizando la enzima en su ambiente lipidico natural, el fosfatidiletanol

también estimula la afinidad de la enzima por el Ca’" a niveles mayores al incremento obtenido en
presencia de CaM. Sin embargo, a diferencia de la fosfatidilserina y otros fosfolipidos acidicos, el
fosfatidiletanol mostré un efecto estimulatorio aditivo a la estimulacion obtenida en presencia de
CaM sobre la afinidad de la enzima por dicho cation e igualmente su efecto estimulatorio fue
aditivo con el efecto inducido por el etanol tanto sobre la Vmax como sobre la afinidad por el

Ca’’. Cuando se compara la estructura del fosfatidiletanol con la fosfatidilserina, se puede
observar que aun cuando ambos son fosfolipidos acidicos con una carga neta negativa, la
fosfatidilserina tiene 2 cargas negativas y una positiva, mientras que el fosfatidiletanol posee una
sola carga negativa, presentando ademas este ultimo una cabeza polar mas pequena y sencilla, lo
cual podria garantizar una mayor accesibilidad de este fosfolipido a ciertos dominios importantes
de la enzima. Es interesante que estos mismos resultados fueron observados previamente sobre la
enzima purificada de eritrocitos humanos mediante un proceso de solubilizacién con detergente en

presencia de fosfatidilcolina®. El hecho que el efecto del etanol y el fosfatidiletanol sea
esencialmente el mismo en la enzima purificada y en membranas de eritrocitos humanos, permite
apoyar que el mecanismo de accion de este alcohol no esta relacionado con las perturbacmnes
ocasionadas a nivel de la membrana plasmatica, sino que deben ejercer su efecto directamente
sobre la enzima.

Los resultados reportados en el presente trabajo permiten sugerir que el efecto del etanol sobre

la Ca’"-ATPasa podria ser una combinaciéon de un efecto directo sobre la proteina y uno
indirecto, producto de la acumulacién de fosfatidiletanol en la membrana plasmatica, lo cual
conllevaria una doble estimulacion de la actividad de la enzima. Esto podria ser mas relevante
aun, si tomamos en cuenta el efecto aditivo del fosfatidiletanol con respecto a la CaM vy al etanol

. . . + +
en cuanto al incremento en la afinidad de la enzima por el Ca®". Un menor Km para el Ca’’ le
ey + ’ .7 . .7
permitiria a la bomba extraer Ca”" de la célula a una concentracién mas baja de este cation, con lo
que se alcanzaria una menor concentracion citosdlica, con consecuencias directas sobre los
mecanismos de transmision de sefales relacionados con este segundo mensajero.
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