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PROYECTO DEINVESTIGACION:
PIBB-91-5: Estudio delosefectos nocivosde laintoxicacion
aguda por plomo sobre las propiedades eléctricas de células
con distinto origen filogenético: protozoarios y células
nerviosas de invertebrados.

IDEAS QUEDEBEN DESTACARSE:
1.- Elplomo es unagente toxico queafectaatodos los seres
vivos, incluyendo protozoarios, invertebrados y mamiferos.

2 - Enel ser humano, ¢l plomo afectael sistema nervioso,
y tales efectos son més marcados e irreversibles cn nifios,
produciéndoles trastornos del aprendizaje y de la conducta.

3.- Se requiere de nuevos firmacos que puedan usarse en
el tratamiento de la intoxicacion por plomo en humanos y de
los cuales se conozca su accion a nivel celular y subcelular.

4 - Eneste trabajo se proporcionaevidencia experimental
de la accion del DMPS como antidoto de la intoxicacién por
plomo anivel neuronal.

RESUMEN:
.

Laintoxicacion por plomo es un problema que afectaa to-
dos los seres vivos. En el ser humano, los més afectados son
los nifios en edad temprana, produciéndoles importantes al-
teraciones neurologicas y del aprendizaje. El tratamiento de
la mtoxicacion por plomo es alin controversial, yaque muchos
de los compuestos comimmente usados presentan efectos co-
laterales adversos. En este trabajo evaluamos la hipotesis de
queel plomo afectael funcionamiento de neuronas alterandoles
lapermeabilidad ionicadel calcio y que este efecto del plomo
puedeser prevenido con el DMPS, agente quelante de metales
pesados que tiene un uso potencial en humanos. Se encontrd
que el plomo disminuy® la duracién del potencial de accion
ctbbo(PACu,ﬂaafomldq)endiumdchdmisM(l-
100 uM). El efecto del plomo (50uM) sobre las neuronas fue
abolido cuando la preparacion se perfundi6 con unasolucion
de P, +-DMPS. Cuando el plomo se inyect) intracelularmente
apresion, también disminuy® la duracién del PACa, + enun
45%. EIDMPS (150uM) perfindido extracelularmenterevirtio
el efecto del plomo aplicado intracelularmente. Estos
resultados indican que el plomo afecta las funciones neuronales,

disminuyendo la permeabilidad al calcio y proporciona
evidencia experimental que fundamenta el uso del DMPS
como antidoto en el tratamiento de la intoxicacion por plomo.

INTRODUCCION:

Elplomo esunmetal pesado que se presentacomo agente
contaminante en poblaciones con alto grado de indus-
trializacién y alto indice de circulacion vehicular, asi como
también en zonas rurales y suburbanas, constituyendo esto un
problemade salud piiblica (Nriagu, 1990). Endiversosestudios
experimentales realizados tanto en animales como en huma-
nos, se ha encontrado que el plomo puede alterar el sistema
nervioso central y periférico. Puede causar importantes tras-
tornos neuroconductuales, neurofisiologicos y del aprendizaje,
fundamentalmente en nifios en desarrollo. (Audesirk, 1985;
Davisy cols., 1990; Bresslery Goldstein, 1991; Needleman,
1991). Al parecer, los efectos del plomo sobre las células
nerviosas, s¢ deben fundamentalmente a la capacidad que
tiene este metal para alterar las propiedades intrinsecas de la
membrana celular (Audesirk, 1985). Existen proteinas de
membranas que actiian como porosselectivos, los cuales reci-
ben el nombre de canales ibnicos. Dentro de dichos canales
ibnicos, se encuentran los canales de calcio, cuya activacion
depende del voltaje de trasmembrana. Estos canales regulan
el influjo del calcio del exterior hacia el interior de la célula,
modulando en formadirectao inidrectaimportantes funciones
celulares, tales como la contraccién muscular, la secrecién
dehormonas y neurotrasmisores, la frecuencia y codificacion
de potenciales de accion, asi como laaperturay cierre deotros
canales ibnicos. (Tsieny cols., 1987; Bean, 1989; Hess 1990).

Seha propuesto queel plomomodificalas propiedades de
lamembrana celular, afectando especificamente la permea-
bilidad del canal de calcio dependiente de voltaje (Audesirk
1987; Busselberg y cols., 1990; Audesirk y Audesirk, 1991;
Evansy cols., 1991).

El tratamiento de la intoxicacion por plomo con el uso de
agentes farmacologicos, es atin controversial, yaque muchos
de los compuestos usados clinicamente estan asociados a
efectos colaterales indeseables (Aposhian y Aposhian, 1990,
Klaassen, 1980).

A partir de los trabajos iniciados por Petrunkin (1956)



quien sintetizd el 4cido 2,3 -dimercapto- 1 -propanosulfonico
(DMPS), se han acumulado distintas evidencias experi-
mentales, las cuales apoyan la hipotesis de que el DMPS re-
sulta ser el compuesto ideal para tratar la intoxicacin por me-
tales pesados, particularmente producida por el plomo, arsé-
nico y mercurio (Aposhian 1983 ; Machashiy Murata, 1986, A-
poshiany Aposhian, 1990). EIDMPS esun compuesto quimi-
co andlogo del BAL (British anti-lewisite), el cual presenta
la caracteristica de ser soluble en agua, ser de baja toxicidad
y tener capacidad para absorberse cuando se administra por
viaoral (Petrunkin, 1956, Aposhian, 1983; Aposhian y Apo-
shian, 1990). El DMPS tiene la capacidad para cruzar lamem-
branacelular de los hepatocitos, favoreciendo la elimmacion
de altas concentraciones de metales pesados por la bilis y por
heces fecales (Maiorino y Aposhian, 1985, Machashi y Murata,
1985).

En este trabajo nos propusimos evaluar la hipotesis de que
el plomo afecta al canal de calcio de neuronas y que dicho
efecto puede ser revertido por la accion de compuestos
quelantes de metales pesados tales como el DMPS.

Algunos resultados preliminares de este trabajo se han
presentado en forma de resumen en congresos nacionales e
internacionales (Gutiérrez y Bernal, 1993ay 1993b).

MATERIALYMETODOS:

A).- Preparacién biolégica

La preparacion biologica que se usé en el desarrollo del
presente trabajo fue el ganglio periesofigico del caracol de
jardin Helix aspersa. El “cerebro™ de este molusco tiene
neuronas gigantes (de 100 a 300 um de didmetro), las cuales
presentan un cuerpo neuronal esférico; esto permite su facil
identificacion en diagramas como el que se muestra en la
figura 1 (Kerkut y col. 1975). Estasneuronas puedenpenctrarse
con més de un microelectrodo y monitorear sus sefiales
eléctricas. Ademés de lo anterior, otra ventajade trabajar con
este sistema biologico es que las neuronas no requieren un
control riguroso de temperatura ni oxigenacién especial,
como es el caso de las células nerviosas de mamiferos.

Lamasa ganglionar periesofigica se fij6 en una cimara
deregistro'y se bafid con solucién Ringer normal para caracol
(versolucion 1, tabla 1). Antes derealizar el registro intracelular
de las neuronas, lamasa ganglionar se bafi¢ en una solucién
que ticne una alta concentracién de calcio y distintos
compuestos que bloquean corrientes de potasio y sodio (ver
solucién 2, tabla 1), permitiendo de esta manera aislar la sefial
"eléctrica dada Gnicamente por la activacion del canal de

calcio dependiente de voltaje.

B).- Microelectrodos para registro intracelular y
microinyeccién

Los microelectrodos utilizados en los experimentos
descritos en el presente trabajo, se fabricaron con capilares de
vidrio de borosilicato de 2 mm de didmetro, con filamento in-
terno. Los capilares se estiraron en un estirador vertical de pi-
petas modelo 700-C (David Kopf Ins.) Los microelectrodos
se llenaron con cloruro de cesio (ver solucion 3, tabla1). La
resistencia de losmicroelectrodos llenados con esta solucion
fluctué entre 10 y 15 megaohms. Los microelectrodos uti-
lizados para lamicroinyeccion del plomo fueron llenados con
lasolucion4, tabla 1 y posteriormente fueron biselados usando
un biselado de pipetas marca Sutter Inst. Modelo BV-10.

C).- Dispositivo experimental de registro intracelular

Se realizaron experimentos de registro intracelular en
donde se minitored el potencial de accion cilcico en
condiciones controly cuando se perfundi6 la preparacién con
la solucion extracelular (ver solucion 2, tabla 1) a la cual se
le agregd plomo y/o DMPS. Para lo anterior se us6 un
dispositivo experimental que consistio de los siguientes
componentes: ) un preamplificador Dagan modelo 8500. I1)
un sistemade estimulacion, registro y anélisis de potenciales
de accion consistente de una interface analogico-digital-
digital-anal6gica marca Axon Instruments modelo TI-1-125
Khzyunacomputadora AT marcaGateway. Lamicroinyeccion
del plomo, se realizé con un sistema de microinyeccion a
presion marca Picotspritzer, modelo P-11-220.

RESULTADOS

Elplomoattemdmaldecalcbdeménmdmdm
de la dosis

Se estudi6 el efecto de diferentes concentraciones de
plomo sobre el potencial de accion cdleico. Estos resultados
se muestran en la figura 2. Se encontrd que cuando se aplico
elplomo, laduracion del potencial de accion cleico se reduce
en forma reversible y tal reduccion es dependiente de la
concentracion de plomo usada.

Efecto del DMPS sobre la duracién del potencial de
accidn cdicico deneuronas expuestas en forma aguda al plomo

El efecto del DMPS sobre la duracion del potencial de
accion clcico de neuronas de Helix aspersa, expuestas en for-
maagudaalplomo, semuestraen la figura 3-a. Como se puede
ver en esta gréfica, laduracion del potencial de accion célcico
que tuvo un valor promedio de 1660ms, seredujoa 1200seg en
un tiempo de exposicion alaplomo de 2.5 minutos. El porciento
de reduccion del potencial de accion fue de un 26.5% con
respecto al valorcontrol. A los 2 minutos de perfundir el DMPS
aunaconcentracién de 150 uM aiin en presencia del acetato
de plomo, la duracién del potencial de accién se recuperd
hastatenerunaduracion promedio de 1650ms, correspondiendo
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este valor a un 99 4% del valor control. Este resultado nos
sugiere que el DMPS es capaz de revertir ¢l efecto que tiene
¢l plomo sobre el potencial de accion célcico.

Existen algunos estudios que indican que el DMPS es
capaz de atravesar la membrana celular y quelar metales
mmahmmoymwss:
Maiorinoy cols.; 1988), pudiendo, ' .
los efectos del plomo.

En este trabajo se probo la capacidad del DMPS para re-
vertirel efecto que tiene el plomo sobreel potencial deaccion
célcico, cuando éste es aplicado intracelularmente, Como se
puede observaren la figura 3-B, inmediatamente después de
laaplicacion del pulso de presion que microinyecta el plomo
intracelularmente, la duracion del potencial de accion sere-
duceenun 38 46% con respecto a los valores iniciales tomados
como control. Este efecto se mantiene durante 10 min, Des-
puésde pasado este tiempo, se inicia la perfusion del DMPSa
una concentracidn de 150 uM y seobservaque ocurre unare-
cuperacion conrespecto a los valores iniciales tomados como

DISCUSION:

En este trabajo se encontré que el plomo modifica la
permeabilidad al calcio de neuronas de Helix aspersay que
tales efectos pueden ser revertidos por la administracion
extracelular del DMPS.

Los potenciales de accion de neuronas de Helix aspersa
son el resultado de la activacién de corrientes ibnicas tales
como la de sodio, calcio y potasio, las cuales subyacen a
dichos potenciales de accion (Meechy Standen 1975; Akaike
y cols., 1978; Adams y col., 1980; Standen, 1981). Con el
propésito de tener una sola variable experimental en el
desarrollo de los experimentos descritos en este trabajo, se
usaron bloqueadores de canales de sodio y potasio (ver solucion
2, tabla 1) para ascgurar que la Ginica variable a medir fucra
laexpresada por la activacion del canal de calcio dependicnte
de voltaje (potenciales de accién calcicos). En base a lo
anterior, en este trabajo se muestra que el plomo cs capaz de
provocaren forma inmediataalteraciones del canal de calcio
voltaje dependiente de neuronas de Helix aspersa las cuales
son reversibles, puesto que cuando retiramos el plomo de
nuestra solucion de perfusion, las neuronas recuperan la
capacidad paradisparar potenciales deaccion célcicos de una
duracion similar al control (ver figura2a; 3ay 3b). Resultados
similares de los efectos del plomo sobre la permeabilidad del
canal de calcio en neuronas han sido encontrados por otros
autores (Buselberg y col., 1990; Evansy col,, 1991; Audesirk
y Audesirk, 1991).

Helix aspersa. Todavia quedan distintos experimentos por
realizar para identificar el sitio de accién del plomo sobre el
canal de calcio o bien, sobre el posible segundo mensajero que
es modificado porelplomo.

Otro denuestros resultados en estetrabajo es queel efecto
del plomo es dependiente de la dosis (ver Fig. 2). Cuando uti-
lizamos altas concentraciones de plomo por arribade 100uM
llega un momento en que la célula pierde la capacidad para
disparar potenciales de accién y luego muere. Nosotros pu-
dimoscomprobar este evento porquehay pérdida del potencial
de membrana en reposo. Unaexplicacion de este fendmeno es
que altas concentraciones de plomo alteran la actividad de
diversas protefnas cuya funcién es vital para la célula.

E1DMPS es un compuesto quimico dimertapto, que pre-
senta dos grupos thiol, el cual se ha propuesto como unaalter-
nativa terapéutica en el tratamiento de la intoxicacion por
plomo en humanos (Petrunkin, 1956, Aposhian y cols. 1981;
Aposhian, 1983; Aposhiany Aposhian, 1990). A pesar deloan-
terior, no se conoce su posible accidn protectora a nivel celular,

Ennuestros experimentos, cuando expusimos lacélulaal
efecto del plomo, observamos como laduracion del potencial
de accion célcico se redujo, pero cuando se perfundié la
solucion que contenia DMPS-plomo, los efectos inicialmente
producidos por el plomo sobre la duracién del potencial de
accibdn calcico fueron abolidos hasta condiciones similares a
la condicién control (ver Fig. 3a). Este resultado nos sugiere
que los efectos del plomo pueden ser revertidos por el DMPS.
Lo anterior puede ser explicado sitomamos en cuenta que el
DMPS presenta 2 grupos tiol ionizables, estos grupos le dan
lacapacidad paraquelarel plomo, de unamaneramuy estable,
atrapando el plomo libre y favoreciendo la separacion del
plomo, de los sitios a donde se encuentra unido.

Cuando evaluamos el efecto del plomo aplicado
intracelularmente por microinyeccion sobre el potencial de
accion célcico, se observé unadisminucion de laduracién de
dicho potencial inmediatamente después de lamicroinycccion.
Sinembargo cuando perfundimos extracelularmenteel DMPS,
encontramos que se revirtio el efecto inicialmente producido
pmelplomohywhdo(vuﬂg.!b).mmqndDMPS
tiene la capacidad de atravesar la membrana celular ¢
interiormente quelar el plomo. Similares resultados han sido
encontrados por otros autores trabajando en preparaciones de
animal integro (Aposhian y cols., 1981).

En conclusion, el plomo afecta el canal de calcio voltaje
qunﬁymnbspoucmudemiﬁncﬂcioos
de neuronas de Helix aspersa de una manera reversible y
dependiente de la dosis. El DMPS perfundido extra-celu-
larmente es capaz de revertir los efectos del plomo cuando
éste se aplica extracelularmente o se inyecta intrace-
lularmente. Por lo que podemos decir que el DMPS tiene
capacidad paraatravesar lamembrana celular delas neuronas
&Hduupmaqumdahhtnxiuci{mporphmo.
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Tabla 1 ~-COMPOSICION DESOLUCIONES (mM)

Reactivo Solucion 1 Solucion 2 Soluciéon 3 Solucion 4 Solucion 5

NaCl 75

KCL 4

CaC2 10 20

MgCR 5

HEPES 5 5 5 » 5

TEA-C1 0 0

4-AP 5 5

CsCl 5 150 150 5
38 Glucosa 5 5 5

BaCL2 20

Acetato de plomo 10

Verderdpido 0.1

pH (51 75 72 72 7.5

HEPES=Ac. N-[2-Hidroxietill piperazina-N "-[ 2 -etanosulfonico .
TEA-Cl=Cloruro de tetractilamonio.
4-AP=4-Aminopiridina.

FIGURA 1. ESQUEMA DEL CEREBRO DEL CARACOL

Diagrama esquemético que muestra lamasagariglionar periesofigica
del cerebro del caracol de jardin Helixaspersa(Kerkuty col. 1975).

Las neuronas que se utilizaron en este trabajo fueron la 76 y 77F,
1y2D.




FIGURA 2. EFECTO REVERSIBLE DEL PLOMO SOBRE EL POTENCIAL DE ACCION DE NEURONAS DE Helix aspersa:
A) Enlos 3 paneles, la primera linea corresponde a un registro del monitor de corriente, ¢l segundo trazo correspondeal cero devoltaje,
el tercer trazo corresponde al monitor de voltaje (los cambios en el monitor de voltaje corresponden a un potencia de accion cdleico). En
este experimento se us6 bario como acarreador de corriente (ver solucion 5, tabla 1). B) La duracién del potencial de accion calcico (porciento
del control) es graficada contra el tiempo (en minutos) en condiciones control y cuando la célula fue tratada con plomo (1, 10y 50 uM)
y después de que la célula fue lavada con una solucion libre de plomo. Cada punto representa el promedio de Sregistros y la barra representa
la desviacion estindar.
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FIGURA 3. EFECTO DEL DMPS SOBRE EL POTENCIAL DE ACCION CALCICO DENEURONAS EXPUESTAS ENFORMA
AGUDA AL PLOMO: A) La duracidn del potencial de accién cilcico (en milisegundos) es graficada contra el tiempo (en min.) en
condiciones control, cuando la célula fue perfundida extracelularmente con lasolucién conteniendo plomo (50uM)) y con plows. ~*4PS.
Cadapunto representa el promedio de § potenciales de accion. B) La duracion del potencial de accién calcico (porciento del control) es
graficada contra el tiempo (enmin.) encondiciones control, cuando el promo fuemicroinyectado en la célulamediante un pulso de presion
ycuando fue tratada con DMPS (150uM) perfundido extracelularmente. Cada punto representa el promedio de 3 experimentos y la barra
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