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RESUMEN :

La cxguatera es una. intoxicacién en humanos producida por la ingestiéon de

.,pescado COntammado con toxinas del dinoflagelado Gambierdiscus toxicus. Este

dmoﬂageladoproduce dos toxinas que han sido involucradas en la ciguatera: la

‘Maltotoxma (MTX). La actividad farmacoldgica de esta

qnducxd’: por la MTX disminuye parcialmente

de .-tirosina. La expresion de una forma

; temdos durante la realizacién de esta tesis apuntan

- fuertemente a‘MTX puede activar una cascada de sefializacién mediante la

: act1v1c1on e.un receptor de membrana plasmatica.



ABSTRACT

Ciguatera is a human poisoning caused by consumplion of seafood
contaminated with toxin from the dinoflagellate Gambierdiscus toxicus. This
dinoflagellate produces two types of toxins involved in the ciguatera poisoning:
ciguatoxin (CTX) and maitotoxin (MTX). The pharmacological activities of this
Iast toxin are analyzed in different cells, and elicit Ca2* influx in all the cells and
tissues tested.

The present wok focuses at the study of the pathways activated by MTX in
mammualian cells.

We found that the MTX activates Ca2* and Na* influx in human skin
fibroblasts and CHO cells. The MTX response in both cell types is doses-
dependent. Extracellular Ca2* and Na*, and intracellular Ca?* modulate the MTX
response. The intracellular Ca2* potentiates the MTX response. In the absence of
extracellular calcium, the intracellular Ca?* increment is sufficient to partially
reestablish the Nat* influx induced by MTX.

Protein tyrosine kinase inhibitors decreased the Ca2* and Na* influx
induced by MTX. The overexpression of a constitutively active mutant of src, a
protein tyrosine kinase, enhances the MTX response.

All the results presented here strongly suggest the presence of a MTX
receptor at the plasma membrane, responsible for mediating the MTX effects on

calcium influx and activalion of tyrosine kinases.



INTRODUCCION

Las algas microscépicas desempefian un papel muy importante en los
ecosistemas marinos por su actividad fotosintética, ya que son las principales
productoras de biomasa y de compuestos organicos, ademas de formar parte
importante de la cadena alimenticia marina.

La proliferaciéon de estas algas es un fendmeno natural, que ha ocurrido
desde hace millones de afios. El aumento de estos microorganismos marinos (la
tasa normal es de 1x106 células/ml de agua) es benéfico para la acuacultura, pero
en algunas circunstancias tiene efectos negativos sobre los ecosistemas. Por
ejemplo, en las tultimas décadas, la proliferaciéon de microalgas se ha convertido

en un serio problema a mvel _mundlal porque causa un gran impacto ambiental

6micas y serios problemas de salud

“'que se traduce en enormes perd

‘para el hombre (Daxanas y cols‘ 2001

especies no toxicas; al segundo grupo ertenecen las algas productoras de

E ’l'toxmas que no afectan al hombre, y el't 'rcer grupo esta mtegrado por especies

"v_’que producen potentes toxinas que afectan al hombre, como el caso de la

- c1guatera




LA CIGUATERA

La ciguatera es un envenenamiento en humanos causado por la ingestion
de pescado contaminado proveniente de zonas tropicales. Esta es la intoxicacion
en humanos méas comun causada por el consumo de productos marinos. En
regiones tropicales tales como el Océano Pacifico y el Caribe, es la intoxicacién
que afecta a mas personas. Sin embargo, la intoxicacién no se restringe sélo a las
zonas tropicales, pues se han descrito brotes de ciguatera en regiones alejadas de
estas zonas; esto se debe a que ha aumentado la exportacién de pescado

proveniente de arrecifes, por lo que la c1guatera se ha convertido en un serio

problema de salud a mvel mundlal P"r‘otro lado, el cuadro clinico de esta

fan-pasar a través de la cadena

iguatoxina (CTX) de la carne de

al. dinoflagelado que produce las

ciguatoxinas.:



o Murata (1989) describié la estructura quimica de las principales
ciguatoxinas y de los precursores de éstas.

% Recientemente se han identificado toxinas parecidas a las ciguatoxinas. Sin
embargo, existe muy poca informacién acerca de su mecanismo de accién,

debido a que los efectos fisiolégicos son muy variados.

PECES CIGUATOXICOS
 Halstead (1967) sugirié que pueden considerarse al menos 400 especies de
- peces como potencialmente ciguatdxicos; sin embargo, no todas las especies son
"bbﬁléstibles. Como ya se ha mencionado, los peces intoxicados muestran una
;apériencia normal, excepto cuando los niveles de toxinas son muy elevados, en
- cﬁyo caso pueden presentar cambios en su conducta de nado.
- También se ha encontrado que los peces muestran diversos grados de
_—tOXicidad, que depende basicamente del hébitat y del tipo de alimentacién. Los

peces méas venenosos suelen habitar en zonas muy cercanas a los arrecifes; por

. otra parte, los peces de arrecifes cercanos pueden no estar contaminados, y esto

se debe principalmente a que no hay migracién de peces entre arrecifes vecinos.
" Algunos peces pueden presentar un bajo nivel de ciguatoxinas; sin embargo, este
nivel puede aumentar después de una proliferacién masiva de dinoflagelados

‘, tox1cos (Leh’me y cols., 2000)

sta capacxdad de los peces como portadores asintomadticos complica

enormemente la implantacién de medidas preventivas durante la pesca, lo que
hac}:g C 1f;c11 contender con esta enfermedad.
- SINTOMATOLOGIA Y TRATAMIENTO
; : Ex15te muy poca informacién acerca de la sintomatologia de la ciguatera
en Ios humanos y otros mamiferos. Los sintomas se desencadenan entre 1 y 30

horas después del consumo; generalmente son gastrointestinales (nauseas,
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’ vémito, dolores abdominales y diarrea), neurolégicos (mareo, convulsiones), y
‘cardiovasculares (Lehane 2000).

Algunos de estos sintomas pueden persistir por meses, afios o recurrir
periédicamente. Sin embargo, en casos extremadamente severos se puede
presentar el coma y la muerte. En las islas del Pacifico se han utilizado
tratamientos tradicionales para combatir esta intoxicaciéon. Existen alrededor de
64 especies de plantas que se cree previenen o curan la ciguatera, algunas de ellas
con propiedades antidiarréicas. La eficiencia real de este tratamiento y el posible
mecanismo de accién de los principios activos permanecen desconocidos a la
fecha.

El tratamiento més utilizado en la mayoria de los paises es el manitol por
via mtrévenosa, que es un agente diurético que induce el movimiento de agua
'int’ravlbcéliular hacia el espacio extracelular, reduce la entrada de Na* y aumenta la
“sa 1c’:l‘a de agua de la célula. Sin embargo el mecanismo mediante el cual el
: ;ﬁanitol ejerce su efecto es desconocido.

' ‘ Recientemente se ha utilizado la gabapentina para el tratamiento de la
' ciguatera (Pérez C. M. y cols., 2001). Este firmaco es anticonvulsivo, con un
mecanismo de accién similar al de los agentes antiepilépticos; ademas se sabe
que se une a la subunidad o2 del canal de Ca2* dependiente de voltaje (Gee y
cols., 1999). El mecanismo por el cual alivia los sintomas de la ciguatera se

desconoce.

LA FUENTE DE CIGUATOXINAS: EL DINOFLAGELADO Gambierdiscus

u hipétesis en las siguientes observaciones:

1*1. Los peces se envenenan debido a un factor en el ambiente.



2. El envenenamiento estd asociado a la fuente alimenticia
‘3. El organismo que produce las ciguatoxinas es de vida libre y posiblemente
sea un alga.
“4. .La toxina se transmite a través de la cadena alimenticia a los peces y de

éstos al humano.

En 1977 Yasumoto y cols., reportaron que el dinoflagelado Diplopsalis sp. era
el responsable de la ciguatera. Este dinoflagelado se encontr6 en muestras de

detritus colectadas de la superficie de los corales muertos en las Islas Gambier en

; la Polmesxa Francesa De las muestras colectadas se logré extraer dos fracciones,

egunda fraccién se identific6 como la Maitotoxina (MTX), la cual

habia'sid als_l’é/ida del pez vela (Murata y cols., 2000).

(_)rihente el diplopsalis sp. fue renombrado Gambierdiscus toxicus por
Adachi'y-Fukoyo en 1979. Las caracteristicas principales de G. toxicus son las
‘d-_e, alrededor de 80 micras, es una especie fotosintética, su tasa de

recimiento es ‘lenta (ocurre una divisién aproximadamente cada 3 dias), habita

las toxinas que estin

‘bioactivos; que incluyen a
ente, la sintomatologia de la ciguatera se deba a la
diferentes tipos de toxinas o metabolitos que pueden ser
no o mas dinoflagelados; sin embargo, el organismo que se

or abundancia en la mayoria de las algas (que sirven de

os-peces herbivoros) es G. toxicus; esto sugiere fuertemente que
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este dinoflagelado es el principal agente causante de la ciguatera (Lehane y cols.,

2000).

Photomicrograph by Yasuwo Fukuyo

Scale bar=20pm

WESTPAC-HAD
Gambierdiscus toxicus Adachi et Fukuyo 100 Hamiul Algat Bloom P 0002

Figura 1: Gambierdiscus toxicus, el agente causante de la ciguatera. G. foxicus es un organismo unicelular
(ver el recuadro superior de la izquierda) que normalmente se encuentra asociado con algas (ver el
recuadro inferior a la izquierda).

G. toxicus, presenta un poro apical caracteristico (APC), ademds de pequefios poros distribuidos
uniformemente en la superficie de la célula y una cavidad profunda como se puede observar en la figura
superior derecha.

La pared celular de estos organismos esta dividida en placas de celulosa, conocidas como tecas. La
clasificacién se realiza tomando en cuenta la distribucién geométrica y topolégica de estas estructuras

(ver recuadros inferiores a la derecha).
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EL USO DE LAS TOXINAS MARINAS COMO UNA HERRAMIENTA
FARMACOLOGICA.

De los organismos marinos se ha aislado un gran niimero de sustancias
fisiolégicamente activas, entre las cuales se pueden mencionar a algunas
neurotoxinas, como la tetrodotoxina, la saxitoxina, y las toxinas de las anémonas.
Algunas de ellas se han caracterizado farmacolégica y fisiolégicamente, y se han
encontrado sus moléculas blanco. Esta informacidon ha permitido realizar
estudios bioquimicos, fisioldgicos y electrofisiolégicos.

Las toxinas marinas pueden ser de origen proteico y no proteico. La gran
mayoria de los organismos producen toxinas polipeptidicas; sin embargo,
también existen toxinas de origen no peptidico y usualmente los organismos que
las producen son los dinoflagelados. Las toxinas marinas como el dcido okadaico,
las brevetoxinas, ciguatoxinas, palitoxinas, y la maitotoxina han atraido la
atencién por sus complicadas estructuras, asi como su gran potencia biolégica.
Estos compuestos son policiclicos, mediante enlaces de tipo éter, y muiltiples
grupos hidroxilicos (Mebs 2001). Variando considerablemente en estructura y
funcién entre especies, familias y géneros. Los mecanismos por los cuales actiian

estas toxinas no han sido bien estudiados.

MAITOTOXINA

La maitoxina es una de las toxinas marinas mds potentes conocidas a la
fecha; se detect y aislé por primera vez en el pez Maito (de ahi su nombre); es
una de las toxinas involucradas en la ciguatera. Una de sus caracteristicas mas
importantes es su alta actividad bioldgica; se ha reportado que la toxicidad en
ratones por inyeccidn intraperitoneal es de 50ng/kg, lo cual implica que un 1 mg
de MTX puede matar a 200,000 de ratones (de aproximadamente 100 g de peso).
Ademds de su alta potencia, esta toxina puede inducir diversas respuestas

fisiolégicas, como resultado de la elevacion del Ca2* citoplasmatico.
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La elevacién del Ca2?* intracelular en practicamente todas las células
estudiadas por la MTX, ha permitido utilizarla como una potente herramienta en
el estudio de procesos celulares en donde se desea manipular la concentracién de

Ca?+ intracelular; de aqui se desprende su relevancia como una herramienta

farmacolégica de gran utilidad.

ESTRUCTURA
Para llegar a determinar la estructura completa de esta toxina, se

realizaron cultivos a gran escala durante 10 afios con una cepa de G. toxicus
asilada de las islas Gambier. Después de exhaustivos anilisis se logré proponer
un esquema de purificacién. Sin embargo, cabe destacar que de 4000 1 de cultivo
se logr6 aislar apenas 20 mg de toxina (Murata y cols., 2000).

La estructura quimica de la MTX fue determinada por métodos
espectroscépicos de resonancia magnética nuclear (RMN) (Murata y cols., 1994) y
por sintesis quimica (Sasaki y cols., 1996; Zheng y cols., 1998). Estos estudios han
permitido estimar el peso molecular, la composicién y la naturaleza de la toxina.

La MTX es un poliéter de 3422 Da; excede a la palitoxina por mas de 758
Da, y es el biopolimero no peptidico mas grande hasta ahora descrito. Como se
puede observar en la figura 2, la estructura quimica comprende una cadena
carbonada de 142 C, 32 éteres ciclicos, 28 grupos hidroxilo y 2 éteres sulfatados.
La presencia de grupos hidroxilo y los grupos sulfato ionizados proporciona a la
molécula caracteristicas hidrofilicas o polares, pero la presencia de una porcién
hidrofébica le confiere una naturaleza anfifilica (Escobar y cols., 1998).

La distribucién de la polaridad de esta molécula sugiere que la MTX
puede ensamblarse en la membrana y formar una estructura semejante a un

poro, como se ha sugerido para la primesina (Murata y cols., 2000).
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Figura 3: Estructura de la maitotoxina (MTX), reportada en 1993 por Murata. La estructura quimica
comprende una cadena carbonada de 142 C, 32 éteres ciclicos, 28 grupos hidroxilo y 2 éteres
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NATURALEZA DEL RECEPTOR A LA MAITOTOXINA

Muchos experimentos se han encaminado a la identificacién de un posible
receptor a la MTX. Bien podria suponerse que las caracteristicas fisicas de este
receptor fueran comunes en todos los tipos. celulares; esta observacién se
fundamenta en la respuesta universal a la MTX: la elevaciéon del Ca2*
intracelular.

La accién biolégica de esta toxina se ha estudiado por mas de 2 décadas en
células en cultivo provenientes de tejidos excitables y no excitables (Gusovsky y
cols., 1990). En todos estos sistemas la MTX estimula una entrada de Ca?*; es
decir, la respuesta universal a la MTX es la elevacion de Ca?* intracelular.

En experimentos utilizando mitocondrias y sinaptosomas se ha
demostrado que la MTX no posee actividad ionoforética, lo que ha permitido
suponer que debe estar reconociendo algin receptor en la membrana plasmatica.
El hecho de que la MTX tenga actividad biologica en practicamente todas las
células estudiadas, sugiere que el receptor de esta toxina y sus vias de
sefializacién deben estar ampliamente distribuidos, o conservados.

A la fecha se han postulado dos hipétesis sobre la posible naturaleza del

receptor a la MTX.

UN RECEPTOR DE NATURALEZA NO-PROTEICA
Uno de los componentes mas abundantes en las membranas celulares son
los glicolipidos, compuestos con cadenas de carbohidratos de longitud variable
que estin unidos de manera covalente a los lipidos (Darnell, 1990).
‘ Los gangliésidos son los esfingo-glicolipidos mas complejos; estan
o constltuldos por una cadena de oligosacaridos con al menos un residuo de acido

v51ahco (Acido N-acetilneuraminico) unido a la ceramida (Stryer 1995). Los

: gang11051dos forman parte del grupo mas complejo de los esfingo-glicolipidos.

Estas moléculas son parte fundamental en el reconocimiento célula-célula;
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probablemente juegan un papel de gran importancia en el crecimiento y
diferenciacién de los tejidos (Voet, 1995)

Los gangliésidos pueden autoagregarse, y este fenémeno puede inducir la
formacién de grupos estables de gangliésidos en las membranas. Se ha sugerido
que la MTX se puede incorporar al agregado de gangliésidos (Konoky y
cols., 1999). Este mecanismo hipotético propone que la MTX penetra a la
membrana por su porcién hidrofébica, mientras que su porcién hidrofilica queda

expuesta hacia el exterior celular.

UN RECEPTOR DE NATURALEZA PROTEICA.

Esta hipétesis se basa principalmente en los resultados obtenidos por

varios grupos independientes, los cuales demostraron que el tratamiento con

tripsina, tanto intracelular (Leech y cols., 1998) como extracelular (Gutiérrez y -

cols., 1997), elimina el efecto de la MTX sobre varios tipos celulares. Ademds se
ha reportado que la digestién con esta proteasa no afecta la liberacién de Ca2+ de
las pozas intracelulares cuando se estimula con tapsigargina (Gutiérrez y cols.,
1997).

La teoria del gangliésido no descarta la posible asociacion de la MTX con
las proteinas de la membrana. La MTX se podria integrar a la membrana y
desplazarse a lo largo de la bicapa lipidica hasta asociarse con proteinas
especificas; en este caso, la porcién hidrofébica seria el sitio de reconocimiento de
su(s) molécula(s) blanco. Sin embargo, se desconoce hasta ahora la entidad
molecular del receptor; esto se debe a varios factores, y a la complicada
estructura de la toxina, que impide modificarla quimicamente para realizar
estudios de fijacién especifica (binding), su tendencia a adherirse al vidrio, y

ademds de la dificultad que presenta su purificacién.
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POSIBLES MECANISMOS DE ACCION DE LA MTX
EFECTO SOBRE EL Ca2* INTRACELULAR.

La MTX provoca un aumento en la concentraciéon de Ca?* intracelular
([Ca2t];) en practicamente todas las células y tejidos probados a la fecha
(Gusovsky y Daly, 1990). En todas las preparaciones el margen efectivo de accién
de la MTX oscila entre el orden fentomolar y el bajo nanomolar.

.En las mitocondrias, sinaptosomas y en membranas lipidicas artificiales se
ha demostrado que la MTX carece de actividad ionoforética (Takahashi y cols.,
1983). La entrada del .Ca?* inducida por la MTX es relativamente lenta (t1,2 > 1
min) y gradual, en contraste con la respuesta de los ion6foros de Ca2* que causan
una elevacion inmediata del [Ca?*]; (Gusovsky y Daly, 1990). En estudios de patch
clamp en la configuraciéon de “inside out” de células MDCK (células Mardin-
Darby de epitelio de riiién de perro), la MTX aplicada intracelularmente no tuvo
efecto, en contraste con la activacion de una corriente de entrada dependiente de
Ca?* cuando el parche estaba en la configuracion de “outside out” (Dietl y Volkl,
1994). En estudios con fibroblastos de piel de humano la MTX no produce
aumento en [Ca?*]i cuando las células fueron previamente expuestas a tripsina
(Gutiérrez y cols., 1997). Estos datos sugieren fuertemente que la MTX no es un
ionéforo, y que parece ejercer sus efectos interactuando con una proteina de la

.membrana sensible a esta proteasa.

En estudios realizados en miocitos ventriculares de cobayo con la técnica

- de canal tnico (en la configuracién inside-out), la MTX induce la activacién de

5610 uno o dos canales dentro de un gran margen de concentraciones (Nishio y
cols.,, 1996). Estos datos contrastan claramente con el funcionamiento de un
ibhéforo, que producirfa mayor corriente conforme aumenta la concentracion del
‘mismo. Ya que la MTX tiene efecto en células obtenidas de organismos que
"d‘ivergieron hace millones de afios, desde el insecto al humano, se puede
eépecular que dicha proteina membranal o receptor a la MTX debe estar

altamente conservada a lo largo de la evolucion.
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INHIBIDORES DE LA RESPUESTA A LA MTX

Existe una gran cantidad de estudios encaminados a esclarecer la
farmacologia de los canales iénicos activados por la MTX; sin embargo, hasta el
mornento no se ha encontrado ninguna molécula capaz de inhibir selectivamente
las respuestas desencadenadas por esta toxina. Por ejemplo, las dihidropiridinas,
bloqueadores de canales de Ca?+ tipo L, pueden reducir la entrada de 4Ca2+
causada por la MTX en las células hibridas de neuroblastoma-glioma y en
algunas células tumorales de la hipdfisis. Por otro lado, en las células BCzH; de
muisculo liso, miocitos y sinaptosomas, estos bloqueadores no tiene ningtin efecto
en el influjo de Ca?* inducido por la MTX. Otros bloqueadores organicos de
canales de Ca2+, tales como el verapamil, diltiazem y algunos anestésicos locales,
pueden reducir el aumento en el Ca?* intracelular causado por MTX, sin embargo
estos bloqueadores no funcionan en todos los tipos celulares en donde se han
probado. También se han examinado algunos bloqueadores inorgénicos de los
canales de Ca?* como el Co?*, Mn?* y La3*, que bloquean el flujo de Ca2+
provocado por la MTX en varias preparaciones, pero no en otras (Escobar y cols.,
1998).

La MTX interactiia probablemente con sitios extracelulares de alta
afinidad asociados con canales i6nicos. Se desconoce si tales sitios estin
asociados con todo tipo de canales de Ca?* o s6lo con algunos. Es muy posible
que los canales de Ca?* tipo L y otros canales de Ca?* dependientes de voltaje
(VDCC) no sean activados directamente por la MTX, sino que se abran sélo como
resultado de una despolarizacién causada por la entrada de Ca?* o de Na* a
través de otro tipo de canal ubicuo sensible a la MTX (Gusovsky y Daly, 1990).
Lo Vaxriterior explicaria por qué las dihidropiridinas bloquean parcialmente la
entrada de Ca?+ inducida por MTX en algunos tipos celulares.

LA MTX ACTIVA UNA CORRIENTE CATIONICA NO-SELECTIVA
Aunque el grupo de Yasumoto (1982) propuso por primera vez que la

MTX activaba una corriente catiénica no selectiva, no fueron sino Dietl y Vélkl en
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1994 quienes finalmente demostraron que en las células MDCK la MTX activa a
este tipo de canales (Dietl 1994).

Mediante el uso de técnicas electrofisiologicas, varios autores han
reportado que la MTX activa canales catiénicos no selectivos (NSCC), y que éstos
permean iones como Rb*, Na+, Mn2* y Ba2?*. Recientemente en ovocitos de
Xenopus se demostré que el canal activado por la MTX es independiente del
voltaje (Bielfeld-Ackermann y cols., 1998; Weber y cols., 2000; Martinez y cols.,
1999).

Se encontré que la toxina activa este mismo tipo de canales en células HL-
60 (Musgrave y cols., 1994), en células B pancreaticas (Worley y cols., 1994, Leech
y cols., 1997; Leech y cols., 1998), en células L de ratén (Estacion y cols., 1996), en
células P transgénicas (Roe y cols., 1998), en ovocitos de Xenopus (Bielfeld-
Ackermann y cols., 1998), en fibroblastos de piel de humano (Schilling y cols.,
1999), neuroblastomas (Yoshii y cols., 1987), miocitos cardiacos de cobayo y rata
(Kobayashi y cols., 1987b; Nishio y cols., 1996; Faivre y cols., 1990), y en células
de la linea GH4C1 de hipofisis de rata (Young el al., 1995). En todos estos casos la
MTX aplicada entre 1 pM y 30 nM, produjo corrientes entrantes que no
dependen del voltaje (revisado en Escobar y cols., 1998).

Recientemente se le asigné un papel fisiologico al canal catiénico activado
por la MTX en células B-pancredticas. Se piensa que el canal estd involucrado en
la secrecién de insulina, debido a que la MTX activa la misma corriente catiénica
no selectiva, activada por las hormonas como el péptido GLP-1 (Péptido 1
semejante al Glucagén), el polipéptido activador de la adenilato ciclasa de la
hipofisis (PACAP) y el AMP ciclico (Leech y cols., 1997). Este mismo grupo
propone que el canal activado por la MTX juega un papel trascendental en el
mantenimiento del potencial de membrana de las células B-pancreiticas (Leech y
cols., 1998).

De estos tltimos datos se puede concluir que la MTX activa NSCC en vez

de a una via selectiva a Ca?* como sugerian los ensayos bioquimicos originales.
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En consecuencia, las corrientes entrantes producidas por la MTX pueden ser el
resultado de la entrada de Na+* y/o Ca?* a la célula, lo cual puede provocar una
despolarizacién y la consecuente activacién de canales de Ca?+ dependientes de

voltaje (VDCC) en tejidos donde estos canales estin presentes.

REGULACION DEL CANAL CATIONICO NO SELECTIVO ACTIVADO POR
MTX (NSCC-MTX)

" El canal activado por la MTX esti modulado de manera directa y/o
indirecta, tanto por la cara externa como por la interna, por diferentes factores.
Por razones histéricas primero se revisara como se da la modulacién extracelular.

Que el Ca?+ extracelular modula la actividad de NSCC-MTX, o bien la
unién de la MTX al canal, ha sido ampliamente documentado por diversos
grupos. Se ha demostrado que es necesaria la presencia de Ca?+ extracelular para

que la MTX active al canal (Gusovsky 1990). Este fenémeno de dependencia se ha
encontrado tanto en células excitables como no excitables (Dietl y cols., 1994).
Como demostramos durante el desarrollo de este trabajo, en fibroblastos de piel
de humano a concentraciones por abajo de 1.8 nM de Ca?* evitan la activacién de
la corriente NSCC-MTX (Martinez-Francois y cols.,, 2001), lo cual sugiere
fuertemente que se necesitan concentraciones fisiolégicas de Ca?* extracelular
.- para que el canal sensible a la MTX sea activado.

Con respecto a la modulacién intracelular, recientemente se ha reportado

que la activacion del NSCC-MTX esta regulada por las concentraciones
in tracelulares de ATP, por agentes reductores como el DTT, por tripsina (Leech y
. cols. 1998), y por la genisteina (Leech y cols., 1997; Leech y cols., 1998). Ademas,
v dab de Ca?* inducida por la MTX también es sensible a la genisteina en
élula; epltehales de traquea de conejo (Venant y cols., 1994), en células B-
; pancreatlcas (Leech y cols., 1998) y en insulinomas (Leech y cols., 1997).

En las células B-pancreiticas experimentos con soluciones intracelulares

g hbres de ATP el NSCC-MTX se activa espontaneamente, lo cual sugiere que el
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 ATP 1nh1be la act1v1dad del canal; sin embargo, incubaciones prolongadas con
solucxones mtracelulares libres de ATP inhiben la activacién de NSCC-MTX por
la toxma (Leech y cols., 1998). Lo anterior representa una fuerte sugerencia de
qué la‘»;éctivacién de este canal depende del ATP, ya sea directamente, o a través
~ de un mecanismo que requiere de ATP, como la fosforilacién.

_ En las células MDCK, la sensibilidad a la toxina aumenta si se utiliza
PDBu, un activador de la proteina cinasa C (PKC) (Olivi 2000). Todos estos datos
parecen sugerir que la respuesta a la MTX estd modulada por una cascada de
segundos mensajeros que involucra procesos de fosforilacién por varios tipos de
cinasas. En el presente trabajo demostraremos el papel que juega una cinasa de la

tirosina de la familia src en la activacion de NSCC-MTX por esta toxina.

EFECTOS SECUNDARIOS
HIDROLISIS DE FOSFOINOSITIDOS

Los primeros estudios realizados con la MTX reportaron que esta toxina
promueve la hidrdlisis de fosfoinositidos en una gran variedad de preparaciones
(Gusovsky y Daly, 1990). Estos datos sugieren que la MTX genera dos segundos
s: el inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), que induce la liberacién de Ca2?+ del
‘ 3 el dlacﬂghcerol (DAG), que activa a la proteina cinasa C

3 de IPa en miocitos de aorta de rata (Berta y

das ,de neuroblastoma NCB-20, en células de
Y en una gran variedad de otros tipos celulares
19 ,). Sm embargo, esta hidrélisis no se observa en ausencia

ﬂ-'fde Ca2+ extracelular En las células HL-60, la produccién de IPs inducido por la

"-MTX requiere de  Ca2+ extracelular, pero este catibn no se requiere
q

‘extracelularmente para la produccién de IP; por el péptido quimiotéctico fMLP
(Musgrave y cols.,, 1994). Ademads, la activaciéon de la hidrélisis de los
fosfoinositidos por la MTX no es sensible a la toxina pertussis, mientras que Ia

activacién de la hidrélisis de los fosfoinositidos producida por el péptido
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quimiotéctico es inhibida por dicha toxina (Gusovsky y cols., 1989). Asi, por lo
menos en esta linea celular, la MTX claramente afecta la hidrélisis de los
fosfoinositidos a través de un mecanismo diferente a los mecanismos propuestos
para los receptores clasicos acoplados a proteinas G.

Como la MTX induce hidrélisis de fosfoinositidos en cada sistema
probado (Sladeczek y cols., 1988), y en cada caso las respuestas son dependientes
de Ca?+ extracelular, es probable que la formacién de fosfatos de inositol sea
secundaria a la entrada de Ca?* a la célula (Gusovsky y Daly, 1990).

Puede ser que la MTX interactiie con alta afinidad con componentes de la
membrana que son parte de los mecanismos de acumulacién de Ca?*. Estos
sistemas de acumulacién de Ca2+ en las membranas de todas las células deben de
estar muy estrechamente relacionados con alguna isoforma de la fosfolipasa C
(PLC), la enzima responsable de la formacién de fosfatos de inositol, y no

‘parecen ser sensibles al bloqueo por los antagonistas de los canales de Ca2* de

cualquier tipo (Gusovsky y Daly, 1990).

LIBERACION DE HORMONAS Y NEUROTRANSMISORES
El aumento en la entrada de Ca2* provocado por la MTX en las células
PC12, neuronas del estriado y en islotes pancredticos se acompafia de un
aumento de la liberacién de hormonas y neurotransmisores (Takahashi y cols.,
1982; 1983 Lebrun y cols,, 1987 Shalaby y cols., 1986).
: La hberac1on de norepmefrma (NE) por MTX en células PC12 es sensible
'-;al bloqueo por dxhldroplrldmas (Takahashi y cols., 1982). En contraste con la
' igran,eshmulacmn de la MTX de la liberacion de NE, un ionéforo de Ca?* tiene
o éblé"efectos minimos sobre dicha liberacién.
: En las neuronas del estriado, el Co?* bloquea por completo la entrada de
Caz?+ activada por MTX, mientras que sélo reduce parcialmente la liberacién de

dcido y-aminobutirico (GABA) provocada por la toxina, sugiriendo que el
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aumento en la entrada de Ca?* no es necesario para los efectos de la MTX en la
liberacién del neurotransmisor en este sistema (Pin y cols., 1988).

También se han investigado los efectos de la MTX en la liberacion de acido
araquidénico de fosfolipidos marcados con [*H]araquidonato en células PC12
(Choi y cols., 1989). La MTX parece activar con mayor potencia la liberacién de
araquidonato que estimula la hidrélisis de los fosfoinositidos. El efecto de la
MTX en la liberacién de araquidonato se bloquea por Co?*, Mn2+ y Cd?2+.

La liberacién de hormonas y neurotransmisores provocada por MTX en la
mayor parte de los sistemas probados depende de la presencia de Ca?* en el
medio extracelular.

También existe evidencia que indica que dicha liberacién producida por la
MTX depende del Na+* en el medio extracelular; en medio con bajo Na*, la
liberacién de NE por la MTX en células PC12 o de GABA en neuronas del
estriado se reduce considerablemente. El mecanismo subyacente de esta
dependencia de Na+* extracelular no se conoce, pero puede reflejar una reduccién
en la capacidad de las células para disminuir los niveles intracelulares de Ca2+ a
través de la via de intercambio Na*/Ca?* en medio con bajo Na+ (Gusovsky y
Daly, 1990) o de la participacién de un canal de Na+* en el mecanismo de
liberacién. Otra posible explicacion seria que la MTX requiere Na* para producir

sus efectos o para interactuar adecuadamente con el canal NSCC-MTX. Como

"“demostraremos en la seccion de resultados de la presente tesis, el Na+*

extracelular es un poderoso modulador de la entrada de Ca2?* activada por la

MTX.

CONTRACCION MUSCULAR

La MTX induce la contraccién, de forma dosis dependiente, en una gran
variedad de preparaciones de musculo aislado incluyendo: aorta de conejo
(Ohizumi y Yasumoto, 1983a), miisculo liso intestinal (Ohizumi y Yasumoto,

1983b), duodeno de conejo (Legrand y Bagnis, 1984), el conduto deferente del
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cébéyd "(Ohizumi y cols., 1983) y el miisculo cardiaco de cerdo y rata (Kobayashi

- ;yrcqls:., 1987a). También se ha demostrado que la MTX aumenta la actividad

 contréctil en estudios con las células cardiacas aisladas (Kobayashi y cols., 1985).

Los efectos de la MTX en el misculo desaparecen al eliminar el Ca2+
,ex;tracelular o por medio de la accién de antagonistas de canales de Ca2+.

En el caso de la contraccién de la aorta de conejo, en una solucién libre de
Caé“r extracelular, las respuestas contractiles producidas por la reintroducciéon de
Ca2+, Sr2+ o Ba?*+ se potenciaron después del tratamiento con MTX y fueron
bloqueadas por el verapamil. El mismo efecto obtenido con la toxina fue
reprodumdo .con altas concentraciones de KCl extracelular, una manera de
acti:v'ar.. ‘c‘.“anyéle‘s de Ca?* dependientes de voltaje en este tejido. También se
defndétriéi q‘L‘i’ei_bel mecanismo de accién de la MTX es diferente que el del ionéforo
deCa2+A23187 De tal forma que la entrada de Ca2+ parece ser necesaria para los

efecktbs»d(‘e laMTX sobre la contraccién muscular.
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JUSTIFICACION

La MTX moviliza Ca2+ en todas las células estudiadas. La explicaciéon mas
“simple de este fenémeno serfa que la MTX actiia como un ionéforo de Ca2+; sin
embargo, existe evidencia que indica que la MTX no posee actividad
ionoforética, lo cual permitié sugerir la existencia de un receptor para esta toxina
altamente conservado a lo largo de la evolucién. Cabe resaltar que la respuesta a
la MTX se ve disminuida con genisteina. Todos los datos hacen suponer que
ademds de reconocer selectivamente a un receptor estd molécula es capaz de
desencadenar una cascada de sefializacion.

Con base en los antecedentes expuestos anteriormente, nuestro interés
consiste en identificar los mecanismos por medio de los cuales la MTX estimula

la movilizacién de iones a través de la membrana plasmatica.

HIPOTESIS

La MTX se une a una entidad proteica de la membrana plasmdtica con gran
- afinidad. La unién estimula una cascada de segundos mensajeros que culminan
con la‘activacién de una corriente catiénica no selectiva Imrx responsable del

“aumento del Na+y Ca?* intracelulares.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizacién de las vias activadas por la maitotoxina en células de mamifero.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. -Caracterizacién de la corriente iénica inducida por la MTX.
-2. Estudiar la modulacién de la respuesta a la MTX por los cationes
‘intracelulares y extracelulares.

3. Caracterizar el papel de las cinasas de tirosina en la respuesta a la MTX.
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METODOLOGIA

CULTIVO CELULAR

Las células se mantuvieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM, SIGMA), suplementado con 10 % de suero fetal bovino (GIBCO), 100
U/ml de estreptomicina-penicilina y 0.3 mg/ml de L-glutamina. El cultivo se
mantuvo en una incubadora (NUAIRE) con una atmésfera controlada a 37 °C y 5
sy % de COs. Para disociar las células del plato de cultivo se incubaron en solucién
" de EDTA (en mM: KCl 5, NaCl 140, EDTA 0.5, HEPES 10; el pH se ajusté a 7.7

: con NaOH) por 30 segundos y luego se incubaron por 10 segundos con 0.5 ml de

 tripsina (SIGMA) al 0.25 %.

MEDICIONES DE [Ca2+]1 Y [Nat]i.

Para determmar' os mveles de [Ca?*]i y de [Nat]i se usaron indicadores

fluorescentes specxﬁcos’ para cada ion. Todas las determinaciones se hicieron

ehmmar la tripsina, y se resuspendieron a una densidad de 1.5-2x106
e-fomaron 1.5 ml de células en una celda del espectrofluorémetro.
:e‘jorida de excitacién para el indicador Fura-2AM, se alterné entre

m ‘cada 2 segundos y la emisién se colecté a 510 nm. Cada
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experimento fue calibrado individualmente. Para obtener la fluorescencia
maxima las células se lisaron con 0.1 % de Tritén X-100. Para obtener la
fluorescencia minima se llevé a cabo la medicién en presencia de 20 mM de
EGTA. Los valores obtenidos con este procedimiento se usaron para determinar
[Caz+]i de acuerdo con la ecuacién descrita por Grynkiewicz y cols., 1990.

En los experimentos de determinacién de [Na+]i se usé el indicador SBFI. El
método es el siguiente: se disociaron las células del plato de cultivo como ya se
menciondé. Las células se lavaron 2 veces con SF sin Na* (en la SF se reemplazé el
ion Na* con 120 mM de N-Metil-D-Glucamina), y se resuspendieron en 1.0 ml de
SF sin Na* con 10 uM de SBFI-AM vy écido plurénico al 1%; se incubaron por 1 hr
a 37 °C, y se centrifugaron por 10 min. a 1000 x g y se resuspendieron en 1 ml de
SF-s/Na* Finalmente se tomaron 0.2 ml de células més 1.3 ml de SF (4-5x10°) y se

: q‘ol‘ocaron en la celda del espectroﬂurémetro.‘La longitud onda de la excitacién

. para el indicador SBF1 fue de 358 nm, y la de emisién se registré6 a 500 nm. Para
o bb‘tener la florescencia minima se calibré en ausencia de Na+*, lisando las células
‘con Tritén X-100, y para obtener la fluorescencia maxima agregamos Na* al

lisad o hasta obtener la fluorescencia maxima.

MEDICIONES DE LA ACTIVIDAD DE LACTATO DESHIDROGENASA (EC
1.1.27).

Las células se sembraron en cajas de 12 pozos y se incubaron con diferentes
concentraciones de toxina por 10 minutos en SF. Al término de la incubacién, se
colecté el medio. La actividad de lactato deshidrogenasa se determiné de

ffgc.ue'rdb con el método de Vassault (1983). En resumen, se mezclaron 25 pl del

6 de incubacién con 1.25 ml de amortiguador A que contiene: Tris 81.3 mM,

o :_NaCI 203 3 mM y 244 uM NADH (pH 7.2). La reaccién se llevé a cabo por la

a c_lon' de 0.25 ml del amortiguador A, que contenia ademas 9.76 mM de

: f-y'p’_irdi\}éto de Nat+. La absorbencia se midi6 a 340 nm en un espectrofotémetro cada
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30 seg durante 5 minutos. La actividad de la enzima (nmolas NADH/ml/min) se
calculd a partir del cambio de la absorbencia.

CLONACION DE src ACTIVA E INACTIVA EN EL VECTOR DE EXPRESION
pcDNAS3.

El vector pUSE srcY529F (upstate Biotechnology) se corté con la endonucleasa
de restricciéon (ER) EcoRI; los extremos se rellenaron con dNTPs, utilizando la
subunidad grande de la DNA Polimerasa I (Klenow). Nuevamente el plasmido fue
cortado con la ER Not I. De esta forma se liber6 el fragmento que codifica para la
proteina src activa (1782 pb) del plasmido. El fragmento se cloné en el sitio muiltiple
de clonacién del plasmido pCDNAS3 en la orientacién BamHI-Notl. La preparacién
del pCDNAS3 se realizé de la siguiente manera: el plasmido se corté con la ER
BamHI; una vez lineal se procedio a rellenar los extremos. Nuevamente se corté con
la ER Not I y posteriormente defosforilamos el extremo 5 del plasmido con la
enzima CIP (fosfatasa alcalina de intestino de ternera). El plasmido y el inserto se
ligaron a 16 °C toda la noche en presencia de la enzima T4 ligasa. Con la mezcla de
ligacién se transformaron células de bacterias competentes (cepa DH5c). Se
analizaron 4 colonias transformantes con enzimas de restricciéon. Las clonas que
mostraron el patrén de restriccién correcto se secuenciaron con el oligonucleétido

universal T7.

TRANFECCION DE LAS CELULAS.

Las células se sembraron en cajas de Petri de 100 mm, a una confluencia de 50 %,
y se mantuvieron 12 hrs en ausencia de suero. Posteriormente se retiré el medio
de las cajas de Petri y se agregd la siguiente mezcla: 75 ul de lipofectina (GIBCO)
y 15 ug de DNA. Las células con la mezcla se incubaron por 24 horas, como se
menciond en la seccion de cultivo. Finalmente, 24 horas después de haber
retirado la lipofectina y el DNA se realizaron las mediciones del Ca2?+

intracelular.
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RESULTADOS

Los resultados mas relevantes de este trabajo de tesis se encuentran plasmados

las siguientes secciones:

PARTEL
Morales-Tlalpan, V and Vaca L. Modulation of the Maitotoxin response by

intracellular and extracellular cations.

Primer Autor.

Aceptado para su publicacién en la revista Toxicon.

PARTE I
Efecto de inhibidores de cinasas de tirosina y de la sobreexpresién proteina src en

la entrada de Ca?* inducida por Maitotoxina.

Datos no publicados.
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SECCION I
MORALES-TLALPAN, V. AND VACA, L. MODULATION OF THE
MAITOTOXIN RESPONSE BY INTRACELLULAR AND EXTRACELLULAR
CATIONS.
PRIMER AUTOR.

ACEPTADO PARA SU PUBLICACION EN LA REVISTA TOXICON.

'te traba o encontramos que la MTX activa una entrada de Ca2+ y de Na* en
_ ) q y

1"s CHO La respuesta a la MTX depende de la concentracién de toxina

,Ca2+ intracelular potencia la entrada de Ca?* inducida por la MTX.
se satura y alcanza su grado méaximo con concentraciones de Ca2*
é:éanas a los 200 nM. En ausencia de Ca?* extracelular, la elevacién
ntrzicelular es suficiente para reestablecer parcialmente la entrada del
duc'lda por la MTX.
La MTX no altera la permeabilidad de la membrana a macromoléculas; no

se encontro actividad de LDH en el sobrenadante de células tratadas hasta con 5
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nM de MTX. Esta concentracién de MTX es mds del doble de la concentraciéon

utilizada en los ensayos fisiolégicos.




“calcium and sodium influx in a concentration-dependent
. removal of the extracellular sodium did not prevent the MTX-induced calcium influx; (4) elevation in the intracellular calcium
concentration potentiates the MTX response; and (5) MTX, at the concentrations tested, did not compromise ccll viability.

* © 2001 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
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Modulation of the maitotoxin response
by intracellular and extracellular cations
V. Morales-Tlalpan, L. Vaca*
Dey de Biologia Celular, de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Amdnoma de Mexico, Mexico 04510, Mexico
Received 17 July 2001; accepted 18 September 2001
Abétrhict .

Thc aim of the present study was to characterize the role played by intracellular and extracellular calcium and sodium on the
maitotoxin (MTX) response in Chinese hamster ovary (CHO) cells. The results presented here indicated that: (1) MTX activates

+ (2) extracellul leil

is required for the sodium influx; (3)

- Keywords: Maitotoxin; Calcium influx; Sodium influx; Chinese hamster ovary cells

“ 1, Introduction

Ciguatern is an important form of human poisoning
caused by the consumption of seafood contaminated with
toxins from the dinoflagellate Gambierdiscus toxicus. The
disease is characterized by gastrointestinal, neurological and
cardiovascular disorders, and in cascs of severe intoxication
paralysis, coma and dcath, Symptoms may persist for
months or years, or recur periodically (Lehane and Lewis,
2000). Two types of toxins might be involved in Ciguatera
poisoning: maitotoxin and ciguatoxin (Yasumoto ¢t al.,
1976).

Maitotoxin (MTX) is a water-soluble polycther with a
molecular weight of 3422 Da (Gusovsky and Daly, 1990).
The complete structure of MTX has been elucidated
recently, showing a long Cyy, chain, 32 cther rings, 28
hydroxyl groups and two sulfate esters (Murata et al.,
1994). This toxin is relatively stable in alkaline but not
acidic conditions (Murata and Yasumoto, 2000).

MTX has attracted considerable attention over the last
few years for the following reasons. This toxin is the most
potent marine toxin known to date, with a lethal dose of
0.17 pg/kg in mice (Yasumoto ct al., 1979). MTX clicits

* Corresponding author. Tel: +525-622-5654; fax: -+525-622-
5611.
E-mail address: Ivaca@ifisiol.unam.mx (L. Vaca).

calcium influx in all the cells and tissues tested (Escobar
ct al., 1998). The clevation of intracellular calcium concen-
tration ([Ca®*)i) induced by MTX lead to sccondary cvents
including phosphoinositide breakdown (Gusovsky et al.,
1989), arachidonic acid release (Choi et al., 1989), muscle
contraction (Ohizumi and Yasumoto, 1983) and sccretion of
dopamine (Taglialatela et al, 1986) norepinephrine
(Takahashi ct al., 1983) and insulin (Soergel et al., 1990;
Leech and Habener, 1997). It is the largest non-biopolymer
known, Finally, MTX docs not appear to have ionophoretic
activity and might produce its cftects via a putative receptor
(Takahashi ct al., 1982). Recent studies provide cvidence
suggesting that MTX is acting via a plasmalemmal protein,
which is modified by extracellular trypsin (Gutierrez et al.,
1997) and intracellular trypsin digestion (Leech and
Habener, 1998). These results and the fact that MTX acti-
vates cationic channels with similar clectrophysiological
propertics in a wide range of tissues, supports the hypothesis
of a yet unidentified MTX receptor (Escobar ct al., 1998).
A great number of pharmacological, biochemical and
clectrophysiological studics position MTX as a channcl
activator (Gusovsky and Daly, 1990). Recent electrophysio-
logical studies have revealed that the channel activated by
MTX is voltage-independent (Escobar et ab., 1998). This
toxin activates a nonsclective cation current (Iysc) in
MDCK cells (Diett and Volkl, 1994), HL-60 cells
(Musgrave ct al., 1994), human skin fibroblast (Schilling

0041-0101/01/$ - see front matter © 2001 Elsevier Science Lid. All rights reserved.
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et al., 1999), insulinoma cell (Leech and Habener, 1997),
B-cells (Waorley et al,, 1994; Leech and Habener, 1998; Roe
ct al., 1998), Xenopus laevis oocytes (Biclfeld-Ackermann
ct al., 1998) and mousc L cclls (Estacion et al., 1996). In 8
cells Iyge is indistinguishable from the insulinotropic
hortnones GLP-1 and PACAP-activated current (Leech
and Habener, 1997).

MTX requires the presence of extracellular calcium to
exert its cffects, and in several studies some of the MTX
cffects were partially Na*-dependent (Sorrentino ct al.,
1997). For instance, in differentiated necurons, GABA
release induced by MTX was dependent on the presence
of external sodium (Pin et al., 1988). In hit cells the activa-
tion of the MTX-sensitive current is dependent on intracel-
lular calcium (Leech and Habener, 1997). The reasons for
the sodium and calciwm requirements in the MTX effects
remain largely unexplored.

2. Material and methods
2.1, Solutions and reagents

All ‘salts used arc analytical grade. Fura-2/AM and
lar probes (Eug

:OR). Trypsin 1:250 (from porcine pancreas, activity 1,300
“BAEE units/mg solid), N-[2-hidroxuethy!]-piperazine-N’-
- [2-cthanelsulfonic acid) (HEPES), N-mecthyl-D-glucamine

“(NMDG), Thapsigargin  (TG), Ethylene glycol-bis(8-

“aminoethyl ether)-N,N,N’,N’ -tetra acetic acid (EGTA),
.NADH, Sodium Piruvate, Albumin Bovine (BSA) and
other reagents were purchased from SIGMA (St Louis,
MO). Muaitotoxin was purchased from CALBIOCHEM
(La Jolla, CA), and was stored in aliquots in amber-colored
glass vials at —70°C as an aqueous stock solution (6 pM)
with 0.01% BSA.

Ringer solution contained (inM): 145 NaCl, 5 KCI._:2 .
MgCl;, 1.8 CaCl,, 10 HEPES, 1.0% BSA, pH 74 with
HCI. In experiments with low extracellular Na*, lhls t:'mon-

was replaced with NMDG.

2.2, Cell culture

CHO cells were maintained in DMEM (SIGMA)
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine
serum, 25 ng/ml amphotericin B, 100 pg /ml streptomycin,
100 units of penicillin and 2mM L-glutamine (GIBCO,

' Grans Island, NY). Cells were grown on 100 mm plastic
tissue culture dishes (COSTAR, Cambridge, MA, USA) at
37°C-in a humidified atmosphere (95:5 Q,/CO;). Only
confluent cells were used in this study.

2.3, Intracelllar calci

" .CHO cells were loaded with 5 pM  Fura-2AM
(acetoxymetyl ester) for | h. To improve loading, pluronic
acid (0.5%) was added to the loading medium. After this,

Toxicon - Model 4 - Ref style 2 - NXNGELSENATEHN oy AW

cells were rinsed twice and incubated for 10 min in Fura-
2AM-free solution. The cells were dispersed with trypsin
0.25%, and rinsed twice to eliminate the trypsin and placed
in the extracellular solution to a final concentration of
1.5-2.0 X 10 cells/ml. Cells were placed in the cuvette of
an Aminco-Bowman scries 2-luminescence spectrometer.
The excitation wavelength alternated between 340 and
380 nm every 2.0s and the emission was collected at
510 nm. Each experiment was individually calibrated to
obtain the maximal florescence by solubilizing the cells
with 0.1% Triton X-100, to release incorporated Fura-2AM.
Minimum fluorescence was obtained by quenching
Fura2-AM with 20 mM EGTA. The values obtained with
this procedure were used to calculate to [Ca®* ]i according to
the previously published methods (Grynkiewicz ct al.,
1985).

2.4, Intracellul lii s

The cells were loaded with 10 uM SBFI for 1 h. After this
incubation period, the cells were rinsed twice and incubated
for 30 min in SBFI-free solution. The cells were dispersed
as mentioned previously, The cxcitation wavelength was
358 nm and the emission was collected at 510 nm every
2 5. Each experiment was individually calibrated to obtain
the maximal florescence with 300 mM NaCl and the mini-
mal fluorescence was obtained with Triton X-100. The
values obtained with this procedure were used to calculate
to [Na*})i according to the method of Harootunian et al.
(1989) and Zhao et al. (1995).

2.5. Data fitting

Dose response curves were fitid to a Hill equation of the
form:

r= Viax * XA wlk An + x An)

where Vi = maximum calciunm/sodium value, n—hnll

number, & = half activation constant and x = time.
- Individual sodium and calcium traces were fitted to a
sigmoidal equation of the form:

¥ =al(l + exp(—(x ~— x)D))

where @ =maximum calcium/sodium value, b=time
constant, xg == y value at x = 0 and x = time.

2.6. Lactate dehydrogenase activity

CHO cells were tested for membrane damage after
10 min of incubation with several MTX concentrations in
the extracellular solution. The lactate-dehydrogenase activ-
ity (EC 1.1.27) was determined according to Vassault
(1983). Bricfly, 25 pl of incubation medium was mixed
with 125ml of a buffer containing 81.3 mM Tris,
203.3 mM NaCl, and 244 .M NADH (pH 7.2). The reaction
wis triggered by addition of 0.25mi of 81.3 mM Tris,
203.3 mM NaCl and 9.76 Sodium Piruvate. Absorbance at
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Fig. 1. MTX i thei 1lul Icium in a dose-depend Fig. 2. MTX i the i Ilular sodium in a dose-d il
+ (0) Repr ive ples of the time course of ct . (a) Rep ive ples of the time course of changes
in [Ca®*)iind i by several of MTX (shown in pM in [Na*]i ind i by several i of MTX (shown in pM
at the right of figure). MTX was added at the point indicated by the at the right of figure). MTX was added at the point indicated by the
vertical arrow. (b) Ci i P curve obtained from four vertical arrow. (b) C i I curve obtained from four

experiments similar to the one illustrated in (a). The values show the
mean * standard deviation measured 400 s after addition of MTX
[indicated by the vertical arrow in (a)]. The solid line shows the fit to
a Hill model with half activation constant of 713 pM of MTX.

340 nm was measured in a spectrophotometer every 30 s for
5 min.- Enzyme activity (nmoles NADH/ml/min) was
_ calculated from the change in absorbance.

3.1. MTX increases intracellular calcium and sodii

centrations in a dose-dependent manner

:MTX' increased intraccllular calcium in Fura-2AM-
loaded CHO cells in a concentration-dependent manner.
The rise in calcium consisted of two phases: a rapid incre-
-ment, which occurred immediately after the addition of the
toxin, followed by a plateau phase where calcium remained
_elevated for the duration of the experiment. The slope of the

* first phase increased with higher toxin concentrations reach-
ing saturation around 800 pM [Fig. 1(a)]. Fitting the data to
a sigmoidal function (Section 2) produced time constant of

Toxicon - Mode! 4 - Ret style 2 - EAIKENXEFINGENER Aw

experiments similar to (a). The values show the mean % standard
deviation measured 400 5 after addition of MTX [indicated by the
vertical arrow in (a)). The solid line shows the fit to a Hill model
with half activation constant of 1.29 nM.

160 % 80 s with 1 nhM MTX (n = 6, data not shown). Toxin
concentrations below 0.1 nM did not cause any appreciable
change in intracellular calcium. The increments in calcium
reached saturation at 800 pM MTX. Higher toxin concen-
trations did not produce any further increment of the intra-
cellular calcium concentration {Fig. 1(a)).

The dosc-response curve was well fitted by a Hill
equation (Section 2) producing a maximum calcium
clevation = 491 * 39.4 nM, and half activation constant
(Ks0) = 713 pM [Fig. ().

MTX increased the intracellular sodium concentration
(INa*}) of SBFI-AM-loaded CHO cells. This effect was
also concentration dependent, and reached saturation with
1 nM MTX [Fig. 2(1)). The clevation in [Na* }i showed the
same two phases previously described for the increments in
intraccllular calcium. The slope of the rapid change in [Na' }i
increased also with higher toxin concentrations. Fitting the
sodium rise to a sigmoidal function produced time constants
of 174 = 65 s with 1 nM MTX (1 = 6, data not shown).
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() chrcscmnmc experiment illustrating the effect of rcmovmg the

extracellular Na* on the MTX-induced Ca?* influx. The control
btained with 145 mM extracellular Na*. In the (| [Na*}e) experi-

Control cells are in 1.8 mM CaCl, in the extracellul ion, The
(1 [Cu**]e) cells were maintained in 5 mM EGTA (cero calcium
udded) for the duration of the experiment. (b) Pooled data illustrat-

mint Na* was replaced by 145 mM NMDG. (b) Pooled data illus-
trating the effect of removing extracellular Na* in 8 independent
experiments. The data shows the mean = standard deviation

2* in four indey
experiments. The data shows the mean * standard deviation sodium
values (in mM) measured 400 s after the addition of MTX. The
values show 30.6 = 1.5 and 9.93 = | mM Na* in the presence
and absence of extracellular Ca®*, respectively.

ing the effect of removing exiracellular Ca 1

The dose-response curve was fitted to a Hill equation
resulting in a maximum [Na*)i increment of 27.48 mM
and a K¢ = 1.2 nM MTX [Fig. 2(b)).

These results indicate that MTX activates calcium and
sodium influx in a dose-dependent manner. The risc in
calcium and sodium has similar time constants and both
events saturate with around ! nM MTX.

3.2. Modulati Hular cations of the Maitotoxin

response.

by extr

There is some evidence in the literature indicating that
extracellular calcium and/or sodium are required for the
activation of the MTX response. To investigate the
. dependence of the MTX response on the presence of extra-
cellular caleium and sodium, we performed experiments in

* which calcium or sodium was omitted from the extracellular

Toxicon - Model 4 - Ref style 2 - INIIRYXENNENES JERTIGZEL

1 400 s aflter the addition of MTX. The values for low
Na* = 337 %27 and 213 = 20 mM Ca®* for control.

solution. Fig. 3(a) illustrates the effect of | nM MTX on
CHO cells loaded with SBFI.

With physiological extracellular calcium, MTX induced
a typical sodium influx [Fig. 3(a), upper trace], however
when calcium was omitted from the external medium
(with EGTA) the MTX-induced sodium influx was abol-
ished [Fig. 3(a), lower trace]. This result suggests that
external calcium is indispensable for MTX-induced
sodium influx. We explored next the role of extracellular
sodium on the activation of the MTX-induced calcium
influx. When all sodium was replaced by NMDG in the
extracellular solution, MTX induced calcium influx in
Fura-2-loaded cells, however, the time course of calcium
influx was faster and the platcau phase was reached earlier
than control [in the presence of sodium, Fig. 4(a)}. The
sustained calcium clevation in the absence of extracellular
sodium was higher than control, as illustrated in Fig. 4(b).
With 500 pM MTX, the intraccllular calcium concentra-
tion was 337 = 27 nM (n=4) in the absence of sodium
and 213 = 20nM (n=8) with sodium present in the
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1 with several rations of Thapsigargin
(TG) to elcv:\lc the extracellular caleium. The first arrow indicates
addition of TG; the second srrow indicates the addition of MTX.
The symbols to the right indicate the control in the absence of TG(-)
and the TG concentration tested of 20 pM (+), 2 nM (++) and 200
aM (+++). (b) The basal Ca** concentration (before addition of
MTX) is plotied against the delta change in Ca®* after addition of
MTX for each TG concentration. The plot illustrates the potentia-
tion by intracellular Ca?*, The solid line shows the fit to a Hill
equation with half activation constant of 125 nM intracellular
Ca?* and a Hill number = 13

extraccllular solution. Fitting both experiments to a
sigmoidal function produced time constants of 160 and
500 s with NMDG and sodium, respectively. This result
indicates that in the absence of sodium, the influx of
calcium is faster and reaches the plateau phase earlier
than with sodium present. This observation suggests that
sodium and calcium are cntering the cell via the same
conducting pathway.

These results indicate that external calcium, but not
sodium, is required for the action of MTX. The presence
of extracellular sodium is not required for the activation of
calcium inflax by MTX; however, the MTX-induced
sodium influx is completcly dependent on the pr of
extracellular calcium.
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3.3, Itracellular calcium potentiates MTX-induced calcium
infliex

To determinate if [Ca®'}i influence the MTX response,
an additional scries of experiments was undertaken.
Tapsigargin (TG), an agent that selectively blocks Ca?*
uptake by the endoplasmic reticulum Ca?* ATPase and
therefore leads to slow release of Ca** from internal stores,
was used to induce a controlied clevation of [Ca?*]i. When
TG increased the intracellular basal calcium concentration,
the MTX-induced calcium influx was significantly
enhanced. The change in calcium induced by MTX was
larger and faster with higher intraceltular calcium concen-
trations [Fig. S(a)]. This effect saturates at intraceliular
calcium concentrations of 200 nM. The correlation between
the previous basal calcium induced by T'G with the change
in calcium induced by a fix concentration of MTX (20 pM)
was fitted by a Hill equation providing a half activation
constant of 125 nM [Fig. 5(b)).

To evaluate if the effect of TG on the MTX-induced
calcium influx was the result of a reduced rate of calcium
removal from the cytosol (due to the blockade of the
microsomal calcium ATPase), a scries of experiments
were performed utilizing the ionophore ionomycin to induce
a controlled elevation of intracellular calcium prior to MTX
stimulation. The potentiation ¢ffect observed with TG was
maintained in the experiments using 200 nM jonomycin
(data not shown).

These results indicate that the clevation in intracellular
calcium potentiates the influx of calcium induced by MTX.
This effect is saturable, since calcium increments beyond
200 nM did not result in further potentiation.

We explored next if MTX could activate sodium influx in
the absence of extracellular calcium in cells with elevated
[Ca?*]i by the addition of 200 nM ionomycin. As previously
shown (Fig. 3) with basal [Ca®*}i, MTX failed to induce
sodium influx when the extracellular calcium was buffered
by the addition of EGTA. Surprisingly cnough, in experi-
ments where [Ca®* )i was clevated by the addition of 200 nM
ionomycin, MTX induced sodium influx in the absence of
extracellular calcium. The increment in [Na*)i in ionomy-
cin-treated cells was 36.7 * 9% of the increment induced by
MTX with basal [Ca®*)i and 2 mM extracellular calcium
(data not shown).

This result indicates that in the absence of extracellular
calcium, the clevation of [Ca®*)i is sufficient to partially
restore MTX effects.

3.4. MTX does not qffect cell viability

To investigate the possibility that MTX may alter
membrane permeability, the activity of the cytoplasmic
marker lactate dehydrogenase (LDH) was determined in
the supernatant of MTX-treated cells. The release of LDH
was measured in absence (control) and presence of several
MTX concentrations (Fig. 6).
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‘Fi;g. 6. MTX does not alter membrane permeability. A representative experiment (n = 4) of the activity of LDH measured in the supernatant of
CHO cells incubated for 10 min at the toxin concentrations indicated in the figure. Basal indicates the LDH activity in cells incubated for
10 min in MTX-free medium. To measure the maximum LDH activity, the cells were disrupted with Triton X-100; this value was considered

581

100% of LDH activity. .

No measurable LDH activity was detected in the
supernatant of MTX-treated cells with toxin concentrations
up to 5 nM, which is more than double’the maximum
concentration tested in the calcium and sodium influx
experiments. This result suggests that MTX does not alter
membrane permeability.

The half activation constant obtained for the calcium
influx experiments (713 pM) was close to that for the
sodium influx experiments (1.2 nM) and the time courses
of both influxes followed a sigmoidal function with similar
time constants (160 and 174 s for calcium and sodium,
respectively). The influx of sodium was completely depen-

dent on the presence of free extracellular and intracellular 641

calcium. The influx of calcium did not depend on the 642

4. Discussion presence of extracellular sodium; however, the absence of 643
sodium in the extracellular solution lerated the calcium 644

4.1. MTX activates sodium and calcium influx influx. This result indicates that in the absence of sodium 645
more calcium enters the cell. These results strongly suggest 646

Due to the fact that MTX activates calcium influx in all that the influx of calcium and sodium are occurring via the 647
cells and tissues tested. it was originally proposed that this same conducting pathway, most likely a NSCC similar to 648
toxin might be an ionophore (Gusovsky and Daly, 1990). those previously reported to be activated by this toxin 649
Several lines of evidence, later on, provided important infor- (reviewed in Escobar ct al., 1998). 650
mation conflicting with this original idea. It has been shown 651
that MTX induced *Ca** influx in synaptosomes (Ueda et 4.2, Calcium modulates the MTX response 652
al., 1986) but not in liposomes (Takahashi et al., 1983). 653
MTX did not activate channels in cell patches in the The finding that free extracellular and intracellular 654
insidc-out configuration; however, activation of cationic calcium is required for the MTX response is striking. 655
channels can be achieved in patches in the outside-out Previous reports in the literature have shown that extracel- 656
configuration (Dietl and Volkl, 1994). These results indicate lular calcium is necessary for the MTX effects in a wide 657
that MTX can activate NSCC only when applied to the variety of cells (Gusovsky and Daly, 1990; Weber et al,, 658
outside of the membrane. Furthermore, MTX induced only 2000; Escobar ct al, 1998; Sorrentino et al, 1997), 659
one or two single channels over a wide range of toxin however, this is the first report illustrating the potentiation 660
concentrations (Nishio et al., 1996). More recently we of the MTX response by increments in intracellular calcium. 661
have shown that incubating the cells with trypsin eliminated The gross sterco structure of MTX resembles that of 662
the MTX calcium influx (Gutierrez et al., 1997). In the gangliosides (Konoki ct al., 1999), in fact the gangloside 663
present study we have shown that MTX induces a dose- GM1 inhibits some of the MTX ecffects (Konoki et al., 664
dependent, saturable influx of calcium and sodium. Also 1999). Ganglosides are known to aggregate in membranes, 665
important is the fact that MTX, at the concentrations tested, forming stable clusters (Thompson and Tillack, 1985). 666
did not induce LDH leakage, indicating that membrane Since MTX possesses hydrophobic and hydrophilic regions 667
disruption is not responsible for the increments in sodium (Konoki ct al., 1999), it is feasible that MTX may frecly 668
and calcium permeability in the cell. All these results associate with lipids in the plasma membrane. The incor- 669
strongly suggest that MTX is inducing its effects by inter- poration of MTX into the plasma membrane may be regu- 670
acting with a target at the plasma membrane. The nature of lated by the presence of extracellular calcium and, therefore, 671
672

the putative MTX receptor rentains to be established.
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when there is no free calcium present, the MTX effects are
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not observed. Onc can speculate that the association of MTX
with its putative receptor at the plasma membrane might be
calcium-dependent.

The potentiation of the MTX effect by increments in the
intracellular calcium concentration may be produced by «
different mechanism. There is abundant experimental
evidence indicating that MTX activates nonselective catio-
nic channels (NSCC) (reviewed in Escobar et al.,, 1998).
Based on our experimental findings and previously
published results we speculate that the MTX-activated
NSCC might be modulated also by intracellular calcium.
In fact, in experiments where [Ca?*)i was clevated by jono-
mycin, MTX induced a small sodium influx in the absence
of extracellular calcium, This result indicates that the eleva-
tion of [Ca®*}i is sufficient for MTX to induce a partial
response. Thus it appears as if increasing [Ca®*]i may result
in potentiation of channel activity even in the absence of
extracellular calcium,

Alternatively, more complex mechanisms can be
envisioned to explain the cffects of [Ca?*]i on the MTX
response, for instance, calcium-calmodulin interactions or
calcium-dependent phosphorylation processes involved in
the activation of the NSCC by MTX. Ongoing experiments
may help to elucidate this point.
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SECCION II
EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE CINASAS DE TIROSINA Y DE LA

SOBREEXPRESION PROTEINA SRC EN LA ENTRADA DE Ca?+ INDUCIDA
POR MAITOTOXINA.

Datos no publicados. Articulo en preparacién como primer autor.

Con base en articulos publicados por diferentes grupos de trabajo, en los cuales
describen a la genisteina como una sustancia capaz de disminuir la entrada de
Ca?* inducida por la toxina, nosotros nos propusimos estudiar el efecto de este y
otros inhibidores de cinasas de tirosina, con el fin de caracterizar con mas detalle
la posible participacién de una cinasa de tirosina en la respuesta a la MTX.

La genisteina y la tirfostina (inhibidores de cinasas de tirosina con
estructuras diferentes), disminuyen la entrada del Ca?* y Na+* inducida por la
MTX. Por otra parte, la daidzeina, el andlogo inactivo de la genisteina, no afecta
la respuesta a la toxina.

Los datos anteriores sugieren fuertemente que hay una cinasa de tirosina
involucrada en la activacién de la entrada del Na+* y Ca?+ inducidas por la MTX.
Mas atin, la expresién de una forma constitutivamente activa de src (proteina
cinasa de tirosina) potencia la entrada de Ca2* inducida por la MTX. Estos datos
sugieren fuertemente que la respuesta a la MTX es modulada por una cascada de
sefializaciéon, que incluye uno o varios pasos de fosforilacién en los cuales esta

involucrada una o maés cinasas de tirosina pertenecientes a la familia src.
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EFECTO DE INHIBIDORES DE CINASAS DE TIROSINA EN LA ENTRADA DE
Ca2+ INDUCIDA POR MTX.

CINASAS CON ESPECIFICIDAD EN RESIDUOS DE TIROSINA.

La fosforilacién esta implicada en la regulacién de una extensa variedad de
respuestas biolégicas, que incluyen proliferacién celular, migracion,
diferenciacién y supervivencia de las células (Tomas y cols. 1997). La actividad
de las proteinas cinasas de tirosina (PTK) es esencial para la transmisién de
algunas de estas sefales.

Las cinasas de tirosina se han clasificado en dos grandes grupos: El primer
grupo incluye a los receptores con actividad de cinasa de tirosina (RTK) y el

segundo grupo incluye a cinasas de tirosina del tipo no receptor (nRTK).

, Los RTK catalizan la transferencia del fosfato y del ATP al grupo hidroxilo
siduos de tirosina de algunas proteinas. Todos los RTK contienen una
) dominio de unién a ligando extracelular, que usualmente esta
'c_l:lo. La regién extracelular esta conectada a una regién citoplasmica por
cel't,iﬁansmembranal. La porcién citopldsmica contiene una parte central
con el dami;iio de cinasa y secuencias regulatorias que estan sujetas a
auto_qufo:jlacién y a fosforilacién por proteinas cinasas heterélogas.

Los ‘RTK se encuentran normalmente como mondémeros, y para activarse

» Arequleren 1a unién de un ligando en la regién extracelular. La unién del ligando
al receptor induce que dos receptores se dimerizen, esta unién promueve la
' autofosfonlacxon de los dominios citopldsmicos. Es decir, parte de un ligando se
unek yaw un receptor y la otra parte se une al otro receptor, esta unién es
estabiliéada por las interacciones entre los receptores (Schlessinger 2000). Sin
e'r'nbAar:g;S, las estrategias moleculares para inducir que los receptores se

... dimerizen son diferentes para cada complejo.
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Los RTK son moléculas muy importantes, porque reclutan y activan a una
gran variedad de proteinas que estdn involucradas en vias de sefializacion.
Muchos de los sitios probables de fosforilacién estdn localizados en regiones no
cataliticas de la molécula receptora. Estos sitios funcionan como sitios de unién a
dominios SH2 (homéloga a src) o a los dominios PTB (sitios de unién a
fosfotirosinas, phosphotyrosine binding) Por lo que los RTK, ademas de
funcionar como receptores también funcionan como una plataforma de
reconocimiento y reclutamiento de proteinas especificas.

Las proteinas que contienen dominios SH2 y PTB son proteinas
moduladoras por naturaleza. Muchas de estas proteinas, tienen actividad
enzimadtica intrinseca y los mdédulos proteicos pueden interaccionar con
proteinas, fosfolipidos o con acidos nucleicos. Sin embargo, no son los tinicos
médulos proteicos, existen otros dominios proteicos que estidn involucrados en
los procesos de sefializacion

Los dominios SH2 son regiones altamente conservadas de
aproximadamente 100 aminodcidos, que reconocen fosfotirosinas. Estos
dominios se unen frecuentemente a dominios cataliticos. Muchas proteinas
poseen un solo dominio SH2, mientras que otras poseen mas de uno. Los -
dominios PTB también reconocen a fosfotirosinas, sin embargo algunos dominios
PTB se unen a secuencias no fosforiladas, mientras que otros se unen a ambos
tipos de secuencias. Los dominjos SH3, son médulos de 60-85 aa que participan
en la interaccidn proteina-proteina, y se unen especificamente a regiones ricas en
prolina. Frecuentemente se encuentran cercanas a los dominios SH2 de la misma
proteina. Otro tipo de dominios involucrados en la sefializacion son los dominios
homélogos a Plekstrina (PH), denominados asi por su homologia con la proteina
plaquetaria plekstrina. Se encuentra en una gran variedad de proteinas
involucradas en la transducciéon de sefiales y en proteinas del citoesqueleto
formados por dominios de 100 aa. Generalmente, estos dominios muestran una

baja homologia entre ellos, sin embargo lo que los hace parecido es entre si es el
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arreglo tridimensional que presentan. Los dominios PH se unen especificamente
a PIP; (fosfatidilinositol bis-fosfato) (Schlessinger 2000).

Los receptores con actividad de cinasas de tirosina incluyen a los
receptores membranales para un grupo de factores solubles de crecimiento y
para hormonas, tales como: el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento de
parecido a la insulina (Thomas y cols 1997).

Al segundo pertenecen todas las cinasas del tipo no receptor (nRTK), es
decir las cinasas citosélicas. Cada variante estructural presuntamente acttia en
algtin proceso celular y/o en alguna una via metabélica especifica. En casi todos
los casos el papel de estas cinanas es desconocido, sin embargo presentan
dominios proteicos como SH2, SH3 y PH. De este tipo de proteinas se han
descrito 9 familias, de las cuales la mejor caracterizada es la familia src.

Src es"una‘"‘plroteina cinasa de tirosinas, del tipo no receptor, y esta
involucrada en»'ryﬁﬁblﬁt‘iplés‘k vias de sefalizacién, las cuales incluyen adhesién

celular, asociaciéncon integrinas, y asociacién con factores de crecimiento

previamente activ sfqor’ sus respectivos agonistas (Thomas 1997; Zang y cols.,

1996). La vacf_i\)idg ,zivmética de esta proteina, es regulada negativamente por la

P

fosforilacién e Cftéﬁminal en el residuo de tirosina (aminoacido 529). La

fosforilaciéh'd iduo, crea un sitio de unién con el motivo SH2, como

resultado de: i6n'se da un cambio conformacional lo cual restringe el

acceso al domini inasa por sus substratos. La sustitucién de la tirosina que

se encuentra er posicién por fenilalanina, abate la interaccién y el resultado

es una forma itutivamente activa de esta cinasa. Por otra parte, la

sustitucién de la.arginina (residuo 297) por lisina en la regién de unién a ATP en

el sitio de ‘de tirosina, abate la actividad de fosfotransferasa de la enzima,
lo cual res en una proteina constitutivamente inactiva, capaz de bloquear a

los faf;t_dffigsfque crecimiento ya estimulados (Thomas 1997).
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INHIBIDORES CON ESPECIFICIDAD EN RESIDUOS DE TIROSINA .

La funcién biolégica de las cinasas se ha explorado con la ayuda de
inhibidores especificos. Estas herramientas farmacolégicas han permitido
argumentar la participacién de las cinasas en procesos biolégicos tales como la
proliferacién celular (Akiyama 1991). En particular para las cinasas con
especificidad hacia los residuos de tirosina, se ha demostrado la utilidad de

inhibidores tales como la genisteina y la tirfostina (ver figura 4).

B o
A genisteina daidzeina
Peso Molecular 270.2 Peso Molecular M 254.2
Férmula Molecular C;H,, O; Férmula Molecular C sH,g O,

(o]

OH
oH O OH ‘
() ]

HO o
HO o

C tirfostina
Peso Molecular 268.2
Formula Molecular C,;H;N,O,

HO CN
X N

OH

Figura 4. Estructura quimica de la genisteina, dadzeina y tirfostina.A: La genisteina (4°,5,7,-
trihidroxiisoflavona) es un compuesto que se encuentra en altas concentraciones en la soya, La Ki
de este inhibidor es del orden uM; ademas de actuar como inhibidor de PTK también actiia como
inhibidor competitivo del ATP; sin embargo, el ATP y la genisteina son estructuralmente
diferentes, por lo que es posible que este compuesto reconozca diferentes regiones (Akiyama,
1991). B: Estructura quimica del andlogo inactivo de la genisteina; nétese que la variacién en la
estructura es de tan sélo un grupo OH C: Las tirfostinas son potentes inhibidores de la
autofosforilacién de PTK; estas sustancias se sintetizan quimicamente. Las células en cultivo
pueden ser pretratadas con este compuesto, que penetra aproximadamente en 20 minutos. La
vida media de estas sustancias es de aproximadamente 16-24 hrs. Estas sustancias poseen una
especificidad muy restringida (Levitzky y cols., 1991)
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Con el fin de determinar el papel de cinasas de tirosina en la activacién de
la entrada del Ca?* y Na* inducida por la MTX, en el presente estudio utilizamos
estos dos poderosos inhibidores.

Para ver el efecto de estos inhibidores se realizaron curvas dosis-respuesta
a'la MTX en ausencia ( figuras 5a y 5c) y presencia de genisteina (figura 5b) y de
tirofostina (figura 5d). Las células fueron pretratadas durante 20 y 30 min con
genisteina y tirfostina respectivamente. Como se puede observar, ambos
inhibidores (estructuralmente diferentes) redujeron significativamente la entrada
de Ca?+ inducida por la MTX, lo cual sugiere fuertemente que hay una cinasa de
tirosina involucrada en la respuesta a la MTX.

Con el fin de confirmar que el efecto observado se debia al bloqueo de una

cinasa y no al bloqueo de la via de conduccién de Ca?* activada por la MTX,

nidos demuestran que el anilogo inactivo fue

' ,.inCap:a:z_dve fectar la qp;rédd‘ de Ca?* y Nat estimulada por MTX.
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D tirfostina
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Figura 5: Efecto de los inhibidores de las cinasas de tirosina en la entrada de Ca?+ inducida por la
MTX. Las concentraciones de MTX utilizadas estdn a la derecha de las figuras y el tiempo de
~aplicacién estd indicado por la flecha vertical. Gréficas Ay C: Experimentos representativos que
. ilustran la respuesta tipica a la MTX. Graficas B y D en este caso las células fueron previamente
incubadas con genisteina (100 uM; 20 min) y tirfostina (5 pM; 30 min).

Nota: Los experimentos controles y con los diferentes tratamientos se realizaron con el mismo
Iote de células.
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[MTX] pM

-

-

200 400 600 800 1000

[MTX] pM

control

kso 580.5 nM
genisteina

ko 653.6 nM
control
Ksp 344.7 nM
tirfostina
Kso 748.85 nM

Figura 6. Gréficas comparativas de los datos normalizados entre los controles y los diferentes
tratamientos (genisteina y tirfostina)., Las lineas continuas representan el ajuste a la ecuacion de

Hill.
A: genisteina
B: tirfostina.



TESIS CON 47
; - : FALLA DE ORIGEN
: Resultados smulares se obtuv1eron midiendo la entrada de Na+ inducida por la

te el ﬁso del mdlcador SBFI en las células pretratadas con genisteina

(flgura 7A) Como se puede observar en la figura (7B) el efecto inhibitorio de la

: gemstema depende de la concentracién.
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Figura 7. La genisteina inhibe la entrada de Na* activada por MTX. Las células se cargaron con el
indicador fluorescente SBFI.
A: Ejemplo representativo del curso temporal de la entrada de Na* inducida con 500 pM de MTX,
en células control, sin genisteina (trazo superior) y con diferentes concentraciones de genisteina
(10 y 100 uM). El tiempo de adicién de la toxina esta sefialado con la flecha vertical y la
concentracién de genisteina se muestra a la derecha de la grafica.

B: Normalizacion de los datos de 6 experimentos independientes. Se grafico el porcentaje del
cambio con respecto al control. Los valores utilizados para construir esta gréfica se obtuvieron en

el tiempo indicado por el asterisco en el panel A.
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EL PAPEL DE LA src EN LA RESPUESTA A LA MAITOTOXINA.

Considerando que los inhibidores de cinasas de tirosina reducen
significativamente la entrada de Ca2* y Na* estimulada por la MTX, decidimos
explorar el efecto de la sobreexpresion de la cinasa src constitutivamente activa
sobre la respuesta a la MTX. El efecto esperado de la sobreexpresién de esta
proteina . seria que al estar activada, src podria interaccionar con algin
componente o componentes de la cascada de sefializacién activada por la MTX.

"Para esto transfectamos células CHO (materiales y métodos) en cultivo
con el plasmido conteniendo la isoforma constitutivamente activa de la cinasa
sre. Lyas céths“transfectadas se cargaron con el indicador Fura-2AM, y se midié
la entrad': de Ca2+ en respuesta a 100 pM MTX ( ver flgura 8).

La entrada de Ca2+ inducida por Ia MTX en las celulas transfectadas con la

src: con txtutlvamente acu ada fue mayor en_ ¢ p” acién con las células sin
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Figura 8. La cinasa SRC produce un aumento significativo de la respuesta a la MTX. En el panel A
se'muestra un ejemplo representativo de la entrada de calcio en respuesta a la MTX. El trazo
inferior es el experimento control, y el trazo superior se realizé con células transfectadas con la
cinasa src constitutivamente activa. El momento de adicién de la toxina estd sehalado con la
flecha vertical. En la gréfica B se muestra la normalizacién de los datos. Se grafico el porcentaje
de los cambios con respecto al control (n=4). Los valores se obtuvieron en el tiempo indicado por
el asterisco. :
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ARTICULOS ANEXOS

: MARTINEZ—FRANCOIS J. R, MORALES-TLALPAN, V. AND VACA L. (2002).
'CHARACTERIZATION OF THE MAITOTOXIN-ACTIVATED CATIONIC
" CURRENT FROM HUMAN SKIN.

' CO-AUTOR.
PUBLICADO EN LA REVISTA JOURNAL OF PHYSIOLOGY.

El presente trabajo estudia la activacién de una corriente cationica no selectiva
por la MTX. Esta corriente es producida por la entrada de Ca?* y Na* a la célula
en respuesta a MTX. -El curso temporal de la activacién de la corriente concuerda
con el aumento de la concentracién de Ca?* y Na* intracelulares inducidos por la
MTX, lo cml s‘ugi‘ere fuertemente que ambos iones permean por la misma via. En
‘ .los flbloblastos, el C'12+ también juega un papel preponderante en la modulacién

2 1ones activada por la MTX. La remocién de Ca?* de la solucién

“1ntraceluhr celular resulta en la inhibicién del efecto de MTX. Este catién

“divalente no ‘puede ser reemplazado por otros cationes como Ba2+, Mn2+ o Mg2+.
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Characterization of the maitotoxin-activated cationic current

from human skin fibroblasts

Juan Ramén Martinez-Frangois, Verénica Morales-Tlalpan and Luis Vaca
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The maitotoxin (MTX)-induced cationic current (I,,) from human skin fibroblasts was
characterized using the patch-clamp technique in whole-cell configuration. Under resting
conditions (absence of MTX), the main current observed is produced by an outwardly rectifying K*
channel whichis inhibited by 1 mm TEA, The current reversal potential was—86 mV (n = 12). MTX
(500 pwm) activated a current with a linear current—voltage relationship and a reversal potential of
=10 mV (n = 10). Replacing the extracellular Na' and K* with N-methyl-p-glucamine (NMDG)
caused a shift of the reversal potential to a value below — 100 mV, indicating that Na' and K*, but not
NMDG, carry I,,,. Further ion selectivity experiments showed that Ca*' carries I also. The
resulting permeability sequence obtained with the Goldman—Hodgkin—Katz equation yielded
Na' (1) = K* (1) > Ca®* (0.87). The I, activation time course reflected the changes in intracellular
Ca? and Na' measured with the fluorescent indicators fura-2 and SBFI, respectively, suggesting
that the activation of I, brings about an increment in intracellular Ca®>* and Na'. Reducing the
extracellular Ca?* concentration below 1.8 mn prevented the activation of I, and the increment in
intracellular Na* induced by MTX. Mn?' and Mg?* could not replace Ca?*, but Ba?* could replace
Ca?'. MTX activation of current in 10 mm Ba®* was approximately 50 % of that induced in the
presence of 1.8 mm Ca?*. When 5 mm of the Ca?’ chelator BAPTA was included in the patch pipette,
MTX cither failed to activate the current or induced a small current (less than 15 % of the control),
indicating that intracellular Ca®* is also required for the activation of I,,,. Intracellular Ba?* can
replace Ca?* asan activator of I,,,. However, in the presence of 10 mm Ba?* the activation by MTX of

the current was 50 % less than theactivation with nM concentrations of free intracellular Ca®*.

(Resubmitted 20 July 2001; accepted after revision 14 September 2001)
Corresponding author L. Vaca: Department of Cell Biology, Institute of Cellular Physiology, UNAM, México, D.F. 04510.
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Maitotoxin (MTX), a water-soluble polyether obtained
from the marine dinoflagellate Gambierdiscus toxicus, is a
potent activator of Ca?* influx in a wide variety of cells
(Gusovsky & Daly, 1990). This toxin may be one of the
molecules involved in the seafood poisoning known as
ciguatera (Yasumoto etal. 1976).

Ciguatera is a severe health problem in many countries
where seafood is an important part of the diet. There are
more than 20 000 cases of this disease each year worldwide.
However, it is believed that many more cases are not
properly diagnosed or reported (Yasumoto & Satake,
1996). Elucidating the cellular and molecular mechanisms
underlying MTX action may help to prevent or treat
ciguatera poisoning.

MTX is a powerful tool for studying changes in Ca®*
homeostasis. The fact that MTX does not appear to have
ionophoretic activity (Takahashi ef al. 1983), and that this
toxin can activate Ca®* influx in practically all cells tested
from a wide variety of organisms, suggests the presence of a
highlyconserved MTX receptor (Escobar et al. 1998).

Another feature of this toxin is its potency. MTX effects are
observed with toxin concentritions ranging from picomolar
to nanomolar. Recently, we reported that human skin fibro-
blasts are very sensitive to MTX. The influx of Ca** showed
a half-activation constant of 450 fm (Gutierrez etal. 1997).

Although the mechanism by which MTX activates the influx
of Ca®* remains unsolved, it appears to involve the activation
ofa current (/,,,,) through Ca®*-permeable cationic channels,
as indicated by patch-clamp experiments performed on
different cells and tissues (reviewed in Escobar et al. 1998). It
is not yet clear whether the activation of this channel is direct,
or mediated by a second messenger cascade.

The interactions between MTX and its putative receptor
appear to be complex, since in some cells the presence of
extracellular Ca** and/or Na* is required for the activation
of I (Escobar et al 1998). However, no detailed
characterization of the cation requirements for the MTX
effect has been reported to date.

In this study we have characterized I, from human skin
fibroblasts utilizing the whole-cell configuration of the
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measure changes in the intracellular Ca®* and ‘Na*
concentrations in response to MTX. The results obtained

indicate that MTX activates a cationic current with alinear -,

current-voltage relationship. The time course of activation
of I is correlated with the changes in intracellular Ca?*
and Na* as monitored with fluorescent indicators.

We have also characterized the ionic requirements for the
MTX effect. We have found that in human skin fibroblasts
extracellular Ca?*, but not Na*, is required for the
activation of I,,,. Ca®* is required only during the initial
application of MTX; removal of this cation after the onset
of theresponse did not eliminate J,,,.

Other divalent cations such as Mg?* or Mn?* cannot
replace extracellular Ca?*, whereas Ba?* can partially
compensate for the absence of free extracellular Ca*.. In
10 mMm Ba?*, MTX activates 50 % of the current obtained
with 1.8 mm Ca?.

Intracellular Ca®* is also required for MTX action. When
5 mM BAPTA was included in the patch pipette, MTX failed
to activate [, indicating that nanomolar concentrations
of frecintracellular Ca?* are also required for the activation
of I As in the case of extracellular divalent cations,
intracellular Mg?* or Mn?* cannot replace Ca?*. Only Ba®*
at high concentrations can partially compensate for the
absence of Ca®*.

The results presented here, in combination with those
found in the literature, indicate that MTX is a powerful
and complex Ca**-mobilizing agent.

METHODS

Solutionsand reagents

All salts used are analytical grade (Sigma Chemical Co,, St Louis,
MO, USA). Ethyleneglycol-bis-(f-aminoethylether)N,N,N',N"-
tetraacetic acid (EGTA), 1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,-
N;N-tetraacetic acid (BAPTA), bovine serum albumin (BSA)
and trypsin A3 were purchased from the Sigma Chemical Co.
Maitotoxin was purchased from Calbiochem. Fura-2 acetoxy-
methylester (fura-2 AM) was purchased from Molecular Probes.
Maitotoxin was dissolved in a 10 mm Mes solution pH 5.6. For
patch-clamp experiments, the extracellular solution contained
(mm): 140 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl,, 10 Hepes, 5 glucose and 2 CaCl,;
pH 7.4. The CaCl, was omitted in low Ca®* solutions and in
divalent cation experiments as indicated in the text and figure
legends, The intracellular solution contained (ma): 145 potassium
aspartate, 5 NaCl, 10 Hepes, 1 MgCl, and 2 EGTA; pH 7.2, In
experiments performed under low intracellular Ca®* conditions,
EGTA was replaced with 5 ma BAPTA. For intracellular Ca** and
Na* measurements, the extracellular solution contained (ma):
120 NaCl, 1.2 KH,PO,, 1.2 MgSO,, 4.75 KCl, 10 glucose, 20 Hepes,
1.8 CaCl, and 0.05 % BSA; pH 7.2~7.4. In experiments with low
extracellular Na*, this cation was replaced with N-methyl-p-
glucamine (NMDG). To determine the relative ionic permeabilities
for Ca?* versus Na* and K* the following extracellular solutions
were used (mm): 145 KCI or NaCl, 10 Hepes, 5 glucose and 2
CaCly; pH 7.4. When K* was present in the extracellular solution,
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patch-clamp technique and fluorescent indicators to"- -2 mm TEA was also added to black K* cisrrents: The intracellular

solutions contained (mm); 145 potassium or sodium aspartate, 10

"Hepesand 2 EGTA; pH7.2. .

Cell culture

Human skin fibroblast cells were obtained from skin biopsies of
healthy donors as previously described (Soto et al. 1996). Cells
were given with the informed consent of the donors and all
procedures were evaluated and appraved by the ethics committee
of the Universidad Nacional Auténoma de México and
conformed to The Declaration of Helsinki. Cells were maintained
in culture at 37°C (8~13 passages) in a humidity controlled
incubator with 5% in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mm
L-glutamine (Gibco), 100 #g mi™' streptomycin and 25 ng ml™
amphotericin B (Gibco).

Patch-clamp experiments

When monolayers reached confluency the cells were mechanically
dispersed with a plastic pipette. Cells were placed on 35 mm Petri
dishes in extracellular solution and mounted on the stage of a
Nikon inverted microscope. The whole-cell configuration of the
patch-clamp technique was used to study currents from single
fibroblast cells under voltage-clamp (Hamill et al. 1981). Patch
pipettes were made of 8161 glass (World Precision Instruments,
Inc.) pulled to obtain pipette resistances in the range of 4-6 MQ
when measured in experimental solutions. Liquid junction
potentials were compensated in experiments using NMDG-Cl
solutions. The holding potential in all experiments was maintained
at 0 mV. The cell capacitance varied between 8 and 12 pF. The
AxoPatch 200A (Axon Instruments Inc., Foster City, CA, USA)
was used as the patch-clamp amplifier. The reference electrode
was an Ag-AgCl plug connected to the bath solution via a 100 mm
KCI agar bridge. Voltage-clamp data were stored on tape and
digitized later for analysis using the Digidata 1200 (Axon
Instruments) analogue-digital interface and pCLAMP 6.0.4
software (Axon Instruments). The data were filtered at 10 kHz
using a 4-pole Bessel filter (Axon Instruments) and digitized at
100 Hz. The binary data were converted to ASCII and multiple
experiments were combined to obtain means + standard deviation
(s.p.) using the SigmaPlot 2.0 software (Jandel Corporation). In
all the described experiments, n=number of experiments
performed for each condition. All experiments were performed at
room temperature (22-25°C).

Determination of relative permeabilities

Ionic permeability ratios were calculated with a modified version
of the Goldman-Hodgkin—Katz (GHK) equation (Gonzdlez-
Perrettetal.2001):

E _ 1+ exp(—FV/RT){[ion]; ~ lion].(exp(~FV/RT))}
Py 4{([Ca®')uexp(-2FV/RT)) ~ [Ca'}}}

where V is the reversal potential (E,.,), R is the the gas constant, T
is the absolute temperature in kelvin, Fis the Faraday constant and
theionis K* or Na*.

Freedivalent cation determinations

Free concentrations of Ca?*, Ba** and Mg?* were determined using
the program ‘Bound and Determined’ (BAD 4.35) as previously
published (Brooks & Storey, 1992). Briefly, the free ion
concentrations reported in this study were calculated by
introducing the values of temperature, pH and concentrations of
the buffers and all ions present in the experimental solutions into
the BAD program.
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.. Intracellular Ca* measurements
" Confluent cells were mechanically dispersed with a plastic pipette

after 2 min of incubation with 0.01% trypsin solution and
-placed in extracellular solution to a final concentration of
1.5-2 x 10° cells ml™' and incubated with 5 um fura-2 AM for
45 min, After this, the cells were rinsed twice and incubated for
30 min in fura-2 AM-free solution. The cells were then rinsed 34
times and placed in a cuvette of an Aminco-Bowman series 2
luminescence spectrometer. The excitation wavelength was
alternated between 340 and 380 nm every 2 sand the emission was
collected at 510 nm. Each experiment was individually calibrated
to obtain the maximum fluorcscence after disrupting the cells
with 0.1 % Triton X-100, and the minimum fluorescence obtained
after buffering the Ca?* in the solution with 20 mm EGTA. The
values obtained with this procedure were used to calculate the
intracellular Ca?* concentration according to previously published
equations (Grynkicwicz et al. 1985). Auto-fluorescence of cells
notloaded with fura-2 AM was subtracted from each experiment.
Intracellular Na* measurements
Confluent cells were rinsed with Hanks' balanced salt solution
(HBSS) and incubated for 2 min in 0.01 % trypsin solution.
After this, the cells were rinsed twice with extracellular solution
and incubated for 45 min with extracellular solution containing
1% pluronic acid and 25 M SBFI AM (Molecular Probes). The
cells were rinsed and maintained in SBFI AM-frec solution for
15 min, and placed in a cuvette of an Aminco-Bowman series 2
luminescence spectrometer. The excitation wavelength was
358 nm and the emission at 500 nm was collected every 2 s, Na*
calibration curves were performed according to previously
published procedures for each individual experiment
(Harootunian et al, 1989; Zhao et al. 1995).

RESULTS

K* currents present in non-stimulated human skin
fibroblasts

First we measured the currents present in human skin
fibroblasts under resting conditions (absence of MTX).
Figure 1A illustrates the outwardly rectifying current
observed in fibroblasts studied with the whole-cell
configuration of the patch-clamp technique. This current
showed a reversal potential of 86 mV (n = 12).

Increasing the extracellular K* from 5 to 25 mM caused a
shift of the reversal potential towards more positive values.
Under this condition the reversal potential observed was
—40 mV, which is near the predicted potential by the
Nernst equation for a K* electrode (~44 mV).

The outwardly rectifying current is completely inhibited
by 1 mm TEA as illustrated in Fig. 1C. Figure 1D illustrates
the current-voltage (/-V) relationships obtained in resting
conditions (@), after incréasing the extracellular K* to
25 mM (0O) and after the addition of 1 mm TEA (A).

These results indicate that under resting conditions, the
main current present in human skin fibroblasts is
produced by an outwardly rectifying K* channel inhibited
by TEA.
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MTX activates a cationic current carried by K*, Na*
and Ca**

The effect of 500 pm MTX on human skin fibroblast
currents was measured. We have previously shown that at
this toxin concentration, the maximal MTX response is
achieved (Gutierrez et al. 1997). Interestingly, multiple
applications of MTX up to a final concentration of 2 nm
did not result in further changes in the amplitude of the
MTX-induced current (data not shown). This result
supports previously published data indicating that MTX
has no ionophoreticactivity.

After the addition of MTX, the activation of a lincar
current was observed when applying voltage ramps during
a patch-clamp experiment in the whole-cell configuration
(Fig. 2B). The linear current activated by MTX (Ju)
showed a reversal potential of =10 mV (n = 10, Fig. 2B).
Figure 2C compares the control current (before addition
of MTX, @) with the current evoked by MTX (Fig. 3C, o1).
Subtracting I, from the control produced the net current
activated by MTX (Fig. 3C, A). Due to the large amplitude
of I,,ix in comparison with the control outwardly rectifying
K* current, the net current obtained after subtraction is
very similar to I, but it reverses at a slightly more positive
value (=7 mV, Fig, 3C).

To determine the ionic selectivity of I, the cations from
the extracellular bath solution were replaced with NMDG.
Replacing the extracellular solution with NMDG-Cl

A B

Control

25 mMK*

> -
100
O 0
-100
C
TEA 1 mM
-~

Figure 1. Basal K* currents from human skin fibroblasts

Representative currents elicited in response to voltage steps from
—100to +100 mV (increment 20 mV) obtained from non-
stimulated human skin fibroblasts. A, basal conditions. B, after
increasing the extracellular K* concentration from 5 to 25 ma.

C, afterapplying 1 mam TEA. D, I-V curves for the three conditions
described: basal (@), after increasing extracellular K* to 25 mm (£7)
and after addition of 1 mm TEA (A). Representative traces are
shown fromonecell (n = 4). Arrows indicate zero current level.
Holding potential, V;, = 0 mV.
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Figure 2, MTX activates a non-selective cationic
MTX500pl  current (/)
A, I~V curve of the basal K* current present in human
skin fibroblasts in the absence of MTX, the current
reversal potential is —85.8 £ 4.1 mV (n = 12).B,/1-V
curve of the current activated by 500 pm MTX, the
current reversal potential is =10.10 £ 6.4 mV (n = 10).
C, comparison of the I-V curves under control
conditions (@), total current after MTX application
(control + MTX activated, 1) and the net current
activated by MTX (total — control, &). D, I~V curves
for I, obtained with physiological extracellular
solution (O) and with NMDG-Clin the external
medium (1 = 4,®). In the presence of external NMDG
the current reversal potential shifts to values more
negative than =100 mV. Inall the cases means + s.p.are
shown. Where notshown error bars are smaller than
symbols, W, = 0.mV.

4

resulted in a shift of the reversal potential Ofl,m, to a value [Caz’lu =2 mm and syn]n]c(ricnl intra- and extracellular
more negative than —100 mV, indicating that [, carries concentrations of K' or Na' (145 mn). When K* was
cations but not NMDG (Fig. 2D). Under these experimental  present as the main cation, 2 mam TEA was added to the
conditions, the calculated reversal potential foran anionic  extracellular bath to inhibit the basal K* current present in
current according to the Nernst equationis nearOmV. fibroblasts. When I, was fully activated, {Ca?*], was
Further jonic substitution experiments were performed to raised to 5 mu and th? change h.’ .lhc reversal potent‘ial

(E,.,) was monitored (Fig. 3). Addition of 5 mm Ca?* with

determine the relative permeability of Ca®* with respect to A . . PN
. . as n cation present produced a shift in the E,
K* and Na* (Pe,/Px and Pc,/Py,). Inux was activated with Na the main cation present produced a shift in t i

1{nA)
3

A Control L B ;Ca”],,ZmM c [Ca*l,5mM g

Figure 3. Relative cationic permeability of /.

Representative experiments showing the shift in the reversal potential of I, induced after increasing
extracellular calcium from 2 to 5 mm. A, control currents (absence of MTX) in 145 mm symmetrical Na*
produced by voltage steps from a holding potential of 0 mV to =100 mV and then to 100 mV in 20 mV steps.
B, currents induced by 500 pm MTX in the presence of 2 ma extracellular Ca?', C, same cell as in B after
raising extracellular Ca?* to 5 mm. D, current-voltage relationship showing the mean values (1 = 4) of the
currents in 145 mm Na* and 2 mam Ca** (O——0) or 5 mm Ca®* (@— - ~-—@). E, control currents (absence
of MTX) in 145 mm symmetrical K* and 2 mm TEA produced by voltage steps from a holding potential of
0 mVto—100 mVand thento 100 mV in 20 mV steps. F, currents induced by 500 pm MTX in the presence of
2 mu extracellular Ca®*, G, same cell as in F after raising extracellular Ca®* to 5 mm. H, current-voltage
relationship showing the mean values (1 = 5) of the currents in 145 mm K* and 2 mm Ca®* (O—-0) or
5mM Ca** (@~ -~--@). The voltage scales in D and H show only the data between —30 and +30 mV to
evidence the shift in the reversal potential. Horizontal dotted lines indicate the zero current level.
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__of=4.9 mV (Fig. 3D, n = 4).In a similar set of experiments
with K* as the main cation present, ;hi; shift in the E,.,
was —4.8 mV (Fig. 3H, »n =5). Calculating the relative
permeabilities for cach condition using a modified form of
the GHK equation (Methods) resulted in'"-Pc./Py, and
P, /P = 0.87. S

To evaluate the contribution of MTX to the changes in
intracellular Ca®* and Na*, cells were loaded with fluorescent
indicators to measure the time course of changes in
fluorescence. Whole-cell patch-clamp experiments were
performed to follow the time course of I, activation.

Figure 4 illustrates representative experiments of the time
course of activation of I, in response to 500 pa MTX
(Fig. 4A4) compared to the changes in intracellular Ca®
(Fig. 4B) and Na' (Fig. 4C) as monitored by the fluorescent
indicators fura-2 and SBFI, respectively. As illustrated in
this figure, the time course of I, followed very closely the
increment in intracellular Ca?* and Na' induced by MTX.
This result along with the selectivity experiments previously
shown strongly suggests that the increments in intraccliular
Ca®' and Na' are the result of the activation of [, As we
have previously shown, MTX does not induce release of
Ca¥ from intracellular storage compartments in these
cells (Gutierrez et al. 1997). Therefore, the changes in
intracellular Ca?* observed after MTX must result from
Ca?! influx.

Extracellular Ca?* is required for the activation of

Imlx

Ca?" in the extracellular medium was modified.

Figure 5A illustrates the effect of 500 pm MTX on a cell
bathed in the low Ca?* extracellular solution. As shown in
the figure, under these conditions MTX failed to activate
Iuxe However, addition of 2 mm Ca?! in the presence of MTX
caused activation of I, (Fig. 54, n =5). To demonstrate
that the current induced after Ca®* application was not the
result of Ca** re-addition, we performed experiments in
which the extracellular Ca?* was removed and later re-
added in the absence of toxin (Fig. 5B). Under these
conditions no current was observed until MTX was added.

Figure 5C shows that after I, is fully activated by the
toxin, removal of extracellular Ca®* has no effect on the
current. This result indicates that Ca? is required to
induce the current, but not to maintain I, suggesting
that Ca* is required for the association of MTX with its
putative receptor.

Figure 5D shows that Ca*" is required also for the increment
in intracellular Na* induced by MTX and measured with
SBFI. This result further supports the hypothesis that the
increments in intracellular Na* are the result of I,
activation.

To investigate the dependence of extracellular Ca** on g, ©.
we performed experiments in which the concentration of =~
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Since Ca?' is only required for the activation of I, the
relative permeability ratios for K* and Na* (Px/Py,) can be
calculated once I is fully activated by chelating
extracellular Ca?* with the addition of 5 mm EGTA to the
bath solution, From these experiments the Py/Py, obtained
was ~1. The permeability ratios Pc,/Py, and Pg/Pyx
previously calculated (Fig. 3), give a selectivity of I, of
Na* (1) = K* > Ca? (0.87).

Extracellular Ca?* cannot be replaced by other
divalent cations for I, activation

Since extracellular free Ca®* is required for the activation of
I it was important to determine if other divalent cations
could replace Ca?* for the activation of I, MTX failed to
activate J,,x when Mg?* (up to 10 mm) replaced Ca?* in the
extracellular solution (Fig. 6A). Similar results were obtained
with Mn?* (data not shown). MTX inthe presence of 5 mm
extracellular Ba?* induced about 25% of the current
amplitude compared to 2 mm Ca**(Fig. 6B).

The percentage of current induced in the presence of Ba*,
Mg? and Ca®* is compared in Fig. 6D, In 10 mM Ba?*, MTX
induced about half the current amplitude activated in 2 nmM
Ca?. The Ca?* requirement reached a saturation point

100
MTX o— "o
-100

B

5 T T

1
0 200 400 600

Time (s)

Figure 4, Time course of I, and the increments in
intracellular Ca?* and Na* concentrations

Concomitant measurements of current using patch clamp and
intracellular Na* and Ca?* with fluorescent indicators. A, a typical
experiment showing the time course of I  activation. The current
was evoked with continuous ramps from —100to +100 mV., The
ramps were interrupted to perform voltage steps from —140 to
+120 mVinincrements of 20 mV (V4 = 0 mV) to obtain I-V
curves. Voltage protocols shown in the inset. Vertical arrows
indicate the time of addition of 500 pm MTX. B, time coursc of the
changes in (Ca®*],in response to MTX monitored with the
fluorescent indicator fura-2. G, time course of the changes in [Na*],
monitored with the fluorescent indicator SBFL. Timescale isthe
samein all panels (shown at the bottom of the figure).
Representative traces are shown from eight experiments.
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around 1.8 mm,-and further ‘additions of Ca?* did not
result in . amphtudc increments (Fig; 6D).

Intracellular Ca?isalso requlred for the activation

Oflmtx

“The requirement ofmtraccllular Ca?* for the activation of

"I was also evaluated (Fig. 7). When 5 mm BAPTA was
‘included in the pipette solution to chelate the Ca?* in the
intracellular medium, MTX failed to activate I, (Fig. 7B).
These results were obtained in the presence of 2 mm
extracellular Ca®', indicating that free Ca*' is required on
both sides of the cell membrane for the activation of I,,.
Figure 7C shows the I, current density obtained with 1 mm
free intracellular Ca?' and in experiments with 5 mm
BAPTA (no Ca*' added). With BAPTA in the pipette, MTX
induced 4.6 % of the current activated without BAPTA
(control 1.05 * 0.3 nA pF~!, BAPTA 0.05 + 0.01 nA pF~,
n=>35).

Intracellular Ca** can bereplaced by Ba** but not by
Mg**

The ability of divalent cations other than intracellular Ca?*
as activators of /,,, was evaluated by including BAPTA
(5 ma) in the pipette solution along with a fixed
concentration of Mg? or Ba?*. The extracellular solution

A
8 8 i
78 MTX . :
EGTA
c 7.5 ¢ l i
€ o iR
-7.5
D _. 25
£ o MTX Control
E
=151
g 10-aY EGTA
Z 5 —
o] 200 400 600
Time (s)

Figure 5. Extracellular cation requirement for the
activationof /,,,,

A, addition of MTX to the extracellular medium (in the absence of
Ca?*) did notinduce the activation of /.. The subsequent addition
of Ca®* (2 mm) resulted in a typical activation of I, B, when 2 mst
Ca?*isadded before MTX current activation is produced only after
toxin application. C, the effect of extracellular Ca®* appears tobean
irreversible process, the repeated addition of EGTA (5 mm each
occasion) after the activation of 1, does not have any effect on the
current. D, therise in {Na*);is not observed when extracellular Ca?*
is chelated with 5 mam EGTA prior to the addition of MTX. With

2 mp Ca®* in the bath solution (Control), MTX induced typical
incrementsin [ Na*], The voltage ramp used in A is the sameaas that
used in Fig. 3A. Representative traces are shown from five
experiments for each condition.

TISIS CON
FALLA DE ORIGEN

]. Physiol. 538.1
56 o
contained physiological concentrations of Ca?* as described
in Methods. The free intracellular concentration of Ca?"
Mg? and Ba?' obtained under these condmons was
calculated as described in Methods. )
Only Ba** was capab]c of replacing Caf’,’,inoWevér, about
10 times more Ba?* was required. Even at concentrations as
high as 8 mm intracellular Mg?*, MTX fal]ed to'induce I,
(n = 5,datanotshown). .

DISCUSSION

Since the original finding showing that MTX may be one of
the entities responsible for the seafood poisoning known
as ciguatera, many attempts have been made to elucidate
the molecular mechanism by which this toxin induces its
effects. Evidence has accumulated in recent years
indicating that MTX is a very powerful activator of Ca?*
influx in practically all cells tested. Due to the fact that
MTX can activate Ca®* influx in a wide variety of cells from
different organisms, it was originally proposed that this

A = Mg* (10 mM] —CE 2 mM]
SnAj l
A.nmmm_...,!.mmuuumfumuuwm{mWA ml
MTX 50s
B Bau?' [6 mM] Ca?*{2 mM]
5 na|
A ¥ J
13 i) 4
MTX 60s
c Ca?* 11 mM] ca?* [2 mM]
" <HIRR Tl
MTX 100 s
D § . 100{®cs
= § apat
%g sopee /. _/
[=3 o_
g8 ;
x -3 2

log[lon) {logM)

Figure 6. Extracellular divalent cations required for /.
activation

A, Mg*' does not replace the action of Ca®* in the activation of I,
Only after the addition of Ca?* was I, induced. B, Ba®* was
partially effective in replacing extracellular Ca®* in the activation of
I C, two extracellular concentrations of Ca?* (1 and 2 mm). The
activation of I, is observed only with 2 mm Ca?*, Bars above the
current recordings show the cation present in the bath. The patch-
clamp stimulation protocol shown here is the same as in Fig. 3A.
D, data obtained from the experiments in (A-C) and at other
concentrations given in the text. The maximum current activated
in the presence of 2 mm [Ca?*], is considered 100 % of the
response, The symbols indicate mean and s.p. of n number of
experiments for: Ca®* (1 = 25), Ba?* (n = 17) and Mg?* (n = 10).
Where not shown error bars are smaller than symbols.



J. Physiol. 538.1-

toxin wasacting as an ionophore (Gusovsky & Daly, 1990).
However, several lines of evidence argue against the
ionophoretic activity of MTX. Firstly, MTX has no effect
on liposomes or mitochondria (Takahashi et al. 1983).
Secondly, we have previously shown that trypsin treatment
of human skin fibroblasts eliminates the effects of MTX on
Ca® influx, suggesting that a trypsin-sensitive protein
from the plasma membranc is mediating the effects of
MTX on Ca?* (Gutierrez et al. 1997). Thirdly, MTX cannot
activate channels in cell patches in the inside-out
configuration obtained from Madin-Darby canine kidney
(MDCK) cells. However, activation of cationic channels can
be achieved in patches in the outside-out configuration
(Dietl & Vélkl, 1994), showing that MTX can activate the
channel only when applied to the extracellular surface of
the membrane. Furthermore, MTX induced only one
or two single channcls over a wide range of toxin
concentrations in patches obtained from guinea-pig single
ventricular myocytes (Nishio et al. 1996). In this report we
have found that the rise in intracellular Ca?* and Na*
concentrations and the activation of I, by MTX saturate
and occur at very low toxin concentrations. This type of
behaviour is atypical for an ionophore. All these results
strongly suggest that MTX is inducing Ca?* and Na* influx
via activation of non-selective cationic channels such as
the one shown in this study. These observations suggest
that MTX selectively recognizes a target in the cell
membrane, which opens the possibility that MTX could be
acting through a widely distributed, highly conserved
receptor or channel.

MTX effects on human skin fibroblasts

Human skin fibroblasts provide an excellent model to
study the mechanism of action of MTX. These cells are
highly sensitive to this toxin; the half-activation constant
for Ca?* mobilization is in the femtomolar range (Gutierrez
et al. 1997). The results presented here show that MTX
activates a non-selective cationic current (I.) in these cells.
The activation of I, is correlated with the increments in
intracellular Ca®* and Na*. The activation of I, and the
increments in intracellular Na* induced by MTX require
the presence of intracellular and extracellular free Ca?*.

Previous studies have also reported macroscopic and
single-channel currents activated by MTX in different
cellular types (Escobar et al. 1998; Schilling et al. 1999). In
all of them MTX (1 pm to 30 nm) induced large voltage-
independent currents similar to the one reported here. The
relative permeability calculated in the present study for I,
(Na* =K* > Ca?) is in agreement with previous reports
showing the activation of non-selective cationic currents
by MTX (reviewed in Escobaretal, 1998).

In a recent study using the SK45 fibroblast cell line,
Schilling et al. (1999) described a dual effect of MTX. At
low toxin concentrations (<2 nM), MTX activates non-
selective cation channels (NSCCs); at higher toxin
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concentrations (>2nm) a cytolytic/oncotic pore (COP) is
activated. This COP becomes cvidentafter 5 min of exposure
to 2 nm MTX and permeates large molecules (<900 Da) such
as fura-2 and NMDG. The MTX-induced COP resembles
the large pore formed by stimulation of purinergic P2Z/P2X,
receptors (Schilling et al. 1999). The present report focuses
on the effects of low MTX concentrations on ionic
conductances and the changes in intracellular Ca?* and Na*.
Qur results indicate that I, does not permeate fura-2, as
intracellular Ca®* increments reach a plateau phase after
MTX stimulation (Fig. 4A and Gutierrez et al, 1997). If MTX
promoted fura-2 leakage, a plateau phase would not be
observed. Furthermore, we have previously shown that in
human skin fibroblasts the increments in fluorescence
promoted by increasing MTX concentrations saturate,
arguing against the possibility that MTX is promoting fura-2
leakage from the ccll. Finally, the shift that occurs in the
reversal potential when the extracellular cations are replaced
with NMDG indicates that this cation does not permeate the
MTX-activated channel.

The activation of I, in human skin fibroblasts requires
the  presence of free Ca** in the intraccllular and
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Figure 7. Intracellular Ca?* is required also for activation
of I

A, control experiment showing the activation of I, in response to
500 pm MTX with [Ca®], = 2 mmand [Ca?); = 1 um.

B, activation of I, when [Ca?*], = 2 mm and [Ca®*);is near zero
with 5 mm BAPTA in the pipette solution. The voltage ramp used
hereis the sameas in Fig. 3A. C, mean % s.p. from experiments
with or without BAPTA in the pipette solution. In BAPTA loaded
cells only 4.57 % of the current obtained in control conditions was
observed (n = 5). The values of the I,,,, current were obtained by
subtracting the basal fibroblast K* current (I,, W) from the total
current activated by MTX (I;, W7, n = 10). The graph shows the
values of the current corrected by capacitance (1, — I,/C). The
capacitance of the cells varied between 8 and 12 pF.
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extracellular solutions. Extracellular Ca?* is only rcqunrcd
for the activation of I, since removal, of Ca?!
activation does not affect the 1mpl|tude of ‘}
current. . e

Ba* is an inefficient replacement for Ca“ on both sides of
the membrane, around 10 times the concentration being
required to achieve the same activation of current. Other
divalent cations do not replace Ca?'. In other cell types, Ca*

is also required for I, activation but no dose-response
curve for Ca?* or any evidence about the role of other
divalent cations has been presented to date (Gusovsky &
Daly, 1990; Escobar et al. 1998; Weber et al. 2000). In
guinea-pig single ventricular myocytes, I is activated in
the absence of free Ca®** on both sides of the membrane
(Nishio et al. 1996). This is one of few reports found in the
literature where Ca®* is not required for MTX activation.

There are several possible reasons for the requiremen: of
frec extracellular Ca?* for I,y activation, MTX may require
extracellular Ca? to interact with its putative receptor in
the plasma membrane. The hydrophobic region of MTX
resembles that of gangliosides and it has been shown that
the ganglioside GM1 inhibits some MTX effects (Konoki et
al. 1999). Gangliosides aggregate in membranes, forming
stable clusters (Thompson & Tillack, 1985). Extracellular
Ca?* may be required for the insertion of MTX into the
plasma membrane.

Another possibility is that the NSCC activated by MTX is
Ca?* dependent. Several NSCCs are activated by intra-
cellular Ca** (Hofmann et al. 2000), Morc complex
mechanisms could be envisioned- involving. calcium—
calmodulin interactions or calcium- dcpendcnt phos-
phorylation processes. L
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DISCUSION

En una gran variedad de tipos celulares, la MTX causa un rdpido aumento
en la concentracién de Ca2?* intracelular (Gusovsky y cols., 1990), mediante la
activaciéon de una canal catiénico no selectivo que permea Ca?*y Na+ (Daly y
cols., 1995; Dietl y cols., 1994; Estacién y cols., 1996; Murata y cols., 1992; Brereton
y cols., 2001).

Los resultados mostrados en este trabajo se obtuvieron utilizando

“diferentes técnicas como registros electrofisiolégicos (patch-clamp) y mediciones
' de Ca2+ y Na+ intracelulares. Confirmamos que la MTX induce una entrada de
‘ Nat y de Ca? en los fibroblastos de piel humana y en las células CHO. La
respuesta en ambos tipos celulares depende de la concentracién de toxina
utilizada y del tiempo. Estos resultados son congruentes con lo reportado por
otros grupos de trabajo, donde se demuestra que la MTX aumenta la
concentracién de Ca? intracelular (Schilling y cols., 1999a; Schilling y cols.,
1999b, Gutiérrez y cols., 1997).

El aumento en la concentracién de Ca?* intracelular inducido por la MTX
es el resultado de la entrada de Ca?+ a través de la membrana plasmatica y no del
vaciamiento del reticulo o de los compartimentos intracelulares (Gutiérrez y
cols., 1997). Por lo tanto, el aumento del Ca?* intracelular es el resultado de la
activacién de una via de entradé de Ca?+

El proceso molecular por el cual la MTX activa a los NSCC-MTX se
desconoce; sin embargo, como ya se ha mencionado con anterioridad, los
. procesos pueden ser los siguientes: la unién de la toxina a una proteina especifica
de la membrana plasmatica (Gutiérrez y cols., 1997), o la posible insercién de los
motivos hidrofébicos de la MTX en la membrana (Konoky y cols., 1999), lo cual
puede crear un poro no selectivo que permite el paso de Na+ y de Ca2* al interior

celular.
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-Aunque existe una gran cantidad de articulos sobre la toxina, se han
realizado muy pocos trabajos para estudiar los mecanismos mediante los cuales
la MTX activa a los canales catiénicos no selectivos.

Recientemente el grupo de Schilling (1999) ha reportado la activaciéon de
un poro que permite el paso de moléculas de aproximadamente 375 Da, a través
de la membrana celular después de la activacién de canales catidnicos
permeables a Ca2+ por la maitotoxina. Estos poros citoliticos/oncéticos (COP)
permiten el paso de moléculas de 375 Da y aparecen después de 10 minutos de
aplicar 1.0 uM de toxina. Estos datos indican que la MTX induce la formacién un
poro que permite el paso de moléculas de gran tamafio. Sin embargo, en nuestros

estudlos eahzados con los fibroblastos y en células CHO, no observamos

hberacxon de LDH (140,000 Da) en las células tratadas hasta con 5.0 nM de MTX.

fuertemente la MTX no induce la formacién de estos poros,

nt porque las concentraciones de toxina que utilizamos sean mucho

fmenore a,las reportadas por estos autores. Por otra parte, los registros de Ca2+y

de Na+ en ambos tlpOS celulares (fibroblastos y CHO) se saturan, lo cual indica
que: ‘los marcadores fluorescentes no salen de la célula por esta via. Estos datos
son 51m11ares a lo reporhdo por otros autores (Gutiérrez y cols., 1997; Schilling y
cols., 1999a, Konok1 y cols 1999; de la Rosa y cols., 2001).

“ElL aumer la concentracién intracelular de Na*, Ca?*, y la activacién

de la Imtx CHO y en los fibroblastos de piel de humano producidos
l‘l’a MTX son de alta afinidad y saturables, lo cual sugiere
sta reconociendo selectivamente un sitio de unién en la
otro lado, como se mostré en este trabajo, el efecto de la
ya que existe un periodo de latencia entre la aplicacién de

la toxina 'y ctivacion de las vias de permeacidén. Esto sugiere que

probyableme‘n:t' la,unién de la MTX a su receptor hipotético involucre una serie

de pasos queculmman con la activacién de los NSCC-MTX. Es posible también

explicar la lyer.\f:ifiuvd de la respuesta si la MTX se inserta en la membrana, o que se
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lleve a cabo la insercién de NSCC-MTX sintetizados de novo en la membrana
~ plasmatica como resultado de la estimulacién con MTX (Weber y cols., 2000).

Si bien los mecanismos de activacién de los NSCC-MTX no han sido bien
descritos, se cree que este tipo de canales podria estar involucrado en fenémenos
como la regulacién del metabolismo, transporte i6nico y volumen celular. Se ha
propuesto que el canal NSCC-MTX podria formar parte de la familia de los
canales del Receptor del potencial transitorio (TRP) (Brereton y cols., 2000).

La entidad molecular del receptor a la MTX debe todavia establecerse; sin
embargo, ya sea que la MTX esté actuando mediante una nueva proteina, o
actwando a una proteina conocida, el receptor a la MTX tiene que estar altamente

conservado a traves de la evolucién, debido a que las células donde la MTX tiene

ov;enen de organismos distantes filogenéticamente (del insecto al
'\:'”la MTX actia mediante una nueva proteina o canal iénico, se abren
as de investigacion para intentar responder preguntas como: jcudl es
L a el‘ 151olog1co del receptor a la MTX en todos estos organismos?, y si el
/f‘:‘blanco de la-MTX es un nuevo receptor entonces, ;cudl es el agonista enddgeno

}:para este receptor tan ampliamente distribuido?. .
| 'MTX. activa una

Rec1entemente el grupo de Leech propuso qu' :

: .corrnente catiénica no selectiva, similar a la actxvad'\ por:lo peptxdos GLP-1 y

v (Brereton y cols 2001) Estos reportes son partxcularmente interesantes, dado
que son los prlmeros en demostrar que la MTX activa un canal catiénico no
selectivo involucrado en diversas respuestas fisiolégicas; es decir, al menos en

estas células el canal NSCC-MTX parece tener un papel funcional especifico.
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En cuanto a las propiedades de permeacién del canal activado por MTX,
se han estudiado muy poco. Nuestros estudios demuestran que el curso temporal
es el mismo para la activacién de la corriente catiénica no selectiva activada por
la MTX y para el aumento en la concentracion de Na* y Ca?* intracelulares. Lo
anterior sugiere fuertemente que este canal permea Ca?* y Nat*, los cuales se
acumulan rapidamente en el interior celular. Nuestros experimentos de
selectividad muestran claramente una permeabilidad relativa de Na* (1) = K+ (1)
> Ca?*+(0.87). Los cationes de mayor tamafio, como el NMDG no permean por este
canal.

En un estudio realizado con la linea celular SK45 de fibroblastos de piel de

v '»humano, se reportan corrientes idnicas producidas con InM de MTX muy

- ,’,':'sumlares a las reportadas aqui (Schilling y cols., 1999a). En ese mismo reporte, al
| ’sustltulr la solucién extracelular fisiolégica con NMDG-Ringer, en donde el
}prmcxpal catién en la solucién del barfio es el NMDG, se produjo un corrimiento
_‘;'hac1a la izquierda en el potencial de reversién de +7 a =35 mV. Este mismo
Afenomeno se observa en los experimentos reportados aqui; no obstante, cuando
éustituimos el Na+ de la solucién extracelular por NMDG, el cambio que vemos
en el potencial de reversién es mucho mayor (de ~10 a =125 mV). Este cambio en
el valor del potencial de reversién de la Imix es mads drastico que el reportado
anteriofmente (Schilling y cols., 1999a) debido a que al momento de sustituir con
el NMDG se quita el Na* del medio extracelular y la permeabilidad relativa del

i Ca2+ es mucho menor aqui que en el reporte mencionado.

Las permeabilidades relativas calculadas para el K+, Nat y Ca2t en este

_estudlo concuerdan en lo general con las permeabilidades ya calculadas en otros

is}ister'nas. La Im« discrimina pobremente entre K+ y Na* (por cada 3 iones de K+
:éIue salen de la célula entran 2 de Na* aproximadamente), permea Ca2+ y no
: permea Cl. En la mayor parte de los casos donde la permeabilidad de la
‘:cdrriente activada por la toxina es explorada, se cumplen las caracteristicas

- - generales de permeabilidad descritas anteriormente, aunque en algunos casos no
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conc:uercyla‘i'rlt con el esquema general de selectividad relativa obtenido hasta
ahora, por ejemplo en células cardiacas de cobayo el Ca?* permea mejor que el
Na+ (Kobayashi y cols., 1987).

Respecto a la modulaciéon por cationes extra e intracelulares, se ha
demostrado una fuerte dependencia de la MTX al Ca?* extracelular por varios
grupos independientes (Gusovsky y cols., 1990, Escobar y cols., 1998; Weber y
cols., 2000). Como hemos demostrado aqui por primera vez, la dependencia de
Ca2+ es muy especifica, y la MTX no tiene efecto si se substituye el Ca2+ por otros

~ divalentes catiénicos como el Mg y Mn?+ Unicamente el Ba?* es capaz de
_ sustituir parcialmente la dependencia de Ca2+

- La regulacién del calcio intracelular ha sido un tema de gran controversia,

yaque en algunos tipos celulares se requiere calcio (Leech y cols., 1997; Worley y
'v';c‘ovls' '2000) '3thientras que en otros no (Kobayashi cols., 1987; Faivre cols., 1990;

H1et1 y cols 1994 Nishio cols., 1996). Nosotros logramos manipular los niveles

de Ca? mtracelular con las técnicas de patch clamp y fluorescencia aqui utilizadas,

. con lo cual se pudo determinar la dependenc1a de calcio intracelular. Con estas

’ ’,que en‘ as cond1c1ones control, se obtuvo el mismo efecto de la toxina que con

"—‘Ca??‘._-llbre nanomolar.

::Lo:reportado aqui demuestra por primera vez que el Ca?* intracelular es

.importante por varios factores: 1) Es necesario para producir la respuesta a la




64

: MTX,Z)elrequerlmlento 'dv'e' Ca2+ es altamente especifico, y otros cationes
clwalentesno pueden tomar su lugar y 3) el aumento en la concentracion de Ca2*
-ixittécélﬁlar potencia la respuesta a la MTX, es decir, a mayor concentracién de
C'az¥ intracelular y a una concentracién fija de MTX, la respuesta es mas répida.

El fenémeno de potenciacién probablemente se produzca por la activacion
~de alguna proteina que dependa de Ca?*, y que ademas esta sea regulada por
- Ca?* con alta afinidad, cercano al rango fisiolégico intracelular. Estos resultados
. pueden explicar por qué el Ca?* solo puede ser reemplazado parcialmente por
otros cafiones, lo' cual abre la posibilidad de que la toxina active una via de

’ entrad de Ca2+ regulada por alguna protema especxflca que pegue Ca?*, como

un canal catxomco no s e

Sin duda Vel:-‘mec_:_;amsm’ de accidon de la MTX difiere de los mecanismos

maés simples y directos utilizados por otras toxinas, lo cual la coloca como una

herramienta titil y c‘o'm.plyébja:,:digna de estudios detallados a nivel molecular.
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PERSPECTIVAS

Identificar molecularmente al can}azl_‘ ca‘ﬁéﬁico"aéytiyfddq pdr MTX, activadores

Determinar la' identidad de 1sa’de tirosina involucrada en la modulacién de

a aMTX

la respuest:

~Estudia mediante los cuales esta cinasa es activada en respuesta a

- MTX

“Estudiar bloqueadores como un posibles agentes en ¢l tratamiento de la

: Ci;gu'z:\téfa» 0
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