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RESUMEN 

La dguatera es una intoxicación en humanos producida por la ingestión de 

pescado c.ontaminado con toxinas del dinoflagelado Gambierdiscus toxicus. Este 

dJn()flage.l~do,procl.uce dos toxinas que han sido involucradas en la ciguatera: la 

dg~kt~~lh~t{d·tXfY'la; Maitotoxina (MTX). La actividad farmacológica de esta 

:~l~l~~s~~f dci en divems célul.,, y .e ha demost<ado que acttva una 

. . . :~J;~t~~¡~i~t;~bajo se enfoca al estudio de las vías activadas por la MTX en 

célt1la~;~~;'.'~~fui"f~ro~· 
,';/',~;\'J,',~ -,,.,,, .t 

• ',fü1~,~f{~:~~Ql?s que la MTX activa una entrada de caz+ y de Na+ en 

fibróblasfos>de\piel. de humano y en células CHO. La respuesta a la MTX en 
., · .. ·'·-:'.- ·:. ~--1i·:.~ r·:f~;.;.; ~·~:;~'..:~~ ::~~\:'.::·.-,~.~- ·. . . . 

aínbo~;{tii:fo~'F:C:elulares depende de la concentración de toxina utilizada. La 

. res~·u~~~%i~~';.~~-~~}~~~tf/~~1, Na+ y el Ca2+ extracelular y por el ca2+ intracelular. 

La eley'c1.c:ióri.Jde~f.f~~+}ntracelular potencia la entrada de Ca2+ inducida por la 

· MTX. Éi1:;,~li~~ri'~{~·~~te{'ta2+ extracelular, la elevación del Ca2+ intracelular es 

· :::d:f tif llif i1~~:~~;=:::::.::~a~:x::~:~::;:::::::::: 
con~~it11fi~~~~.;.~~~,.~s,t!)'.~~d~·,srs.<f>mteína cinasa de tirosina) potencia la entrada 

de ¿~tj{~~(~lfl~~Ls dumnte la realización de esra tesis apuntan 

fuertementE! ~/qi.t~ la MTX puede activar una cascada de señalización mediante la 
'}; '~ ,,· ,-

activación de im receptor de membrana plasmática. 
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ABSTRACT 

Ciguatera is a human poisoninr, causecl by consumplion of seafood 

contaminaled with toxin from lhe dinoflagellate Gn111bierdisc11s foxic11s. This 

dinoflageJJate produces lwo types of loxins involved in the ciguatera poisoning: 

ciguatoxin (CTX) ancl mailotoxin (MTX). The pharmacological aclivities of this 

Jast toxin are analyzed in different cclls, and elicit Ca2+ influx in all the cells and 

lissues tested. 

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

mammalian cells. 

\Ve found that the MTX aclivates 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 Ca2+ moclulate the MTX 

response. The inb·acellular Ca2+ polentiates !he MTX response. In the absence of 

extracellular calcium, the intracellular Ca2+ increment is sufficient to partially 

reestablish the Na+ influx induced by MTX. 

Protein tyrosine kinase inhibitors decreased the ca2+ and Na+ influx 

induced by MTX. The overexpression of a conslitulively active mutant of src, a 

protein lyrosine kinase, enhances the MTX response. 

AIJ the results presented here stronely suggest the presence of a MTX 

receptor at the plasma membmne, responsible for medialing the MTX effects on 

calcium influx and adivalion of tyrosine kinases. 

--- -· ------·---- -------- - ---- - --- -- -----
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INTRODUCCIÓN 

Las algas microscópicas desempeñan un papel muy importante en los 

ecosistemas marinos por su actividad fotosintética, ya que son las principales 

productoras de biomasa y de compuestos orgánicos, además de formar parte 

importante de la cadena alimenticia marina. 

La proliferación de estas algas es un fenómeno natural, que ha ocurrido 

desde hace millones de años. El aumento de estos microorganismos marinos {la 

tasa normal es de lxl06 células/mi de agua) es benéfico para la acuacultura, pero 

en algunas circunstancias tiene efectos negativos sobre los ecosistemas. Por 

ejemplo, en las últimas décadas, la proliferación de microalgas se ha convertido 

en un serio problema a nivel m.undial, porque causa un gran impacto ambiental 

que se traduce en enormes 'pérdiqas,!económicas y serios problemas de salud 

para el hombre (Da ranas y cbls:, 2Bq:fj':~~ · T •·. 
Aunque se conocen airéde%<Jr\de'S°.OO especies de algas }SÍ,~~:;1?$P;,i::~t .. 

marinas, solo 300 pueden proliferar,•y de estas algunas puedeI\ s~r.1 !9~iitlfiCéldas · 

a simple vista por el hombre/có~<l·i~s algas causantes deJrif:~~~~~~;J~~j~s;y 
cafés. Alrededor de 40 especies ti.~neh la capacidad de pro.éiµé,it;1?;fo:J(inas ·.que 

afectan al hombre. . . . .... · . . . . ... ·. .•.. ..·-.{j~\;~i(Jt:t~f:~f~rl'.4H'.·:;~.< ... 
La proliferación masiva de algas sehaclasificado el1 ~ gr,4'p~i?p~i.nc:ipales, 

de acuerdo con el tipo de problema qu~ c~usci; El pri~~; ir~p?~~~t~lÍ*ff ~:do:por 
especies no tóxicas; al segundo grupo pertenecen las algas •productoras de 

. toxinas que no afectan al hombre, y ~l teic~~ gr~po está integradopor especies 

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

ciguatera. 
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LA CIGUATERA 

La ciguatera es un enven~namiento en humanos causado por la ingestión 

de pescado contaminado proveniente de zonas tropicales. Esta es la intoxicación 

en humanos más común causada por el consumo de productos marinos. En 

regiones tropicales tales como el Océano Pacífico y el Caribe, es la intoxicación 

que afecta a más personas. Sin embargo, la intoxicación no se restringe sólo 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 exportación de pescado 

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

problema de salud a nivel mundiéli .. Ppr otro lado, el cuadro. clínico de esta 

intoxicaé:ión es.muy' complejq,;i(; qti,~;iri:ifüct.e..una estimación real del número de 
/: ::;: ~L~ :/·:~~;LY:it~/f~\:J.\~~~¡;~,>~\:.~~~i>t;{~{. ('.;~f~··.;,~ :.?.li~;.\~T/~:,:·.~;:~,/t?~ ¡_.·bt·~:' -· 

casos, .ya qt1e. s.~~le'.nq;ser diélgnC?.Sticaga .f: éldeC::uadamen te. 

B~J~~f~ll'~~E~."·····.·· .. ·f/'.'. 
• L~·}á~iififÍ~~~Ítm de la ciguatera fue el.resúltado de una intensa búsqueda 

expel"i~~~t~Ú'ib que permitió una mayor comprensión de la etiología de esta 
. '. , ,~_.-_,,; t{:,y.'.o,'·\·_.. . 

intoxiCacióri; Entre los hallazgos más importantes podemos mencionar los 
.. '~('. !: - . 

siguiente~: .·· . 

•!• Randall . .(1958) propuso que las toxiúas son introducidas en la cadena 

aúll1enÚ¿ia a través de pece.S herbívoros que se alimentan de macro algas. 
• ... · •-" ·. - . - . · ...... · ::", :- . -

•!• HeÚ~ich .• y·Banner{l963), •··.Jezriosfr~~on'qt1e:había poblaciones de peces 

tóxicos y\1.6 tÓ~ic~~, y que l~~. tci:ícíh~~·'.~ci'Jí~n pasar a través de la cadena 
· · ~ '. · - '. -.;-~-~ . :··.; ,-:-?'::y-<·,.,·~·:: --. ¿ ·;·. -~¡\::; '·. :-::: :.;~~ ~:-/:;~:~: ~:_;;(J:~~-::t~:(~-~r~~.:~~->/ (:,_·:\·.·: :>.:. 
ahmei:it1crn sm dañar;.ªPíli;.en~el'll,(;!nt~)íl;portador. 

. . . :· . ·'.· .: .. ::: ~7·~:~.,.-. .' :,~;·._.'_,·:>:·-.-:,1~·v···.~·,:·.}~(_i:~'.~::'~í<,. ~~:.;:t<1:~'.:1~¡u:~~·-~\,'.·.·\: :_'.::~-::: ·:.~<. 
•!• Scheuer (1967) ats1Ópí:).J:'.pfiil1,'éra'.'··· ''~!a~Í,~ ciguatoxina {CTX) de la carne de 

·. . . . . y: .~': '" "~ :·.~ .·_: ""f2\~: -~·::j~J:;~:: iiy.{·:.! ~ ·="\ >%~>. (\ 

•!• :::::to {1977) ·1~i~{'fa¿h~i~l~rié:.l1::- ~inóflagelado que produce las 
.. _,_; .' --- . -=~·· ·.· e • • • 

cigua toxinas. 
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•!• Murata (1989) describió la estructura química de las principales 

ciguatoxinas y de los precursores de éstas. 

•!• Recientemente se han identificado toxinas parecidas a las ciguatoxinas. Sin 

embargo, existe muy poca información acerca de su mecanismo de acción, 

debido a que los efectos fisiológicos son muy variados. 

PECES CIGUATÓXICOS 

Halstead (1967) sugirió que pueden considerarse al menos 400 especies de 

· peces como potencialmente ciguatóxicos; sin embargo, no todas las especies son 

comestibles. Como ya se ha mencionado, los peces intoxicados muestran una 

·apariencia normal, excepto cuando los niveles de toxinas son muy elevados, en 

cuyo caso pueden presentar cambios en su conducta de nado. 

También se ha encontrado que los peces muestran diversos grados de 

toxicidad, que depende básicamente del hábitat y del tipo de alimentación. Los 

peces más 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 migración de peces entre arrecifes vecinos. 

Algunos peces pueden presentar un bajo nivel de ciguatoxinas; sin embargo, este 

nivel puede aumentar después de una proliferación masiva de dinoflagelados 

tóxicos (Lehane y cols., 2000) 

Esta .capacidad de los peces como portadores asintomáticos complica 

enormeajent{! la .. implantación de medidas preventivas durante la pesca, lo que 

hace rn~~'·diftcHcontender con esta enfermedad. 

SINTOMATOLOGÍA y TRATAMIENTO 

Existe muy poca información acerca de la sintomatología de la ciguatera 

en los. humanos y otros mamíferos. Los síntomas se desencadenan entre 1 y 30 

horas después del consumo; generalmente son gastrointestinales (náuseas, 
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vómito, dolores abdominales y diarrea), neurológicos (mareo, convulsiones), y 

cardiovasculares (Lehane 2000). 

Algunos de estos síntomas pueden persistir por meses, años o recurrir 

periódicamente. Sin embargo, en casos extremadamente severos se puede 

presentar el coma y la muerte. En las islas del Pacífico se han utilizado 

tratamientos tradicionales para combatir esta intoxicación. 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 acción de los principios activos permanecen desconocidos a la 

fecha. 

El tratamiento más utilizado en la mayoría de los países es el manitol por 

vía intravenosa, que es· un agente diurético que induce el movimiento de agua 

intracelular hacia el espacio extracelular, reduce la entrada de Na+ y aumenta la 
··._.·. 

salida de agua de la célula. Sin embargo el mecanismo mediante el cual el 

manito! ejerce su efecto es desconocido. 

Recientemente se ha utilizado la gabapentina para el tratamiento de la 

ciguatera (Pérez C. M. y cols., 2001). Este fármaco es anticonvulsivo, con un 

mecanismo de acción similar al de los agentes antiepilépticos; además se sabe 

que se une a la subunidad a2 del canal de Ca2+ dependiente de voltaje (Gee y 

cols., 1999). El mecanismo por el cual alivia los síntomas de la ciguatera se 

desconoce. 

·.LA FUENTE DE CIGUATOXINAS: EL DINOFLAGELADO Gambierdiscus 

. ~a hipótesis de que el organismo responsable de la ciguatera es una alga 

· mal-ina fue postulada originalmente por Randall (1958). Este investigador basó 

·~e sh hipótesis en las siguientes observaciones: 

· l. Los peces se envenenan debido a un factor en el ambiente. 



8 

. ··. 2. El envenenamiento está asociado a la fuente alimenticia 

El organismo que produce las ciguatoxinas es de vida libre y posiblemente 

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 encontró en muestras de 

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

· 1a Polinesia Francesa. De las muestras colectadas se logró extraer dos fracciones, 
·,·:-_, :·. ··:;-. ; ':_-: . ' ·.; 

, l1n~ splu,~_!,e_L~n ,_éter,y la otra soluble en agua. Ambas muestras se compararon 

f\ .t:j.~~,~~*;~~~\m(~~·~~f~rencia las ciguatoxinas extraídas de hígado de la morena. La 

;"~ip!:_i!rieí:a ' fraceión era indistinguible de las ciguatoxinas encontradas en las 
\~\f~:rf;~{c?kV:/i~5~~\/ --~_'._, ~··: '.r_: __ ·_-} 
;;~:im,qt~ti:~ ~ .. , ·"- ··.·· ~gunda fracción se identificó como la Maitotoxina (MTX), la cual 

;~tf ~~~;:S~1i;~)JD:);;~t~f~"'ct:p$ 1t'..:< .::_\'.: :: -__ -··: : --: .· 
: nabí~f.5,,i,c;Ié;'ai~lada del pez vela (Mura ta y cols., 2000). 

:'·J?:S%~:-~;.: -.;- .. -;: :':._:.:·:_ 
ost~.r.forrnente el diplopsalis sp. fue renombrado Gambierdiscus toxicus por 

:.i: ·'··"" ·""······"' t ~".'.''.~~~y() en 1979. Las características principales de G. toxicus son las 

~Y::f~'' '~ITi~~~~~~~:~;ide alrededor de 80 micras, es una especie fotosintética, su tasa de 

')fCcrec1m1en o :f~{lenta (ocurre una división aproximadamente cada 3 días), habita 

::~~11~1;:!~ ·~:::::·:: e~s:::::~~ .. :~::::~:l~:o:·~::·:~:d: 
· · · ··"' fo »~es~gs :.; , bioactivos; que incluyen a las toxinas que están 

r~{!::j~;I;~~;~t·N~t .. ; ;'. ~, > · :, .: ·, . 
omodalLI.l}.áS potentes conocidas hasta la fecha (Lehane 2000). 

la sintomatología de la ciguatera se deba a la 
.. ~ ;;; ~,-

i::lf:g~,,¡¡~~~.~~g!} . '.gtferentes tipos de toxinas o metabolitos que pueden ser 
''i t:<?:.:>t•'t~~·:~''~_¡,.,;:·3i;_1 :,. .•. ; ~, ''*~r,,.~·,.:_ ... :··. ' '., ;e · ::::·: .: · : ·~·, 

}g~~g~fi~?::~,¡;,ggf\PJ:\º () más dinoflagelados; sin embargo, el organismo que se 
;~~~ •Jh::;';';·.;/~G-lf~J>:/~1,f;:_;~ü_;{t~.t1-:.jfr~:A{: t_;. :';;~ ;: __ , • , 
i,~~f;.~;~~f~~;f!pP:~Lm~Y;ºr abundancia en la mayona de las algas (que sirven de 

',~Üm~?t()\p~f~;.lo~ peces herbívoros) es G. toxicus; esto sugiere fuertemente que 
: . ,e~ ~}:?:Y~'. . ~::'.:~~~~f:/-'.;~-~~~;:'.;~·:.::-· _---~C : : .. : 

; : - .-:· \.~L -::· \ · .(;_., .. . 
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este dinoflagelado es el principal agente causante de la ciguatera (Lehane y cols., 

2000). 
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Figura 1: Ga111bierdisc11s toxicus, el agente causante de la ciguatera. G. toxic11s 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 característico (APC), además de pequeños poros distribuídos 
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 está dividida en placas de celulosa, conocidas como tecas. La 

clasificación se realiza tomando en cuenta la distribución geométrica y topológica de estas estructuras 
(ver recuadros inferiores a la derecha). 
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EL USO . DE LAS TOXINAS MARINAS COMO UNA HERRAMIENTA 

FARMACOLÓGICA. 

De los organismos marinos se ha aislado un gran número de sustancias 

fisiológicamente 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 farmacológica y fisiológicamente, y se han 

encontrado sus moléculas blanco. Esta información ha permitido realizar 

estudios bioquímicos, fisiológicos y electrofisiológicos. 

Las toxinas marinas pueden ser de origen proteico y no proteico. La gran 

mayoría de los organismos producen toxinas polipeptídicas; sin embargo, 

también existen toxinas de origen no peptídico y usualmente los organismos que 

las producen son los dinoflagelados. Las toxinas marinas como el ácido okadaico, 

las brevetoxinas, ciguatoxinas, palitoxinas, y la maitotoxina han atraído la 

atención por sus complicadas estructuras, así como su gran potencia biológica. 

Estos compuestos son policíclicos, mediante enlaces de tipo éter, y múltiples 

grupos hidroxílicos (Mebs 2001). Variando considerablemente en estructura y 

función entre especies, familias y géneros. Los mecanismos por los cuales actúan 

estas toxinas no han sido bien estudiados. 

MAITOTOXINA 

La maitoxina es una de las toxinas marinas más potentes conocidas a la 

fecha; se detectó y aisló por primera vez en el pez Maito (de ahí su nombre); es 

una de las toxinas involucradas en la ciguatera. Una de sus características más 

importantes es su alta actividad biológica; se ha reportado que la toxicidad en 

ratones por inyección intraperitoneal es de SOng/kg, lo cual implica que un 1 mg 

de MTX puede matar a 200,000 de ratones (de aproximadamente 100 g de peso). 

Además de su alta potencia, esta toxina puede inducir diversas respuestas 

fisiológicas, como resultado de la elevación del Ca2+ citoplasmático. 
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La elevación del Ca2+ intracelular en prácticamente 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 concentración de 

Ca2+ intracelular; de aquí se desprende su relevancia como una herramienta 

farmacológica de gran utilidad. 

ESTRUCTURA 

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

realizaron cultivos a gran escala durante 10 años con una cepa de G. toxicus 

asilada de las islas Gambier. Después de exhaustivos análisis se logró proponer 

un esquema de purificación. Sin embargo, cabe destacar que de 4000 1 de cultivo 

se logró aislar apenas 20 mg de toxina (Murata y cols., 2000). 

La estructura química de la MTX fue determinada por métodos 

espectroscópicos de resonancia magnética nuclear (RMN) (Murata y cols., 1994) y 

por síntesis química (Sasaki y cols., 1996; Zheng y cols., 1998). Estos estudios han 

permitido estimar el peso molecular, la composición y la naturaleza de la toxina. 

La MTX es un poliéter de 3422 Da; excede a la palitoxina por más de 758 

Da, y es el biopolímero no peptídico más grande hasta ahora descrito. Como se 

puede observar en la figura 2, la estructura química comprende una cadena 

carbonada de 142 C, 32 éteres cíclicos, 28 grupos hidroxilo y 2 éteres sulfatados. 

La presencia de grupos hidroxilo y los grupos sulfato ionizados proporciona a la 

molécula características hidrofílicas o polares, pero la presencia de una porción 

hidrofóbica le confiere una naturaleza anfifílica (Escobar y cols., 1998). 

La distribución 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 (Mura ta y cols., 2000). 
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Figura 3: Estructura de la rnaitotoxina (MTX), reportada en 1993 por Murata. La estructura química 
comprende una cadena carbonada de 142 C, 32 éteres cíclicos, 28 grupos hidroxilo y 2 éteres 
sulfatados, con un peso molecular de 3422 Da. La determinación de la estructura ha sido uno de los 
más grandes logros en el campo de los productos químicos naturales, debido a su complejidad. En la 
parte inferior se muestra una de las posibles conformaciones de la MTX, la cual se obtuvo mediante 
cálculos por computadora (Murata y cols., 2000). 
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NATURALEZA DEL RECEPTOR A LA MAITOTOXINA 

Muchos experimentos se han encaminado a la identificación de un posible 

receptor a la MTX. Bien podría suponerse que las características físicas de este 

receptor fueran comunes en todos los tipos. celulares; esta observación se 

fundamenta en la respuesta universal a la MTX: la elevación del Ca2+ 

intracelular. 

La acción biológica de esta toxina se ha estudiado por más 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 Ca2+; es 

decir, la respuesta universal a la MTX es la elevación de Ca2+ 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 algún receptor en la membrana plasmática. 

El hecho de que la MTX tenga actividad biológica en prácticamente todas las 

células estudiadas, sugiere que el receptor de esta toxina y sus vías de 

señalización deben estar ampliamente distribuidos, o conservados. 

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

receptor a la MTX. 

UN RECEPTOR DE NATURALEZA NO-PROTEICA 

Uno de los componentes más abundantes en las membranas celulares son 

los glicolípidos, compuestos con cadenas de carbohidratos de longitud variable 

que están unidos de manera covalente a los lípidos (Darnell, 1990). 

Los gangliósidos son los esfingo-glicolípidos más complejos; están 

constituidos por una cadena de oligosácaridos con al menos un residuo de ácido 

siálico (ácido N-acetilneuramínico) unido a la ceramida (Stryer 1995). Los 

gangliósidos forman parte del grupo más complejo de los esfingo-glicolípidos. 

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 

diferenciación de los tejidos (Voet, 1995) 

Los gangliósidos pueden autoagregarse, y este fenómeno puede inducir la 

formación de grupos estables de gangliósidos en las membranas. Se ha sugerido 

que la MTX se puede incorporar al agregado de gangliósidos (Konoky y 

cols.,1999). Este mecanismo hipotético propone que la MTX penetra a la 

membrana por su porción hidrofóbica, mientras que su porción hidrofílica queda 

expuesta hacia el exterior celular. 

UN RECEPTOR DE NATURALEZA PROTEICA. 

Esta hipótesis 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. Además se 

ha reportado que la digestión con esta proteasa no afecta la liberación de Ca2+ de 

las pozas intracelulares cuando se estimula con tapsigargina (Gutiérrez y cols., 

1997). 

La teoría del gangliósido no descarta la posible asociación de la MTX con 

las proteínas de la membrana. La MTX se podría integrar a la membrana y 

desplazarse a lo largo de la bicapa lipídica hasta asociarse con proteínas 

específicas; en este caso, la porción hidrofóbica sería 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 químicamente para realizar 

estudios de fijación específica (binding), su tendencia a adherirse al vidrio, y 

además de la dificultad que presenta su purificación. 
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La MTX provoca un aumento en la concentración de Ca2+ intracelular 

([Ca2+];) en prácticamente todas las células y tejidos probados a la fecha 

(Gusovsky y Daly, 1990). En todas las preparaciones el margen efectivo de acción 

de la MTX oscila entre el orden fentomolar y el bajo nanomolar. 

En las mitocondrias, sinaptosomas y en membranas lipídicas artificiales se 

ha demostrado que la MTX carece de actividad ionoforética (Takahashi y cols., 

1983). La entrada del.Ca2+ inducida por la MTX es relativamente lenta (ti;2 > 1 

min) y gradual, en contraste con la respuesta de los ionóforos de Ca2+ que causan 

una elevación inmediata del [Ca2+]; (Gusovsky y Daly, 1990). En estudios de patch 

clamp en la configuración de "inside out" de células MDCK (células Mardin

Darby de epitelio de riñón de perro}, la MTX aplicada intracelularmente no tuvo 

efecto, en contraste con la activación de una corriente de entrada dependiente de 

Ca2+ cuando el parche estaba en la configuración de "outside out" (Dietl y Volkl, 

1994). En estudios con fibroblastos de piel de humano la MTX no produce 

aumento en [Ca2+]; cuando las células fueron previamente expuestas a tripsina 

(Gutiérrez y cols., 1997). Estos datos sugieren fuertemente que la MTX no es un 

ionóforo, y que parece ejercer sus efectos interactuando con una proteína de la 

membrana sensible a esta proteasa. 

En estudios realizados en miocitos ventriculares de cobayo con la técnica 

de canal único (en la configuración inside-out), la MTX induce la activación de 

sólo ,uno o dos canales dentro de un gran margen de concentraciones (Nishio y 

cols., 1996). Estos datos contrastan claramente con el funcionamiento de un 

ionóforo, que produciría mayor corriente conforme aumenta la concentración del 

mismo. Ya que la MTX tiene efecto en células obtenidas de organismos que 

divergieron hace millones de años, desde el insecto al humano, se puede 

especular que dicha proteína membrana! o receptor a la MTX debe estar 

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

Existe una gran cantidad de estudios encaminados a esclarecer la 

farmacología de los canales iónicos activados por la MTX; sin embargo, hasta el 

momento no se ha encontrado ninguna molécula capaz de inhibir selectivamente 

las respuestas desencadenadas por esta toxina. Por ejemplo, las dihidropiridinas, 

bloqueadores de canales de Ca2+ tipo L, pueden reducir la entrada de 4SCa2+ 

causada por la MTX en las células híbridas de neuroblastoma-glioma y en 

algunas células tumorales de la hipófisis. Por otro lado, en las células BC3H1 de 

músculo liso, miocitos y sinaptosomas, estos bloqueadores no tiene ningún efecto 

en el influjo de Ca2+ inducido por la MTX. Otros bloqueadores orgánicos de 

canales de Ca2+, tales como el verapamil, diltiazem y algunos anestésicos locales, 

pueden reducir el aumento en el Ca2+ 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 inorgánicos de los 

canales de Ca2+ como el Co2+, Mn2+ 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 interactúa probablemente con sitios extracelulares de alta 

afinidad asociados con canales iónicos. Se desconoce si tales sitios están 

asociados con todo tipo de canales de Ca2+ o sólo con algunos. Es muy posible 

que los canales de Ca2+ tipo L y otros canales de Ca2+ dependientes de voltaje 

(VDCC) no sean activados directamente por la MTX, sino que se abran sólo como 

resultado de una despolarización causada por la entrada de ca2+ o de Na+ a 

través de otro tipo de canal ubícuo sensible a la MTX (Gusovsky y Daly, 1990). 

Lo anterior explicaría por qué las dihidropiridinas bloquean parcialmente la 

entrada de Ca2+ inducida por MTX en algunos tipos celulares. 

LA MTX ACTIVA UNA CORRIENTE CATIÓNICA NO-SELECTIVA 

Aunque el grupo de Yasumoto (1982) propuso por primera vez que la 

MTX activaba una corriente catiónica no selectiva, no fueron sino Dietl y VOlkl 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 electrofisiológicas, varios autores han 

reportado que la MTX activa canales catiónicos no selectivos (NSCC), y que éstos 

permean iones como Rb+, Na+, Mn2+ y Ba2+, Recientemente en ovocitos de 

Xenopus se demostró que el canal activado por la MTX es independiente del 

voltaje (Bielfeld-Ackerrnann y cols., 1998; Weber y cols., 2000; Martínez y cols., 

1999). 

Se encontró que la toxina activa este mismo tipo de canales en células HL-

60 (Musgrave y cols., 1994), en células f3 pancreáticas (Worley y cols., 1994, Leech 

y cols., 1997; Leech y cols., 1998), en células L de ratón (Estacion y cols., 1996), en 

células f3 transgénicas (Roe y cols., 1998), en ovocitos de Xenopus (Bielfeld

Ackermann y cols., 1998), en fibroblastos de piel de humano (Schilling y cols., 

1999), neuroblastornas (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 línea GH4Cl de hipófisis 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 asignó un papel fisiológico al canal catiónico activado 

por la MTX en células f3-pancreáticas. Se piensa que el canal está involucrado en 

la secreción de insulina, debido a que la MTX activa la misma corriente catiónica 

no selectiva, activada por las hormonas como el péptido GLP-1 (Péptido 1 

semejante al Glucagón), el polipéptido activador de la adenilato ciclasa de la 

hipófisis (PACAP) y el AMP cíclico (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 f3-pancreáticas (Leech y 

cols., 1998). 

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

de a una vía selectiva a Ca2+ como sugerían los ensayos bioquímicos 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 Ca2+ a la célula, lo cual puede provocar una 

despolarización y la consecuente activación de canales de Ca2+ dependientes de 

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

REGULACIÓN DEL CANAL CATIÓNICO NO SELECTIVO ACTIVADO POR 

MTX (NSCC-MTX) 

El canal activado por la MTX está modulado de manera directa y/ o 

indirecta, tanto por la cara externa como por la interna, por diferentes factores. 

Por razones históricas primero se revisará como se da la modulación extracelular. 

Que el Ca2+ extracelular modula la actividad de NSCC-MTX, o bien la 

unión de la MTX al canal, ha sido ampliamente documentado por diversos 

grupos. Se ha demostrado que es necesaria la presencia de Ca2+ extracelular para 

que la MTX active al canal (Gusovsky 1990). Este fenómeno 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 Ca2+ evitan la activación de 

la corriente NSCC-MTX (Martínez-Francois y cols., 2001), lo cual sugiere 

fuertemente que se necesitan concentraciones fisiológicas de Ca2+ extracelular 

para que el canal sensible a la MTX sea activado. 

Con respecto a la modulación intracelular, recientemente se ha reportado 

que la activación del NSCC-MTX está regulada por las concentraciones 
;'·.·· ,· 

i11tracelulares de ATP, por agentes reductores como el DTT, por tripsina (Leech y 

C()ls;~J998), y por la genisteína (Leech y cols., 1997; Leech y cols., 1998). Además, 
- :' ·,,.. 

· la ~~~tracia de Ca2+ inducida por la MTX también es sensible a la genisteína en 

icéh1la~'epiteliales de tráquea de conejo (Venant y cols., 1994), en células 13-

péUl.~r~éÍticas (Leech y cols., 1998) y en insulinomas (Leech y cols., 1997). 

En las células 13-panqeáticas experimentos con soluciones intracelulares 

libres de ATP el NSCC-MTX se activa espontáneamente, lo cual sugiere que el 
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ATP inhibe la actividad del canal; sin embargo, incubaciones prolongadas con 

solu,ciones intracelulares libres de ATP inhiben la activación de NSCC-MTX por 

la toxina (Leech y cols., 1998). Lo anterior representa una fuerte sugerencia de 

que la activación de este canal depende del ATP, ya sea directamente, o a través 

de un mecanismo que requiere de ATP, como la fosforilación. 

En las células MDCK, la sensibilidad a la toxina aumenta si se utiliza 

PDBu, un activador de la proteína cinasa C (PKC) (Olivi 2000). Todos estos datos 

parecen sugerir que la respuesta a la MTX está modulada por una cascada de 

segundos mensajeros que involucra procesos de fosforilación 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 activación de NSCC-MTX por esta toxina. 

EFECTOS SECUNDARIOS 

HIDRÓLISIS DE FOSFOINOSÍTIDOS 

Los primeros estudios realizados con la MTX reportaron que esta toxina 

promueve la hidrólisis de fosfoinosítidos en una gran variedad de preparaciones 

(Gusovsky y Daly, 1990). Estos datos sugieren que la MTX genera dos segundos 

mensaj~ros: ~~ i,nositol l,4,5 trifosfato (IP3), que induce la liberación de Ca2+ del 

retículo ~~d6pf~1mico, y el diacilglicerol(DAG), que activa a la proteína cinasa C 

<:KC).LiJv1T~it;6_~osalaf()rmaeiónde IP3 en miocitos de aorta de rata (Berta y 

. ;:~Jo~f «~~~l~~;~~~i~~~d:n:::::b~::::d :~:~:, :~º:::::.,:: 
(GúsovskY:Y é:ó¡s:;i989). Sin embargo, esta hidrólisis no se observa en ausencia 

de Ca2+ extracelular. En las células HL-60, la producción de IP3 inducido por la 

. MTX requiere de Ca2+ extracelular, pero este catión no se requiere 

extracelularmente para la producción de IP3 por el péptido quimiotáctico fMLP 

(Musgrave y cols., 1994). Además, la activación de la hidrólisis de los 

fosfoinosítidos por la MTX no es sensible a la toxina pertussis, mientras que la 

activación de la hidrólisis de los fosfoinosítidos producida por el péptido 
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quimiotáctico es inhibida por dicha toxina (Gusovsky y cols., 1989). Así, por lo 

menos en esta línea celular, la MTX claramente afecta la hidrólisis de los 

fosfoinosítidos a través de un mecanismo diferente a los mecanismos propuestos 

para los receptores clásicos acoplados a proteínas G. 

Como la MTX induce hidrólisis de fosfoinosítidos en cada sistema 

probado (Sladeczek y cols., 1988), y en cada caso las respuestas son dependientes 

de Ca2+ extracelular, es probable que la formación de fosfatos de inositol sea 

secundaria a la entrada de Ca2+ a la célula (Gusovsky y Daly, 1990). 

Puede ser que la MTX interactúe con alta afinidad con componentes de la 

membrana que son parte de los mecanismos de acumulación de Ca2+. Estos 

sistemas de acumulación 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 formación 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). 

LIBERACIÓN 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 pancreáticos se acompaña de un 

aumento de la liberación de hormonas y neurotransmisores (Takahashi y cols., 

1982; 1983; Lebrun y cols., 1987; Shalaby y cols., 1986). 

La liberación de norepinefrina (NE) por MTX en células PC12 es sensible 

al bloqueo por dihidropiridinas (Takahashi y cols., 1982). En contraste con la 

gran estimulación de la MTX de la liberación de NE, un ionóforo de Ca2+ tiene 

solo efectos mínimos sobre dicha liberación. 

En las neuronas del estriado, el Co2+ bloquea por completo la entrada de 

Ca2+ activada por MTX, mientras que sólo reduce parcialmente la liberación de 

ácido y-aminobutírico (GABA) provocada por la toxina, sugiriendo que el 
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aumento en la entrada de Ca2+ no es necesario para los efectos de la MTX en la 

liberación del neurotransmisor en este sistema (Pin y cols., 1988). 

También se han investigado los efectos de la MTX en la liberación de ácido 

araquidónico de fosfolípidos marcados con [3H]araquidonato en células PC12 

(Choi y cols., 1989). La MTX parece activar con mayor potencia la liberación de 

araquidonato que estimula la hidrólisis de los fosfoinosítidos. El efecto de la 

MTX en la liberación de araquidonato se bloquea por Co2+, Mn2+ y Cd2+. 

La liberación de hormonas y neurotransmisores provocada por MTX en la 

mayor parte de los sistemas probados depende de la presencia de Ca2+ en el 

medio extracelular. 

También existe evidencia que indica que dicha liberación producida por la 

MTX depende del Na+ en el medio extracelular; en medio con bajo Na+, la 

liberación 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 reducción 

en la capacidad de las células para disminuir los niveles intracelulares de Ca2+ a 

través de la vía de intercambio Na+ /Ca2+ en medio con bajo Na+ (Gusovsky y 

Daly, 1990) o de la participación de un canal de Na+ en el mecanismo de 

liberación. Otra posible explicación sería que la MTX requiere Na+ para producir 

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

demostraremos en la sección de resultados de la presente tesis, el Na+ 

extracelular es un poderoso modulador de la entrada de Ca2+ activada por la 

MTX. 

CONTRACCIÓN MUSCULAR 

La MTX induce la contracción, de forma dosis dependiente, en una gran 

variedad de preparaciones de músculo aislado incluyendo: aorta de conejo 

(Ohizumi y Yasumoto, 1983a), músculo liso intestinal (Ohizumi y Yasumoto, 

1983b), duodeno de conejo (Legrand y Bagnis, 1984), el conduto deferente del 
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cobayo {Ohizumi y cols., 1983) y el músculo cardíaco de cerdo y rata (Kobayashi 

. y cols., 1987a). También se ha demostrado que la MTX aumenta la actividad 

contráctil en estudios con las células cardíacas aisladas (Kobayashi y cols., 1985). 

Los efectos de la MTX en el músculo desaparecen al eliminar el Ca2+ 

extracelular o por medio de la acción de antagonistas de canales de Ca2+. 

En el caso de la contracción de la aorta de conejo, en una solución libre de 

Ca2+ extracelular, las respuestas contráctiles producidas por la reintroducción de 

Ca2+, Sr2+ o Ba2+ se potenciaron después del tratamiento con MTX y fueron 

bloqueadas por el verapamil. El mismo efecto obtenido con la toxina fue 

reproducido con altas concentraciones de KCI extracelular, una manera de 

activar canales de Ca2+ dependientes de voltaje en este tejido. También se 

demostró qüe el mecanismo de acción de Ja MTX es diferente que el del ionóforo 

de Ca2+ 1Z3187. De tal forma que Ja entrada de Ca2+ parece ser necesaria para Jos 

efectos d~la':rvlTX sobre Ja contracción muscular. 
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JUSTIFICACIÓN 

La MTX moviliza caz+ en todas las células estudiadas. La explicación más 

simple de este fenómeno sería que la MTX actúa como un ionóforo de Ca2+; sin 

embargo, existe evidencia que indica que la MTX no posee actividad 

ionoforética, lo cual permitió sugerir la existencia de un receptor para esta toxina 

altamente conservado a lo largo de la evolución. Cabe resaltar que la respuesta a 

la MTX se ve disminuida con genisteína. Todos los datos hacen suponer que 

además de reconocer selectivamente a un receptor está molécula es capaz de 

desencadenar una cascada de señalización. 

Con base en los antecedentes expuestos anteriormente, nuestro interés 

consiste en identificar los mecanismos por medio de los cuales la MTX estimula 

la movilización de iones a través de la membrana plasmática. 

HIPÓTESIS 

La MTX se une a una entidad proteica de la membrana plasmática con gran 

afinidad. La unión estimula una cascada de segundos mensajeros que culminan 

con la activación de una corriente catiónica no selectiva lMTX responsable del 

aumento del Na+ y Ca2+ intracelulares. 
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OBJETIVO GENERAL 

Caracterización de las vías activadas por la rnaitotoxina en células de mamífero. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

l. Caracterización de la corriente iónica inducida por la MTX. 

2. Estudiar la modulación 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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METODOLOGÍA 

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 atmósfera controlada a 37 "C y 5 

% de C02. Para disociar las células del plato de cultivo se incubaron en solución 

de EDTA (en mM: KCl 5, NaCl 140, EDTA 0.5, HEPES 10; el pH se ajustó 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+]i Y [Na+]i. 

Para determiriardos niveles de [Ca2+]i y de [Na+]i se usaron indicadores 
. . . . -

fluorescentes específi~os para cada ion. Todas las determinaciones se hicieron 

con 1.5 mÍ .cl~{'C:éI\lÍas en suspensión y se colocaron en una celda del 

especirofidÜf6fii~f~(}'~e~i~ ·2 AMINCO-BOWMAN. Todos los experimentos se 

re~li~~rpB•'~€~i~f~~~i¿n·.constante. 
· En1Ós:~xp~~¡~·el1.tos de medición de la [Ca2+]i se usó el indicador Fura-2AM. 

E~ ~¡l:~j~aici·';i~'i .. ~~lulas se incubaron con 3 µM de Fura-2AM y 0.5 % de ácido 

pforóni¿() p·(}~'{'hi'.',en solución fisiológica (SF) (en mM: NaCl 140, KCl 5, MgCh, 

HEPES 10, Gh.Í~osa 5, CaCh 1.8 y BSA 0.1 %; el pH se ajustó a 7.4 con NaOH). 

Despué~ seJa\Táron dos veces con SF y se incubaron por 10 minutos en SF sin 

c~2+. Las célul~s ~e disociaron como se mencionó anteriormente, se lavaron 3 
. . . . .-,, . 

v.eces para eliminar la tripsina, y se resuspendieron a una densidad de 1.5-2x106 

cel/mld~s~;Se,tomaron 1.5 ml de células en una celda del espectrofluorómetro. 
·.· .. ,·.:: .. · ··::·; ,_,_ 

LaJongi~{.¡'d.,ct~ onda de excitación para el indicador Fura-2AM, se alternó entre 

340 y 3SO\nm cada 2 segundos y la emisión se colectó a 510 nm. Cada 
' - . ' '· ' . ~ ' ' . : 



26 

experimento fue calibrado individualmente. Para obtener la fluorescencia 

máxima las células se lisaron con 0.1 % de Tritón X-100. Para obtener la 

fluorescencia mínima se llevó a cabo la medición en presencia de 20 mM de 

EGTA. Los valores obtenidos con este procedimiento se usaron para determinar 

[Ca2+ ]i de acuerdo con la ec~ación descrita por Grynkiewicz y cols., 1990. 

En los experimentos de determinación de [Na+ ]i se usó el indicador SBFI. El 

método es el siguiente: se disociaron las células del plato de cultivo como ya se 

mencionó. Las células se lavaron 2 veces con SF sin Na+ (en la SF se reemplazó el 

ion Na+ con 120 mM de N-Metil-0-Glucamina), y se resuspendieron en 1.0 mi de 

SF sin Na+ con 10 µM de SBFl-AM y ácido plurónico al 1 %; se incubaron por 1 hr 

a 37 ºC, y se centrifugaron por 10 min. a 1000 x g y se resuspendieron en 1 mi de 

SF-s/Na+ Finalmente se tomaron 0.2 mi de células más 1.3 mi de SF (4-Sxl06) y se 

colocaron en la celda del espectroflurómetro. La longitud onda de la excitación 

para el indicador SBFl fue de 358 nm, y la de emisión se registró a 500 nm. Para 

obtener la florescencia mínima se calibró en ausencia de Na+, lisando las células 

con Tritón X-100, y para obtener la fluorescencia máxima agregamos Na+ al 

lisado hasta obtener la fluorescencia máxima. 

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 incubación, se 

colectó el medio. La actividad de lactato deshidrogenasa se determinó de 

acuerdo con el método de Vassault (1983). En resumen, se mezclaron 25 µI del 

Ill~~di~ de incubación con 1.25 mi de amortiguador A que contiene: Tris 81.3 mM, 

Nac:fr 203.3 mM y 244 µM NADH (pH 7.2). La reacción se llevó a cabo por la 

a'ctidón de 0.25 mi del amortiguador A, que contenía además 9.76 mM de 

piruvato de Na+. La absorbencia se midió a 340 nm en un espectrofotómetro cada 
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30 seg durante 5 minutos. La actividad de la enzima (nmolas NADH/ml/min) se 

calculó a partir del cambio de la absorbencia. 

CLONACIÓN DE src ACTIVA E INACTIVA EN EL VECTOR DE EXPRESIÓN 

pcDNA3. 

El vector pUSE srcY529F (upstate Biotechnologtj) se cortó con la endonucleasa 

de restricción (ER) EcoRI; los extremos se rellenaron con dNTPs, utilizando la 

subunidad grande de la DNA Polimerasa 1 (Klenow). Nuevamente el plásmido fue 

cortado con la ER Not I. De esta forma se liberó el fragmento que codifica para la 

proteína src activa (1782 pb) del plásmido. El fragmento se clonó en el sitio múltiple 

de clonación del plásmido pCDNA3 en la orientación BamHI-Notl. La preparación 

del pCDNA3 se realizó de la siguiente manera: el plásmido se cortó con la ER 

BamHI; una vez lineal se procedió a rellenar los extremos. Nuevamente se cortó con 

la ER Not I y posteriormente defosforilamos el extremo 5' del plásmido con la 

enzima CIP (fosfatasa alcalina de intestino de ternera). El plásmido y el inserto se 

ligaron a 16 ºC toda la noche en presencia de la enzima T4 ligasa. Con la mezcla de 

ligación se transformaron células de bacterias competentes (cepa DHSa.). Se 

analizaron 4 colonias transformantes con enzimas de restricción. Las clonas que 

mostraron el patrón de restricción correcto se secuenciaron con el oligonucleótido 

universal 17. 

TRANFECCIÓN DE LAS CÉLULAS. 

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 retiró el medio 

de las cajas de Petri y se agregó la siguiente mezcla: 75 µl de lipofectina (GIBCO) 

y 15 µg de DNA. Las células con la mezcla se incubaron por 24 horas, como se 

mencionó en la sección 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 más relevantes de este trabajo de tesis se encuentran plasmados 

las siguientes secciones: 

PARTE l. 

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

intracellular and extracellular cations. 

Primer Autor. 

Aceptado para su publicación en la revista Toxicon. 

PARTEII 

Efecto de inhibidores de cinasas de tirosina y de la sobreexpresión proteína src en 

la entrada de Ca2+ inducida por Maitotoxina. 

Datos no publicados. 
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SECCIÓNI 

MORALES-TLALPAN, V. AND VACA, L. MODULATION OF THE 

MAITOTOXIN RESPONSE BY INTRACELLULAR AND EXTRACELLULAR 

CATIONS. 

PRIMER AUTOR. 

ACEPTADO PARA SU PUBLICACIÓN EN LA REVISTA TOXICON. 

Eri éste trabajo encontramos que la MTX activa una entrada de Ca2+ y de Na+ en 

.. ert células CHO. La respuesta a la MTX depende de la concentración de toxina .. , .. ' . ~ ., ' .· .. ' 

utiif~ada; ~s decir, la respuesta es dosis dependiente. Esta respuesta se satura a 

·. cC:i.ri~en'fi'~ci~l1es cercanas a 1 nM de toxina. Dosis mayores no aumentaron la 

ent1;acl~{·<l~·''~i2+ ni de Na+. Los datos anteriores apoyan la hipótesis de que la 

M.T~:~&.d~í~·~j~rc~r sus efectos al interactuar con un receptor específico en la 

ITlel1lb¡.~~~j'i~1~smática de estas células. 
\"•, '·.::-._~-¿;"~· 

· .<La7~espuesta a MTX es modulada por el Na+ y el Ca2+ extracelular. La 

entrada d~ 'Ca2+ en respuesta a MTX no depende de la presencia de Na+ 

·• 'eX:t~a~elttlar; sin embargo, en ausencia de Na+, la entrada de Ca2+ a la célula es 

. más rapida. La entrada de Na+ inducida por la MTX depende completamente de 

·· la:presencia de Ca2+ extracelular. Los resultados anteriores sugieren que tanto el 

Na<: como el Ca2+ podrían estar entrando a la célula por la misma vía de 

. · · permeación. 

La respuesta a la MTX también está modulada por el Ca2+ intracelular. La 

E?leya7ic)~,d~_l Ca2+ intracelular potencia la entrada de Ca2+ inducida por la MTX. 

La respu~st~ se satura y alcanza su grado máximo con concentraciones de Ca2+ 

intE~c~i~far'~ercanas a los 200 nM. En ausencia de ca2+ extracelular, la elevación 

del Ca~+ iÍltracelular es suficiente para reestablecer parcialmente la entrada del 

· Na~idd~cida por la MTX. 

La MTX no altera la permeabilidad de la membrana a macromoléculas; no 

se encontró actividad de LDH en el sobrenadante de células tratadas hasta con 5 
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nM de MTX. Esta concentración de MTX es más del doble de la concentración 

utilizada en los ensayos fisiológicos. 
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Ábstrnct 

, The nlm of the present study was to characterize 1he role played by inlracellular and extracellular cnlcium and sodium on the 
mailotoxln (MTX) response in Chinese hamslcr ovary (CHO) cells. The results presenled here indicated that: (1) MTX nclivates 
calcium and sodium inllux in a concentration-dcpcndent manner; (2) extracellular calcium is required for the sodium inllux; (3) 
removnl of the extracellular sodium did not preven! 1he MTX-induced calcium inllux: (4) elevation in the intracellular calcium 
concentration polentintes the MTX response; and (5) MTX, ni the concentrations tested, did not compromise cell viability. 
© 2001 Elsevicr Scicnce Lid. Ali rights rcservcd. 

Keywords,• Mnitotoxin; Calcium influx: Sodium innux; Cldnese hamstcr ovary cclls 

1. lnlroduclion 

Ciguatera is an importan! form oí human poisoning 
caused by the consumption of seaíood contaminated wilh 
toxins from the dinollagellate Ga111/Jierclisc11s 10.tic11s. The 
disease is charncterized by gastrointestinal, neurological nnd 
curdiovasculnr disorders, and in cases of scvcrc intoxication 
paralysis, coma nnd death. Symploms may persist for 
months or years, or recur periodically (Lehane and Lewis, 
2000). Two types of toxins might be in volved in Ciguatern 
poisoning: mnitoloxin and ciguntoxin (Yasumoto el ni., 
1976). 

Maitotoxin (MTX) is a water-soluble polyether with n 
molecular weight of 3422 Da (Gusovsky nnd Daly, 1990). 
The complete structure of MTX has been elucidntcd 
rccently, showing a long C 1., chnin, 32 ether rings, 28 
hydroxyl groups nnd two sulfate esters (Murntn et al., 
1994). This toxin is relatively stable in nlkalinc but not 
ncidic condilions (Muratn and Yasumolo, 2000). 

MTX has attracted considerable nucntion ovcr the las! 
fcw years for thc following rcasons. This toxin is the most 
polen! marine 1oxin known to date, with n Jethnl dose oí 
0.17 µg/kg in mice (Ynsumolo el ni., 1979). MTX elicits 

• Corrcsponding au1hor. Tel: +525-622-5654: fax: +525-622· 
5611. 

E-mail address: Jvnca@ifisiul.unum.mx (L. Vaco). 

cnlcium inHux in ali the cells and tissucs tcsted (Escobar 
et al., 1998). The clevntion oí intrnccllular cnlcium conccn
lration ([Ca,. Ji) induced by MTX lead lo sccondary evcnts 
including phosphoinositidc brenkdown (Gusovsky et al .. 
1989), arachidonic acid rclcasc (Choi el ni.. 1989). muscle 
conlraction (Ohizumi and Yasumolo, 1983) and sccretion oí 
dopamine (Taglinlatela et ni., 1986) norepincphrine 
(Takahnshi el al., 1983) and insulin (Soergcl et al., J 990; 
Lcech nnd Habener, 1997). 11 is thc lnrgest non-biopolymcr 
known. Finnlly, MTX docs 1101 appcnr to havc ionophoretic 
activity anc.1 might produce its cffccts via a putativc receptor 
(Tnknhnshi el al., 1982). Recen! studics provide evidcnce 
suggesting thnl MTX is ncting vía a plnsmalcmmal protein, 
which is modified by cxtraccllular lrypsin (GUJierrez et al., 
1997) and intraccllular lrypsin digcstion (Lccch and 
Habcner, 1998). Thcse rcsults and thc fac1 1ha1 MTX acli
vatcs cationic channcls with similar clcctrophysiological 
propcrtics in a widc range of tissues, suppons thc hypothcsis 
oí a yet unidenlificd MTX receptor (Escobar et al .. 1998). 

A grcat numbcr oí pharmacological, biochcmical and 
clectrophysiological studies position MTX ns n channcl 
activator (Gusovsky and Dnly, 1990). Recent electrophysio
Jogical studies havc rcvealcd that the channel activated by 
MTX is vollnge-indcpendent (Escobar el al., 1998). This 
toxin activatcs a nonsclcctive cation currcnt (/Nsd in 
MDCK cells (Diell and Volkl, 1994), HL-60 cells 
(Musgrave et al., 1994), human skin fibroblast (Schilling 

0041-0101/01/$. see front mnttcr lO 2001 ElscvierScicnce Ltd. Ali rights rescrved. 
Pll: 50041-0101(01)00237-9 
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el al.. 1999), insulinoma cell (Lccch and llabcncr, 1997), 
µ-ce lis (Worlcy el al., 1994; Lccch and 1 hlbcner, 1998; Roe 
el al.. 1998), Xe11opu.,· lac.•\•is oocylcs (Biclfcld-Ackcrmann 
el al.. 1998) and mouse L cclls (Estacion el al .. 1996). In {3 
cclls /Nsc is indistinguislmblc frmn thc insulinotropic 
hormones GLP·I amJ PACAP-uctivatcd currcnt (Lccch 
m1d Habencr, 1997). 

MTX rcquircs thc prcscncc of cxtraccllular calcium to 
cxcrt its ctfccts, and in scvcrnl stm.Jics somc of thc MTX 
cfTccts wcre parlially Na+ -dependen! (Sorrcntino el al., 
1997). For instance, in dilfcrentia1cd ncurons, GABA 
relense induccd by MTX was dependent 011 lhe presence 
of externa) sodium (Pin et al., 1988). In hit cells thc activa
tion of thc MTX-scnsitivc currcnt is dcpcndcnt on intraccJ .. 
Julnr calcimn (Lccch and Habcner. 1997). The reasons for 
thc sodium and calcium rcquircmcnts in thc MTX cffccts 
renrnin lllrgcly uncxplored. 

2. Material and mcthods 

2.1. So/111io11s cmd reagellls 

Ali salls uscd are analytical grade. Fura-2/AM and 
SBFl-AM were obtaincd from molecular probes (Eugenc, 
OR). Trypsin 1 :250 (from porcine pancreas, uctivity 1,300 
BAEE units/mg solid), N-[2-hidroxuethyl]-piperazine-N'
[2-cthanelsulfonic ucid] (HEPES), N-mcthyl-D-glucaminc 
(NMDG), Thapsigargin (TG), Ethylcne glycol-bis(/3-
aminoethyl ether)-N,N,N1,N1,-tctra acctic acid (EGTA), 
NADH, Sodium Piruvatc, Albumin Bovinc (BSA) and 
othcr reagcnts wcre purchased from SIGMA (St Louis, 
MO). Mailotoxin was purchascd from CALBIOCHEM 
(La Jolla, CA), and was storcd in aliquots in ambcr-colored 
glass vials al -70ºC as an nqucous stock solution (6 µM) 
wilh O.O 1 % BSA. 

Ringer solution contained (mM): 145 NnCI, 5 KCJ, 2 
MgClz, 1.8 CaCl 2, JO HEPES, 1.0% BSA, pH 7.4 wiÍh 
HCI. In expcrimcnts wilh low cxtraccllular Na+, this cation 
wns replaccd with NMDG. 

2.2. Cel/ c11/111re 

CHO cells wcre maintnined in DMEM (SIGMA) 
supplcmenlcd wilh 10% heat-inactivated fetal bovine 
serum, 25 ng/ml nmphotericin B, 100 µg /mi slrcptomycin, 
100 units of pcnicillin and 2 mM L-glutamine (G!BCO, 

' Grans lsland, NY). Cells wcre grown on 100 mm plnstic 
tissue culture dishes (COSTAR, Cambridge, MA, USA) ni 
37ºC in a humidificd ntmosphcre (95:5 0 2/CO:). Only 
conflucnt cells were used in this study. 

2.3. /111racel/11lar calcium meas11rcmen1s 

CHO cclls wcre loadcd with 5 µM Fura-2AM 
(acclox:tmclyl ester) for 1 h. To improve loading, pluronic 
ncid (0.5%) was addcd to the Joading mcdimn. Aftcr lhis, 

cclJs wcrc rinscd twicc ami incubatcd far 1 O min in Furn· 169 
2AM-frce solution, The cclls wcre dispcrsed with trypsin 170 
0.25%, and rinsed twice to climinatc thc lrypsin and placed 171 
in thc cxtraccllular solution to a fin::ll conccntrntion of 172 

1.5-2.0X 106 cells/mL Cells were placed in the cuvcnc of 173 
an Aminco·Bowman series 2·1umincsccnce spcctromctcr. 174 

The excitation wavclength allernated between 340 and 175 
380 nm cvery 2.0 s and thc emission was colleclcd at t 76 
51 O nm. Each experiment was individually calibraled to t 77 
obtain the maximal tlorcsccnce by solubilizing lhc cclls 178 
with 0.1 % Triton X-100, to rcleasc incorporated Fura-2AM. 179 
Minimum fluorcsccncc was obtaincd by quenching 180 

Fura2-AM with 20 mM EGTA. The valucs obtnined with 18t 
lhis proccdurc wcre used to calculatc to [Cn2+ Ji nccording to t82 
the prcviously publishcd methods (Grynkiewicz et al., 183 
1985). 184 

185 
2.4. l111race/111/ar sotli11111 meas11rcme111s 186 

Thc cclls wcrc loadcd wilh 10 µM SBFI for 1 h. After this 
incubation period, thc cclls wcrc rinscd twice and incubatcd 
for 30 min in SBFJ-frcc solulion. Thc cclls wcrc dispcrscd 
as mcntioncd previously. The excitation wavclength wns 
358 nm and the emission was collccted al 510 nm cvery 
2 s. Each expcriment was individually calibrated to obtain 
the maximal tlorescence with 300 mM NnCI and the mini
mal lluorescence was oblained with Triton X-100. The 
values obtnincd with lhis procedure were used to cnlculale 
to [Na+¡¡ nccording to !he mclhod of Harootunian et al. 
( 1989) nnd Zhao et al. (1995). 

2.5. Da1t1 ji11i11g 

Dose response curves wcre filiad to a Hill equation of the 
fonn: 

y= V,,.., •xA11/(kt\11 +xA11) 

wherc Vmu = maximum calcium/sodium value, 11 = hill 
numbcr, k = half activation constnnt and x = time. 

Individual sodium nnd cnlcium traces were fittcd to n 
sigmoidnl equation of the form: 

y= a/(J + exp(-(x - x0 )/b)) 

whcrc a= mnximum calcium/sodium vnlue, b =time 
constant, .r0 =y valuc at x =O and x =lime. 

2.6. Lt1cltlfe de/Jydrogcnnse activil)' 

CHO cells were tcsted for mcmbrane damagc aftcr 
JO min of incubation with severa) MTX concentrations in 
the extracellular solution. The Jaclate-dehydrogenase acliv
ily (EC 1.1.27) was detcrmined according to Vassault 
(1983). Brielly, 25 µI of incubation medium was mixed 
with 1.25 mi of a buffer containing 81.3 mM Tris, 
203.3 mM NaCJ, nnd 244 µM NADH (pH 7.2). The rcaction 
was triggcred by addilion of 0.25 mi of 81.3 mM Tris, 
203.3 mM NaCJ and 9.76 Sodium Piruvate. Absorbancc at 
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Pig. 1. MTX increnses the intmccllular cnlcium in u dose·dependent 
munner. (u) Represenlntive exumples of the time coursc of changes 
in [Cn2+); induced by severa! concentrations of MTX (shown in pM 
ut lhe right of figure). MTX wns ndded al the polnt indicnted by the 
vertical unow. (b) Conccntrution-response curve obtnined from four 
cxperiments similar to the one illustratcd in (n). The vnlues show the 
mean ± st1mdnrd deviation measured 400 s nfter uddition of MTX 
[indicuted by the vertical unow in (a)]. The solid Jine shows the fit to 
n Hill model with hnlf nctivntion constnnt of 713 pM of MTX. 

340 nm was mensured in n spec1rophotometer every 30 s for 
5 min. Enzyme nctivity (nmoles NADH/mVmin) wns 
cnlculnted from the change in absorbance. 

MTX incrcases intrace//11/ar ca/cium a11CI sodiwn 
::c,omoe1.11r<lli<ms in a tlose-dependent manner 

incrcnsed intracellular calcium in Fura-2AM
. Jonded CHO cells in n concentration-dependcnt manncr. 
The rise in calcium consistcd of 1wo phascs: a rapid incrc· 
ment, which occurred immediately after thc addition of the 
toxin, followed by n plateau phase where calcium remained 
eJevnted for the durntion of the experiment. Thc slopc of the 
first phase increased with higher toxin concentrntions reach
ing snturation around 800 pM [Fig. 1 (a)]. Fitting the data to 
n sigmoidal function (Section 2) produced time constan! of 
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f'ig. 2. MTX increases lhe intrncellulur sodium in a dose·dependent 
manner. (a) Representative exnmples of the time course of changes 
in (Na+ Ji induced by severat concentrations of MTX (shown in pM 
ut the right offigure). MTX wus added nt thc point indicuted by the 
vertical urrow, (b) Concentration-response curve obtuined from four 
experiments similar to (a). Tite values show thc mean .:t: standard 
deviation mensurcd 400 s nftcr nddition of MTX [indicated by thc 
vertical nrrow in (n)]. The solid Jine shows lhe fit to a Hill model 
with half nctivation constnnt of 1.29 nM. 

160 ± 80 s with 1 nM MTX (11 = 6, data not shown). Toxin 
concentrntions below 0.1 nM did not cause any nppreciable 
change in intracellular calcium. The increments in calcium 
reached saturntion al 800 pM MTX. Higher toxin concen
trations did not produce any funhcr incrcmcnt of thc in1ra· 
cellular calcium concentration [Fig. l(a)]. 

Thc dose-response curve w'1s wcll fitted by a Hill 
cquarion (Scction 2) producing a maximum culcium 
elevation = 491 ± 39.4 nM, and half activation constan! 
(K,o)=713pM[Fig. l(b)]. 

MTX incrcascd thc intrncellular sodium conccntr.uion 
([Na+ )1) of SBFI-AM-loaded CHO cells. This effcct wns 
ulso conccntration dcpcndcnl, and rcachcd saturation with 
1 nM MTX [Fig. 2(a)]. The elevation in [Na' )i showcd the 
sume two phascs prcviously dcscribcd for thc incrcmcnts in 
intracellular calcium. Thc slope of the rapid change in [Na' )1 
incrcased also with highcr toxin conccntrations. Htting 1hc 
sodium risc to a sigmoidal function pro<luccd time constants 
of 174 ± 65 s wi1h 1 nM MTX (11 = 6, data not shown). 
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Fig. J. Modulation by extrncellulnr Cn2+ of tite Maitotoxin 
response. (u) Represenuuive experiment showing the cffect of 
removing the extracellulnr Cn1+ on the sodium inílux induced by 
MTX. Toxin was ndded ut 1he point indicnted by venical nrrow. 
Control cells are in 1.8 mM CaCl2 in thc extracellulnr solution. The 
( l [Cul•)c) cdls were mnintained in S mM EGTA (cero cnlcium 
ndded) for the duration of tite experiment. (b) Pooled data illustnU· 
ing the elTect of remnving extrncellulnr Col+ in four independent 
experiments. Tt1e dala shows the mean ± standard deviation sodium 
vnlues (in mM) mea.sured 400 s after the nddition of MTX. The 
val u es show 30.6 ± 1.5 umJ 9.93 .:!: 1 mM Na+ in the prescnce 
nnd absence of extrnccllulnr Cal+. respcctively. 

Thc dosc-rcsponsc cuivc was fi11ed to a Hill cquation 
resuhing in n maximum [Na+¡¡ incremenl of 27.48mM 
nnd a K,0 = J.2 nM MTX [Fig. 2(b)]. 

Thesc rcsuhs indicalc 1hat MTX nclivnles cnlcium nnd 
sodium influx in a dose-dependent manner. The rise in 
calcium and smlium has similar time constants and both 
cvents snturatc with around 1 nM MTX. 

3.2. Moc/11/atio11 by extrace/111/ar catio11s of tire Maito10.ti11 
response. 

There is some evidence in the JiternJure indicnting that 
extracellular cnlcium nnd/or sodium are required for the 
nc1ivmion of lhe MTX response. To invcstigatc the 
dependence of the MTX response on the presence of extra
cellulnr cnlcium nnd sodium, we perfom1cd experiments in 
which cnlcium or sodium wns omi11ed from the extracellular 
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Fig. 4. Modulntion by extracellular Na+ of the Maitotoxin response. 
(a) Representative experiment illustrating the effect of removing the 
extrncellulnr Na+ an the MTX-induce<l Cu2+ inílux. The control 
obtaincd with 145 mM extracellular Na+. In the ( 1 [Na +]e) experi· 
mini Nn + wns replaced by 145 mM NMDG. (b) Pooled data illus
trnting the effect of removing extracellulnr Na+ in 8 indcpendent 
experiments. 111e data shows the mean .:!: sumdard devintion 
mensured 400 s nf1er the nddition of MTX. The vnlues for low 
Na+ = 337 ± 27 and 213 :!: 20 mM Cal+ for control. 

solution. Fig. 3(a) illustrates the clfcct of 1 nM MTX on 
CHO cclls loadcd with SBFI. 

Wilh physiologicnl cxlracellulnr calcium, MTX induced 
a typical sodium intlux [Fig. 3(a), upper lrace], however 
whcn calcium was omittcd from thc cxtemal medium 
(wilh EGTA) the MTX-induccd sodium influx was nbol
ishcd [Fig. 3(n), lower trace). This resull suggests lhat 
externnl calcium is indispensable for MTX-induccd 
sodium influx. Wc explorcd next thc role of extrncellular 
sodium on thc ¡¡ctivation of thc MTX-induced calcium 
influx. Whcn ali sodium was rcplaced by NMDG in the 
extrnccllular solution, MTX induccd cnlcium influx in 
Fura-2·1oaded cells, howcvcr. thc rime course of calcium 
inHux wns fastcr and thc platcau phase was reachcd enrlicr 
than control [in the prescnce of sodium, Fig. 4(n)]. The 
sustaincd calcium clevation in the absence of extrnccllular 
sodium was highcr thnn control, ns illustratcd in Fíg. 4(b). 
With 500 pM MTX. thc intraccllular cnlcium conccntra
tion was 337 :!: 27 nM (11 = 4) in thc absence of sodium 
nnd 213 :!: 20 nM (11 = 8) with sodium prescnt in lhe 
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Fig. S. The extrncellulur calcium polentintes the MTX responcc. (u) 
Representntive exnmples of the etTect of 20 pM MTX in cells 
previously stimulnted with severnl concentrntions of Thupsigargin 
(TO) to elevnte thc extmcellulur cnlcium. The first nrrow indicutes 
uddition of TG; the secom.I nrrow imlicntes the uddition of MTX. 
The symbols to the right indicatc the control in thc absence ofTG(·) 
and the TO conccntrution lesled of 20 ptvt ( + ), 2 nM ( + +) ami 200 
nM (+++). (b) 111e basal Ca?• concentrution (befare nddicion of 
MTX) is ploued ugninst the delln change in Cal-+ afler nddilion of 
MTX for each TG concemrnlion. 111e plot illus1rntes 1he potenlia
lion by intracellular Cn2+. The salid linc shows 1he lit to a Hill 
equntion wilh half nclivalion constnnl of 125 nM intracellular 
Ca2+ nnd n Hill number = 13. 

extracellulnr solution. Fiuing both experimcnts to a 
slgmoidnl function produccd time constants of 160 nnd 
500 s with NMDG nnd sodium, rcspcctivcly. This result 
indicntcs thnt in the nbscncc of sodium, the inllux of 
cnlcium is fastcr und rcnchcs thc plntcnu phnse enrlicr 
thnn with sodium prcscnt. This obscrvation suggests that 
sodium nnd calcium ore entering the ccll vin thc snmc 
conducting pathway. 

Thesc results indicalc thnt externa! cnlcium, but not 
sodium, is required for lhe action of MTX. The prcscncc 
of cxtrncellulnr sodium is not rcquircd for thc activation of 
cnlcium inllux by MTX; howevcr, thc MTX-induced 
sodium influx is completcly dependen! on thc presence of 
extrncellulnr cnlcium. 

3.3. /ntrace/111/ar c:alcium pole11tia1es MTX-i11duced ca/cium 
injlux 

To dctcrmim1tc if (Ca 2 + Ji influcncc thc MTX response. 
an ac.klitional series of cxpcrimcnts was undcrtakcn. 
Tapsigargin (TG), an agent 1hat sclcctively blocks Cn2+ 
upiakc by the cru.loplasmic reticulum Ca>+ ATPasc and 
thcreforc lcuds lo slow rclcase of Ca2

• from intcmal stores. 
wns used to induce a controlled elevation of [Ca>+ Ji. When 
TG incrcnscd thc intrnccllular basal calcium conccntration. 
the MTX-induccd calcium influx was significantly 
cnhanccd. The cfrnngc in calcium induccd by MTX was 
largcr ami fastcr wilh highcr intraccllular calcium conccn
trntions [Fig. 5(a)]. This cffccl saturates at inlraccllulnr 
calcium conccntrations of 200 nM. Thc corrclation bctwccn 
the prcvious basal calciurn induccd by TG with thc changc 
in calcium induced by a fix conccntration of MTX (20 pM) 
was fitted by a Hill cquation providing a hnlf activation 
constan! of 125 nM JFig. 5(b)J. 

To cvaluatc if Ihc cffcct of TG on thc MTX-induced 
calcium influx wns thc rcsult of a rcduced rnte of calcium 
rcmoval from lhc cytosol (duc to the blockade of the 
microsomal calcium ATPnsc), a series of cxpcrimcnts 
wcrc pcrformcd utilizing thc ionophorc ionomycin to induce 
a controlled elevation of intraccllular calcium prior to MTX 
stimulntion. Thc polcntiation cffcct observcd wilh TG was 
mnintaincd in thc expcrimcnts using 200 nM ionmnycin 
(data nol shown). 

Thcsc rcsulls indicalc that lhc clcvation in intraccllular 
calcium potentiatcs the influx of calcium induccd by MTX. 
This effcct is saturable, since calciurn incremcnts bcyond 
200 nM did not rcsult in furthcr polcntialion. 

Wc cxplorcd ncxt if MTX could activatc sodium influx in 
the abscnce of extraccllular calcium in cells with elcvated 
[Ca" Ji by thc addition of200 nM ionomycin. As prcviously 
shown (Fig. 3) wilh basal JCa2+ Ji, MTX failed to induce 
sodium influx when lhc cxtraccllular calcium was buffcrcd 
by the addition of EGTA. Surprisingly cnough, in expcri
mcnts whcre [Ca"Ji was clcvalcd by the addition of200 nM 
ionomycin, MTX induccd sodium influx in thc absence of 
exlrnccllular calcium. Thc incrcmcnt in [Na +Ji in ionomy
cin-trcatcd cclls was 36.7 :!: 9% of thc incrcmcnt induccd by 
MTX with basal [Ca" Ji and 2 mM cxtraccllulnr calcium 
(data not shown). 

This rcsult indicatcs 1hat in thc absence of extraccllular 
calcium, thc clevation of [Ca"Ji is sufficicnt to partially 
restare MTX effccls. 

3.4. MTX cloes IWI q/Ject ce// viability 

To invcsligatc thc possibility that MTX may alter 
mcmbranc pcnncability, thc activity of the cytoplasmic 
markcr lnctatc dehydrogcnasc (LDH) was dctennined in 
the supcrnatant of MTX-trcated cclls. The rclease of LDH 
was mcasurcd in abscncc (control) and prcscncc of severa) 
MTX conccntrations (Fig. 6). 
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Fig. 6. MTX !.loes not ult~r mernbrnnc pcrmeability. A represenlntivc experiment (11 = 4) oí the uctivity of LDH mensured in the supcmatant of 
CHO cells incuba1etl íor JO min ut the toxin concentrations indicatcd in the figure. Onsul indicates lhe LDH activity in cells incubated for 
JO min in MTX-frce medium. To mensure lhe maximum LDH activity, lhe cells were disrupted with Triton X-100; this value wns considercd 
100% of LDll uc1ivi1y. 

No mensurable LDH activity was detected in the 
supcrnntant of MTX-treated cells with loxin concentrations 
up to 5 nM, which is more than double the mnximum 
conccnlrntion tcstcd in the calcium nnd sodium inHux 
experimenls. This result suggests lhat MTX does nol alter 
membrnnc permenbility. 

4. Dlseussion 

4. J. MTX activares sodium and calcium i11jl11x 

Due to the fact thnt MTX activales calcium influx in ali 
cells nnd lissues tesled. it was originally proposed thal this 
toxin might be an ionophore (Gusovsky and Daly, 1990). 
Severa( lines of evidence, later on, provided importan! infor
mation conflicting wilh this original idea. lt has becn shown 
that MTX induced "ca" inHux in synaptosomes (Ueda et 
al., 1986) but not in liposomes (Taknhashi et ni., 1983). 
MTX did not uctivate channels in cell patches in the 
inside-out configum1ion; howcvcr, nctivation of cationic 
chnnnels can be uchieved in patches in the outside-out 
configuration (Dietl and Volkl. 1994). These results indicnte 
that MTX can activate NSCC only when applied to lhe 
outside of the rnembrane. Funhermore, MTX induced only 
one or two single channcls ovcr a widc rangc of toxin 
concentrations (Nishio et al., 1996). More recently we 
ha ve shown thal incubating the cells with lrypsin eliminated 
the MTX cnleium influx (Gutierrez et ni.. 1997). In the 
presenl study we have shown that MTX induces a dose
dependent, saturable influx of cnlcium and sodium. Also 
importan! is thc fael thnt MTX. at thc concentralions tesled, 
did not induce LDH leaknge, indicating that membrane 
disruption is not rcsponsible far thc incrcmcnts in sodium 
and cnlcium pcrmcability in thc cell. Ali thcse resulis 
strongly suggest thnt MTX is inducing its elfects by inlcr
acting with a target nt the plasma mcmbrane. Thc nacure of 
the pu1a1ivc MTX receptor remains to be cstablished. 

The half activation constan! obtained for thc cnlcium 
influx experiments (713 pM) was close to thnt for the 
sodium influx experiments (1.2 nM) and the time courses 
of both influxes followed n sigmoidal funclion with similar 
time constants (160 and 174 s for calcium and sodium, 
respectively). The influx of sodium was completcly depen
den! on the presence of free extracellular and intracellulnr 
calcium. The influx of calcium did not depend on the 
prcscncc of ex1racellular sodium; howcver, thc absencc of 
sodium in the extracellular solution accelerated the calcium 
influx. This result indicates that in the absencc uf sodium 
more cnlcium enters thc cell. These rcsults strongly suggest 
that thc inílux of calcium and sodium are occurring via thc 
samc conducting pathway, rnost likely a NSCC similar to 
those previously rcported to be activatcd by this toxin 
(rcviewed in Escobar et al., 1998). 

4.2. Calcium moc/ulates tire MTX response 

The finding that free extracellular and intracellular 
calcium is required far the MTX response is striking. 
Previous rcports in thc literature have shown that extracel
lular calcium is necessary for the MTX effects in a wide 
variety of cells (Gusovsky and Daly, 1990; Weber et al .• 
2000; Escobar et al., 1998; Sorrentino et al., 1997), 
howcvcr, this is thc first rcport illustrating the potentiation 
ofthe MTX response by increments in intracellularcalcium. 

The gross stereo structure of MTX resembles thnt of 
gangliosides (Konoki et al., 1999), in fact the gangloside 
GM 1 inhibits sorne of the MTX effects (Konoki et al., 
1999). Ganglosides are known to nggregate in membranes, 
forming stable clustcrs (Thompson and Tillack, 1985). 
Since MTX posscsses hydrophobic and hydrophilic regions 
(Konoki et al., 1999), it is fcasible thal MTX may freely 
associate with lipids in 1hc plasma mcmbranc. The incor
porntion of MTX into the plasma membrane may be regu
lated by the presence of extracellular calcium and, therefore. 
when there is no free calcium present, thc MTX effecls are 
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not obscrved. One can speculate that the association of MTX 
with its putative receptor at thc plasma mcmbrane might be 
calcium-dcpen<Jcnl. 

The polcnlinlion of the MTX cffccl by incrcmcnls in lhc 
inlraccllular calcium conccnlration may be produced by n 
diffcrcnt mechnnism. Thcre is nbundanl experimental 
evidcnce indicaling that MTX aclivatcs nonselcceivc calio· 
nic chnnncls (NSCC) (revicwcd in Escobar el al., 1998). 
Bascd on our cxpcrimcnlal findings and previously 
publishcd rcsul1s wc spcculale 11ta1 the MTX-ac1iva1cd 
NSCC might be modulatcd also by inlraccllular calcium. 
In fact, in cxpcrimcnls whcrc (Ca2+ Ji was clcvatcd by iono
mycin, MTX induccd n small sodium inílux in lhc abscncc 
of cxtraccllular calcium. This rcsult indicalcs lhal lhe clevn
tion of (Ca,.]i is sufficicnl far MTX Jo induce a partial 
response. Thus it appcars as if incrcnsing (Cn,.]i may rcsult 
in po1cntia1ion of channcl activity even in thc abscnce of 
cxlraccllular calcium. 

Allcrnalively, more complcx mechanisms can be 
envisioncd to explain 1he cffccts of [Ca,.]i on lhe MTX 
response, far instancc, calcium-cahnodulin interaclions or 
cnlcium-dcpcndcnl phosphorylnlion processcs involvcd in 
tite nc1ivntion of lhc NSCC by MTX. Ongoing expcrimcnts 
mny hclp to eiucidatc 1his point. 
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SECCIÓN 11 

EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE CINASAS DE TIROSINA Y DE LA 

SOBREEXPRESIÓN PROTEÍNA SRC EN LA ENTRADA DE Ca2+ INDUCIDA 

POR MAITOTOXINA. 

Datos no publicados. Articulo en preparación como primer autor. 

Con base en artículos publicados por diferentes grupos de trabajo, en los cuales 

describen a la genisteína como una sustancia capaz de disminuir la entrada de 

Ca2+ 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 participación de una cinasa de tirosina en la respuesta a la MTX. 

La genisteína y la tirfostina (inhibidores de cinasas de tirosina con 

estructuras diferentes), disminuyen la entrada del Ca2+ y Na+ inducida por la 

MTX. Por otra parte, la daidzeína, el análogo inactivo de la genisteína, no afecta 

la respuesta a la toxina. 

Los datos anteriores sugieren fuertemente que hay una cinasa de tirosina 

involucrada en la activación de la entrada del Na+ y Ca2+ inducidas por la MTX. 

Mas aún, la expresión de una forma constitutivamente activa de src (proteína 

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 

señalización, que incluye uno o varios pasos de fosforilación en los cuales está 

involucrada una o más 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 fosforilación esta implicada en la regulación de una extensa variedad de 

respuestas biológicas, que incluyen proliferación celular, migración, 

diferenciación y supervivencia de las células (Tomas y cols. 1997). La actividad 

de las proteínas cinasas de tirosina (PTK) es esencial para la transmisión de 

algunas de estas señales. 

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 

dé los).'esiduos de tirosina de algunas proteínas. Todos los RTK contienen una 

1.'E;!gi~~\{,o dominio de unión a ligando extracelular, que usualmente esta 

. ~lisp~}!.tido. La región extracelular esta conectada a una región citoplásmica por 

Ún~'.ill'~!ice transmembranal. La porción citoplásmica contiene una parte central 

cori :~{· dÓminio de cinasa y secuencias regulatorias que están sujetas a 
.. :."-.¡ 

autofo~forilación y a fosforilación por proteínas cinasas heterólogas . 
. - , - ~: ·-

:Los RTK se encuentran normalmente como monómeros, y para activarse 

requieren la unión de un ligando en la región extracelular. La unión del ligando 

al receptor induce que dos receptores se dimerizen, esta unión promueve la 

autofosforilación de los dominios citoplásmicos. Es decir, parte de un ligando se 

une a un receptor y la otra parte se une al otro receptor, esta unión es 

estabilizada por las interacciones entre los receptores (Schlessinger 2000). Sin 

embargo, 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 proteínas que están involucradas en vías de señalización. 

Muchos de los sitios probables de fosforilación están localizados en regiones no 

catalíticas de la molécula receptora. Estos sitios funcionan como sitios de unión a 

dominios SH2 (homóloga a src) o a los dominios PTB (sitios de unión a 

fosfotirosinas, phosphotyrosine binding) Por lo que los RTK, además de 

funcionar como receptores también funcionan como una plataforma de 

reconocimiento y reclutamiento de proteínas especificas. 

Las proteínas que contienen dominios SH2 y PTB son proteínas 

moduladoras por naturaleza. Muchas de estas proteínas, tienen actividad 

enzimática intrínseca y los módulos proteícos pueden interaccionar con 

proteínas, fosfolípidos o con ácidos nucleicos. Sin embargo, no son los únicos 

módulos proteicos, existen otros dominios proteicos que están involucrados en 

los procesos de señalización 

Los dominios SH2 son regiones altamente conservadas de 

aproximadamente 100 aminoácidos, que reconocen fosfotirosinas. Estos 

dominios se unen frecuentemente a dominios catalíticos. Muchas proteínas 

poseen un solo dominio SH2, mientras que otras poseen más 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 dominios SH3, son módulos de 60-85 aa que participan 

en la interacción proteína-proteína, y se unen específicamente a regiones ricas en 

prolina. Frecuentemente se encuentran cercanas a los dominios SH2 de la misma 

proteína. Otro tipo de dominios involucrados en la señalización son los dominios 

homólogos a Plekstrina (PH), denominados así por su homología con la proteína 

plaquetaria plekstrina. Se encuentra en una gran variedad de proteínas 

involucradas en la transducción de señales y en proteínas del citoesqueleto 

formados por dominios de 100 aa. Generalmente, estos dominios muestran una 

baja homología entre ellos, sin embargo lo que los hace parecido es entre sí es el 



42 

arreglo tridimensional que presentan. Los dominios PH se unen específicamente 

a PIP2 (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 (nRTI<), es 

decir las cinasas citosólicas. Cada variante estructural presuntamente actúa en 

algún proceso celular y/o en alguna una vía metabólica 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 proteínas se han 

descrito 9 familias, de las cuales la mejor caracterizada es la familia src. 

Src es· una proteína cinasa de tirosinas, del tipo no receptor, y esta 
.'' ,.,· .. 

involucrada en múltiples vías de señalización, las cuales incluyen adhesión 

celular, asociaciónicon integrinas, y asociación con factores de crecimiento 

previamente activ~tjos,~or sus respectivos agonistas (Thomas 1997; Zang y cols., 

1996). La activida~ ~¡\~imática de esta proteína, es regulada negativamente por la 
··' · .. :·· 

fosforilación en :~(:c~terminal en el residuo de tirosina (aminoácido 529). La 
- '.·._.,-~/'.:~,y . .. -

fosforilación. de' est'éfresiduo, crea un sitio de unión con el motivo SH2, como 
-·-:"-- ::-~<Y---~~-~N:<~"o?~~:·.- . 

resultado de esté}·~_ufüón ·se da un cambio conformacional lo cual restringe el 
. _.,. .--~ -~>- ·- ~ ~5:¿,~!:~_;r ... 

acceso al dorriiriiéi'.de'cinasa por sus substratos. La sustitución de la tirosina que 

se encuentra. ~~'.e.~f~( . .'~osición por fenilalanina, abate la interacción y el resultado 

es una .forfu~~'~d~~Útutivamente activa de esta cinasa. Por otra parte, la 
¡ _,_ -~--~-'.'.'·--:_·,,;-'. -·< -

sustitución áciia ~~ginina (residuo 297) por lisina en la región de unión a ATP en 

el sitio de_éÍ1~~é\cie tirosina, abate la actividad de fosfotransferasa de la enzima, 
~- ·,;.·:."/:(;'/¡_". 

lo cual resu.!~~,en una proteína constitutivamente inactiva, capaz de bloquear a 

los faéto~~~ci~"crecimiento ya estimulados (Thomas 1997). 
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La función biológica de las cinasas se ha explorado con la ayuda de 

inhibidores específicos. Estas herramientas farmacológicas han permitido 

argumentar la participación de las cinasas en procesos biológicos tales como la 

proliferación 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 genisteína y la tirfostina (ver figura 4). 

A 

e 

genisteína 
Peso Molecular 270.2 
FónnulaMolecular C 15H¡ 0 O.s 

tirfostina 
Peso Molecular 268.2 
Formula Molecular C13HgN40 3 

N~ 
HO ~ CN 

CN CN 
HO 

OH 

B 
daidzeína 
Peso Molecular M 254.2 
Fórmula Molecular C 15H¡o 04 

~l,üºH 
HOUOJ~ 

Figura 4. Estructura química de la genisteína, dadzeína y tirfostina.A: La genisteína (4',5,7,
trihidroxiisoflavona) es un compuesto que se encuentra en altas concentraciones en la soya. La Ki 
de este inhibidor es del orden µM; además de actuar como inhibidor de PTK también actúa como 
inhibidor competitivo del ATP; sin embargo, el ATP y la genisteína son estructuralmente 
diferentes, por lo que es posible que este compuesto reconozca diferentes regiones (Akiyama, 
1991). B: Estructura química del análogo inactivo de la genisteína; nótese que la variación en la 
estructura es de tan sólo un grupo OH C: Las tirfostinas son potentes inhibidores de la 
autofosforilación de PTK; estas sustancias se sintetizan químicamente. 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 elfin de determinar el papel de cinasas de tirosina en la activación de 

la entrada del Ca2+ 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 Sa y Se) y presencia de genisteína (figura Sb) y de 

tirofostina (figura Sd). Las células fueron pretratadas durante 20 y 30 min con 

genisteína y tirfostina respectivamente. Como se puede observar, ambos 

inhibidores (estructuralmente diferentes) redujeron significativamente la entrada 

de Ca2+ inducida por la MTX, lo cual sugiere fuertemente que hay una cinasa de 

tirosina involucrada en la respuesta a la MTX. 

Con el fin d(;! confirmar que el efecto observado se debía al bloqueo de una 

cinasa y no a(bloqueO de la vía de conducción de Ca2+ activada por la MTX, 

utilizamos a lá,ci.aid.Z:~í~;~; el análogo inactivo de la genisteína. La dadzeína es 
, -_ ·· · . : · .. ·.;: .. ·::.:·.>!~1\~Flfi.H~~~~~\,){:.;;.: .. :;:·\~· ··· 

estructuralme11té)j,i'üy;~~tm!!.ar)a .la genisteína (Fig. 4), pero este análogo es 
. '. - - . : ' > . '7/.:f~: __ :.:~t¿~·;~~-~;~~!~;~·){;,'..::t-~~/:,~~~-.'. !:~:':·: ... _.: 

incapaz ~e i1:1h~~!~W,~~~'.,~fü~~'~'~,~~ tirosina. Se esperaría que si el efecto obtenido 

con la genisteír~á}~_~\~~~i~'*~i~~ U:n bloqueo inespecífico de la vía de conducción 

~=:~~~J~'f ~~,~~~'jt;d::c~.~::::n'"q:"~~v~:::º;: ~::,~::'~: 
incap,az ,¡'~ afe~~~r i~ e;tracla de ca2+ y Na+ estimulada por MTX. 
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Figura 5: Efecto de los inhibidores de las cinasas de tirosina en la entrada de caz+ inducida por la 
MTX. Las concentraciones de MTX utilizadas están a la derecha de las figuras y el tiempo de 
aplicación está indicado por la flecha vertical. Gráficas Ay C: Experimentos representativos que 
ilustran la respuesta típica a la MTX. Graficas B y D en este caso las células fueron previamente 
incubadas con genisteína (100 µM; 20 min) y tirfostina (5 µM; 30 min). 
Nota: Los experimentos controles y con los diferentes tratamientos se realizaron con el mismo 
lote de células. 
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Figura 6. Gráficas comparativas de los datos normalizados entre los controles y los diferentes 
tratamientos (genisteína y tirfostina). Las líneas continuas representan el ajuste a la ecuación de 
1-Iil!. 
A: genisteína 
B: tirfostina. 
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Resultados ~imilare~ se obtuvieron midiendo la entrada de Na+ inducida por la 

MTX médúiiit~ el uso del indicador SBFI en las células pretratadas con genisteína 

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

ge1iisteína depende de la concentración. 

A B 

20- 120 

MTX 100 

~ Control ·- -:; .§ 80 ·- ~§ ...... 
+..; e:~ 60 
~ "' ..; o o 

lOµM} 1~ 40 
genisteína ..; ~ 

<:J "' 10 100µM "' 
.. ..,,, e: 20 

$ 
o 
<:J 

o 
o 200 400 600 800 Control lO~M lOO~M 

Tiempo (seg) genisteína 

Figura 7. La genisteína 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 genisteína (trazo superior) y con diferentes concentraciones de genisteína 
(10 y 100 µM). El tiempo de adición de la toxina esta señalado con la flecha vertical y la 
concentración de genisteína se muestra a la derecha de la gráfica. 
B: Normalización de los datos de 6 experimentos independientes. Se gráfico el porcentaje del 

cambio con respecto al control. Los valores utilizados para construir esta gráfica 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 sobreexpresión de la cinasa src constitutivamente activa 

sobre la respuesta a la MTX. El efecto esperado de la sobreexpresión de esta 

proteína seria que al estar activada, src podría interaccionar con algún 

componente o componentes de la cascada de señalización activada por la MTX. 

Para esto transfectamos células CHO (materiales y métodos) en cultivo 

con el plásmido conteniendo la isoforma constitutivamente activa de la cinasa 

src. Las células transfectadas se cargaron con el indicador Fura-2AM, y se midió 

la entrada de Ca2+ en respuesta a 100 pM MTX ( ver figura 8). 

La entrada de Ca2+ inducida por la MTX en)as células transfectadas con la 
. . ·~ ' 

src constitutivamente ~ctivada fue mayor eI1 có~~aración con las células sin 
.· _'.' .·'.. - ' .. '.::_ ··- .. :< ·.;·' _. ' . ; ·, ;·: ·.· :..,.,-:_: :-~:>\:'.~?-~~;;:~"~:}~:/_:\_.; 

transfectar. Lo cual ,indica ; que sfr o álStí!t'' Il}ietji.bro de la familia src esta 
,~ r· ~" .. ·- . .. ¡~-~-~·,:~~~?\;~~~~ ·;l;~./.~;¡1;~~- , 

involucrado .en la. vía d! s.~ft~l~z;;~iój~ ~·.~,.<~;'i~¡fJ~;~;~;r-:; · ;' 
Estamos .en elprocesq.de'·r~alizar.t1iiél''.C:t1rva<dosis respuesta a la toxina en 

~lulas :;::::~iit,lf~~it~i~~!l~ti~iJa actividad de cina" de la m 

endógena ~u!11e~ta'.;ctm11~0·~0las:~ce~plas','.;~e1\·esttmulan con la MTX. Para ello 

prete~~.em?~;~i~f~fif:~1Gr':·i.~1.~~":·.·~iÍt11~s· ·:·~~~·.·•'fü~a:···~Ínasa silvestre (no activada 

constitú.tiyame?rité);;:con építope en su extremo amino terminal. Con el uso de 

antku~1pb~;~~~~~ai~~~ contra este epítope, pretendemos visualizar la activación 

; tr~n~i6c:~'ci6h d~ Í~ src en respuesta a la MTX. 
_. - ~--' ": "~:;::::. '••" '" -· 

flriah~~nte, por medio del uso de péptidos consenso para fosforilación 

por la src;·~~~tendemos realizar estudios de su activación en respuesta a la MTX, 

midiendo los niveles de fosforilación de estos péptidos en un ensayo in vitro. 
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A 

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 realizó con células transfectadas con la 
cinasa src constitutivamente activa. El momento de adición de Ja toxina está seüalado con Ja 
flecha vertical. En Ja gráfica B se muestra la normalización de los datos. Se gráfico 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-FRAN<;OIS J. R., MORALES-TLALPAN, V. ANO 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 activación de una corriente cationica no selectiva 

por la MTX. Esta corriente es producida por la entrada de Ca2+ y Na+ a la célula 

en respuesta a MTX. El curso temporal de la activación de la corriente concuerda 

con el aumento de la concentración de Ca2+ y Na+ intracelulares inducidos por la 

MTX, lo cual sugiere fuertemente que ambos iones permean por la misma vía. En 

los fibroblastos, el Ca2+ también juega un papel preponderante en la modulación 

de la entrada de iones activada por la MTX. La remoción de Ca2+ de la solución 

intracelular o exfracelular resulta en la inhibición del efecto de MTX. Este catión 

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 Ramón Martínez-Fram¡:ois, Verónica Morales-Tlalpan and Luis Vaca 

Depnrtnmentodc Bio/ogln Celular, Imtilllto de Fisiologln Cc/11/nr, UNAM, México D.F. 04510 

The mnitotoxin (MTX)-induced cntionic curren! Umi.l from human skin fibroblasts wns 
characterized using the patch-clamp technique in whole-cell configuration. Under resting 
conditions (absence of MTX), the main curren! observed is produced by an outwardly rectifying K' 
channel which is inhibited by 1 mM TEA. Thecurrent reversa! potential was-86 mV (11 = 12). MTX 
(500 pM) activated a curren! with a linear current-voltage relationship anda reversa( potential of 
-10 mV (11 = 10). Replacing the extracellular Na' and K' with N-metltyl-n-glucnmine (NMDG) 
caused a shift ofthe reversa( poten tia! to a value bclow-100 m V, indicating that Na' nnd K', but not 
NMDG, carry Im,., Further ion selectivity experiments showed that Ca" carries Im,. a(so. The 
resulting permeability sequence obtained with the Goldman-Hodgkin-Katz equation yielded 
Na• ( 1) "' K' ( 1) > Ca" (0.87). The Imi. activation time course reflected the citan ges in intrncellular 
Ca" and Na' measured with tite fluorescent indicators fura-2 and SBFJ, respectivcly, suggesting 
that the activntion of I .. ,. brings about nn increment in intracellulnr Ca" and Na'. Reducing tite 
extrncellulnr Ca" concentration below 1.8 mM prevented thc activation of Im,. and tite incrcment in 
intracellular Na' induced by MTX. Mn" and Mg" could not re pince Ca", but Ba" could replace 
Ca". MTX activation of curren! in 1 O mM Ba" was npproximatcly 50 % of that induced in the 
presenceofl.8 mM Cn". When 5 mM ofthe Ca'' cltelntorBAPTA wns included in tltepntch pipette, 
MTX cither failed to activnte the curren! or induced a small curren! (less than 15 % of tite control), 
indicating thnt intrncellular Ca" is also required for the activation of l.,,,. lntracellular Bn2

' can 
replace Ca" ns an nctivntor of l.,,,. However, in the presence of 1 O mM Ba" the activntion by MTX of 
the curren! was 50 % less than the activntion with nM concentrntions of free intrncellulnr Cn2'. 

(Resubmi1tcd 20 July 2001 ¡ ncccpted nfter rcvision 14 Septcmber 200 l) 
Correspondlng author L. Vaca: Departmenl of Cell Biology, lnstitute of Cellular Physiology, UNAM, M~xlco, D.F. 04510. 
Email: lvaca@ifisiol.unam.mx 

Maitotoxin (MTX), a water-soluble polyether obtained 
from the marine dinoflagellate Ga111bierdisc11s toxic11s, is a 
poten! activator of Caz+ 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 eta/. 1976). 

Ciguatera is a severe ltealth problem in many countries 
where seafood is an importan! part of the diet. There are 
more than 20 000 cases of this disease eaclt year worldwide. 
Howcver, it is believcd that many more cases are not 
properly diagnosed or reported (Yasumoto & Satake, 
1996). Elucidating the cellular and molecular mechanisms 
imderlying MTX action may help to prevcnt or treat 
ciguatera poisoning. 

MTX ·is a powerful too! far studying changes in Caz+ 
homcostasis. The fact that MTX does no! appcar to have 
ionophoretic activity (Takahashi et al. 1983). and thnt this 
toxin can actívate Ca,. influx in practically ali 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 
observcd with toxin conccntnltions ranging from picomolar 
to nanomolar. Rccently, we reported that human skin fibro
blasts are very sensitive to MTX. The influx of Caz+ showed 
a half-activation constan! of 450 fM (Gutierrez eta/. 1997). 

Althouglt the mechanism bywhich MTX activa tes the influx 
ofCaz+ remains unsolved, it appcars to involve the activation 
ofn curren! Um,.) through Ca"-pcrmeable cationicchannels, 
as indicated by patch-clamp cxperiments pcrformed on 
differentcclls and tissues (reviewcd in Escobar et al. 1998). It 
is not yetclearwhether the activation ofthis channel is direct, 
or mediatcd bya second mcssengcr cascade. 

The intcractions bctwcen MTX and its putative receptor 
appear to be complex, since in sorne cells the presence of 
extracellular Ca" and/or Na• is rcquired for the nctivation 
of r .. ,. (Escobar et al. 1998). However, no detailed 
characterization of the cation requirements for the MTX 
cffect has been reported to date. 

In this study we havc characterized lmoc from human skin 
fibroblasts utilizing the whole-cell configuration of the 
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patch-clarnp tcchnique and fluoresccnt indicators tó
measurc changcs in thc intracellular Ca'•. and ·Na• 
conccntrations in response to MTX. Thc results obtained 
indica te that MTX activa tes a cationic current with a linear 
currcnt-voltage rclationship. The time course of activation 
of l..,., is correlated with the changcs in intracellular Ca>+ 
and Na• as rnonitored with fluoresccnt indicators. 

We havc also characterized thc ionic requirernents far the 
MTX effect. We have faund that in human skin fibroblasts 
cxtracellular Ca>+, but not Na+, is rcquircd far the 
activation of l"''" ca>+ is required only during the initial 
application of MTX; removal of this cation after the onset 
ofthe response did not eliminate l.., ... 

Other divalent cations such as Mg>+ or Mn,. cannot 
replace extracellular Ca,., whereas Ba,. can partially 
compensate for the absence of free cxtracellular ca>+. In 
10 mM Ba>+, MTX activates 50% ofthe current obtained 
with 1.8 mM Ca21 • 

Intracellular ca>+ is also required far MTX action. When 
5 mM BAPTA was included in the patch pipette, MTX failed 
to activa te l.., .. , indicating that nanornolar concentrations 
offree intracellular Ca" are also required far theactivation 
of lm.,. As in the case of extracellular divalent cations, 
intraccllular Mg'' or Mn>+ cannot replace Ca>+. Only Ba>+ 
at high conccntrations can partially compensate far the 
absenccofCa ... 

The results presented here, in combination with those 
faund in the literature, indicate that MTX is a powerful 
and complex Ca21-mobilizing agent. 

METHODS 
Solutions and reagcnts 
Ali salts used are analytical grade (Sigma Chemical Co., St Louis, 
MO, USA). Ethylencglycol-bis-(p-aminocthylcther)N,N,N',N'
tctraacctic acid (EGTA), l,2-bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,
N;N '-tctraacetic 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 1 O mM Mes solution pH 5.6. For 
patch-clamp experiments, the extracellular solution contained 
(mM): 140 NaCI, 5 KCI, 1 MgCI,, JO Hepes, 5 glucose and 2 CaCl2; 

pH 7.4. The CaCl2 was omitted in low Ca" solutions and in 
divalent cation experiments as indicated in the text and figure 
legends. The intracellular solution contained (mM): 145 potassium 
aspartate, 5 NaCI, 10 Hepes, 1 MgCl2 and 2 EGTA; pH 7.2. In 
cxperiments perfarmed under low intracellular Ca" conditions, 
EGTA was rcplaced with 5 mM BAPTA. For intracellular Ca" and 
Na' measurements, the extracellular solution contained (mM): 
120 NaCI, 1.2 KH2PO,, 1.2 MgSO,, 4.75 KCI, 10 glucosc, 20 Hepcs, 
1.8 CaCli and O.OS% BSA; pH 7.2-7.4. In experiments with low 
extracellular Na\ this cation was replaced with N-methyl·D
glucamine (NMDG). To determine the relativc ionic permeabilities 
far Ca" vcrms Na' and K' the following extracellular solutions 
were used (mM): 145 KCI or NaCI, 10 Hcpes, 5 glucose and 2 
CaCl2; pH 7.4. When K' was present in the extracellular solution, 

- · 2 mM TEA was also added to block K+ currents.The intracellular 
solutions contained (mM): 145 potassium or sodium aspartate, JO 
Hepesand2 EGTA;pH7.2. 

Ccll culture 
Human skin fibroblast cells were obtained from skin biopsies of 
healthy donors as previously described (Soto el al. 1996), Cells 
were given with the infarmcd consent of the donors and ali 
procedures were evaluated and approved by the ethics committee 
of the Universidad Nacional Autónoma de México and 
confarmcd to The Declaration of Helsinki. Cells were maintaincd 
in culture at 37ºC (8-13 passages) in a humidity controlled 
incubator with 5 % in Dulbecco's modificd Eagle's medium 
(DMEM) supplcmentcd with 10% fetal bovine serum, 2 mM 
L-glutamine (Gibco), JOO µg mi-• streptomycin and 25 ng ml-1 

amphotericin B (Gibco). 

Patch-clamp experimcnts 
When monolayers reached conflucncy thc 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 el al. 1981 ). Patch 
pipettes were made of8161 glass (World Precision lnstruments, 
lnc.) pulled to obtain pipette resistances in the range of 4-6 Mil 
when mensured in experimental solutions. Liquid junction 
potentials were compensated in experiments using NMDG-CI 
solutions. The holding potential in ali experiments was maintained 
at O mV. The cell capacitance varied betwccn 8 and 12 pF. The 
AxoPatch 200A (Axon lnstruments lnc., Foster City, CA, USA) 
was used as the patch-clamp amplificr. The rcfercnce clectrode 
was an Ag-AgCI plug connected to the bath solution via a JOO mM 
KCI agar bridge. Voltage-clamp data werc stored on tape nnd 
digitized later for analysis using the Digidata 1200 (Axon 
Instruments) analogue-digital interface and pCLAMP 6.0.4 
software (Axon lnstruments). The data were filtered al JO kHz 
using a 4-pole Bcssel filler (Axon Instruments) and digitized at 
100 Hz. The binary data were con verted lo ASCII and multiple 
experiments were combined to obtain means ±standard dcviation 
(s.o.) using the SigmaPlot 2.0 software (]andel Corporation). In 
ali the described experiments, 11 = number of experiments 
performed far each condition. Ali cxperiments were perfarmed at 
room temperature (22-25 ºC). 

Determination of relative permeabilities 
lonic permeability ratios were calculated with a modified version 
of the Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) equation (González
Perrelt et al. 2001 ): 

Pe. 1 + exp(-FV/RD{[ion] 1 - (ion]0 (exp(-FV/RT))} 

4(((Ca"J.exp(-2FV/RT))- (Ca"]¡} 

where V is the reversa! poten tia! (E,nl• R is the the gas constan!, T 
is the absolute temperature in kelvin, Fis the Faradayconstant and 
theionisK•orNa'. 

Freedivalent cation determinations 
Free concentrations ofCa", Ba" and Mg,. were determined using 
the program 'Bound and Determined' (BAO 4.35) as previously 
published (Brooks & Storey, 1992). Briefly, the free ion 
concentrations reported in this study were calculated by 
introducing the values oftemperature, pH and concentrations of 
the buffers and ali ions present in the experimental solutions in to 
the BAD program. 
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Intracellularca>+ measurements 
Coníluent 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 
J.5-2 x JO' cells m1- 1 and incubated with 5 µM fura-2 AM far 
45 min. After this, the cells were rinsed twice and incubated far 
30 min in fura-2 AM-free solution. The cells were then rinsed 3-4 
times and placed in a cuvette of an Aminco-Bowman series 2 
luminescence spectrometer. The excitation wavelength was 
altcrnated betwecn 340 and 380 nm every 2 s and the cmission was 
collected at 510 11111. Each experiment was individuallycalibrated 
to obtain the maximum fluoresccnce after disrupting the cells 
with O. 1 % Tri ton X-100, and the minirnum íluorescence obtained 
after buffcring the Ca2

' in the solution with 20 mM EGTA. Thc 
values obtaincd with this proccdurc were used to calculate the 
intracellular Ca" conccntration according to previously published 
equations (Grynkiewicz et al. 1985). Auto-íluorescence of cells 
not loadcd with fura-2 AM was subtracted from each experirnent. 

lntracellular Na+ measurements 
Confluent cells were rinsed with Hanks' balanced salt solution 
(HBSS) and incubated far 2 min in 0.01 % trypsin solution. 
After this, the cells were rinsed twice with extracellular solution 
and incubated far 45 min with extracellular solution containing 
1 % pluronic acid and 25 µM SllFI AM (Molecular !'robes). The 
cells were rinsed and maintaincd in SllFI AM-free solution far 
15 min, and placed in a cuvette of an Aminco-Bowman series 2 
luminescence spectrometer. The excitation wavelength was 
358 nm and the emission al 500 nm was collected every 2 s. Na+ 
calibration curves were perfarmed according to previously 
published procedures for each individual experiment 
(Harootunian et al. 1989; Zhao eta/. 1995). 

RESULTS 
K+ currents present in non-stimulated human skin 
fibroblasts 
First we measured the currents prescnt in human skin 
fibroblasts under resting conditions (abscnce of MTX). 
Figure !A illustrates the outwardly rectifying currcnt 
obscrvcd in fibroblasts studied with the whole-cell 
configuration ofthe patch-clamp tcchniquc. This current 
showcda reversalpotential of-86 mV (11 = 12). 

Incrcasing the extracellular Kt from 5 to 25 mM caused a 
shift of the reversa! potential towards more positive valucs. 
Under this condition the reversa! potential observed was 
-40 mV, which is near the predictcd potential by the 
Nernst equation far a K+ clectrode (-44 m V). 

The outwardly rectifying current is completely inhibitcd 
by 1 mM TEA as illustrated in Fig. 1 C. Figure ID illustratcs 
the current-voltage (!-V) relationships obtained in resting 
conditions (e), after increasing the extracellular K+ to 
25 mM (O) and aftcr the addition of 1 mM TEA (LI.). 

These rcsults indicate that under rcsting conditions, the 
main current prescnt in human skin fibroblasts is 
produced by an outwardly rectifying K• channcl inhibited 
by TEA. 

53 
MTXactivates a cationic current carried byK+, Na• 
andCa,. 
The effcct of 500 pM MTX on human skin fibroblast 
currents was measurcd. We havc previously shown that at 
this toxin concentration, the maximal MTX response is 
achieved (Guticrrcz et al. 1997). Interestingly, multiple 
applications of MTX up to a final concentration of 2 nM 
did not result in furthcr changcs 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 linear 
curren! was observed when applying voltage ramps during 
a patch-clamp cxperimcnt in thc whole-ccll configuration 
(Fig. 2B). The linear current activated by MTX (!,...,) 
showed a reversa! potential of-10 mV (11 = 10, Fig. 2B). 
Figure 2C compares the control curren! (befare addition 
ofMTX, e) with the current evoked by MTX (Fig. 3C, O). 
Subtracting / 0.,, from the control produced the net curren! 
activated by MTX (Fig. 3C, .Á.). Dueto the large amplitudc 
of /"'"in comparison with the control outwardly rectifying 
K• curren!, thc net curren! obtained after subtraction is 
very similar to I ... ., but it reverses ata slightly more positivc 
value(-7 mV,Fig.3C). 

To determine the ionic sclectivit)' of ! 0 .,,. the cations from 
the extraccllular bath solution wcre rcplacecl with NMDG. 
Replacing thc extracellular solution with NMDG-CI 

+R+~-
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-100 

e 
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D 

__J1nA 
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3 

Figure 1. Basal K• currents from human skln flbroblasts 
Representative currents elicited in response to voltage steps from 
-100to+100 mV (increment 20 mV) obtained from non
stimulated human skin fibroblasts. ,.\,basal conditions. B, after 
increasing thc extracellular K• concentration from 5 to 25 mM. 
C, afterapplying 1 mM TEA. D, /-Vcurves forthe three conditions 
descrihed: basal (e), after increasing extracellular K' to 25 mM (O) 
and after addition of 1 mM TEA (.ó.). Representa ti ve traces are 
shown from one cell (11 = 4). Arrows indica te zero current level. 
Holding polential, v. = O mV. 
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Figure 2. MTX activates a non-selective catlonlc 
current (/m1x) 
A, /-V curve ofthe basal K' current present in human 
skin libroblasts in thc absenccofMTX, thccurrent 
reversa! potential is-85.8 ± •1.1 rnV (11 = 12).B,/-V 
curve ofthe curren! activated by 500 pM MTX, the 
curren! reversa) potential is -10.10 ± 6.4 mV (11 = 10). 
C, comparison ofthe /-V curves under control 
conditions (e), total current aftcr MTX application 
(control+ MTX activated, O) ami the net current 
activated hy MTX (total - control, •l. D, 1-\I curves 
far Im,. obtaincd with physiological extraccllulur 
solution (O) ami with NMDG-CI in the externa! 
medium (11 = 4.•). ln thc presmccofcxtcrnal NMDG 
thc currcnt rcvcrsal potcntial shifts to valucs more 
negative titan -100 111V. In iill thccascs 1ncans ± s.u. are 
shown. \Vhcre not shown error hars are smallcr than 
symbols. l'h = O mV. 

resulted in a shift ofthe reversa! potential oí/,,,., to a valuc 
more negative than -100 mV, indicating that /"'" carries 
cations but not NMDG (Fig. 2D). Under these experimental 
conditions, the calculated reversa! potential for an anionic 
current according to the Nernst equation is near O m V. 

[Ca,.] 0 = 2 mM and symmetrical intra- and extraccllular 
conccntrations oí K' or Na' (145 mM). Whcn K' was 
prcscnt as the main cation, 2 mM TEA was ad<lcd to thc 
cxtraccllular bath to inhibit the basal·K' current prcscnt in 
fibroblasts. When l,.11 , was fully activated, [Ca"J0 was 
raised to 5 mM and thc changc in the reversa! potential 
(E,.,) was monitored (Fig. 3). Addition of5 mM Ca2+ with 
Na' as the main cation prcsent produced a shift in the E,.., 

Further ionic substitution experiments were pcrformcd to 
determine the relative permeability of Ca" with respect to 
K' and Na' (Pc.f PK and Pc.IPN,). 10 ,., was activated with 

E 

2nAL_ 
100ms 

F 
SnAL 
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Figure 3. Relativa catlonlc permeability of lm1x 
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Representative experiments showing the shift in the reversa! potential of I.,,. induced after increasing 
extracellular calcium from 2 to 5 mM. A, control currents (absence of MTX) in 145 mM symmetrical Na' 
produccd byvoltage steps from a holding potcntial ofO mV to -100 mV and then to 100 mV in 20 mV stcps. 
B, currents induced by 500 pM MTX in the presence of 2 mM extracellular Ca''. C, same cellas in B after 
raising extracellular Ca" to 5 mM. D, current-voltage relationship showing the mean values (11 = 4) of the 
currents in 145 mM Na' and 2 mM Ca" (0--0) or5 mM Ca" C+- ·-·-+).E, control currents (absencc 
of MTX) in 145 mM symmetrical K' and 2 mM TEA produced by voltage steps from a holding potential of 
O mVto-100 mVand then to 100 mV in 20 mV steps. F, currents induced by 500 pM MTX in the presence of 
2 mM extracellular Ca". G, same cell as in F aftcr raising extraccllular Ca" to 5 mM. 11, current-voltagc 
relationship showing the mean valucs (11 = 5) ofthe currcnts in 145 mM K' and 2 mM Ca'' ( 0-0) ar 
5 mM Ca" (e- ·-·-e). The voltage scales in D and H show only thc data between -30 and +30 mV to 
evidence the shift in the reversa! potentiai. Horizontal dotted lines indica te the zero current lcvcl. 
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of -4.9 m V ( Fig. 3D, 11 = 4). In a similar set of experimenls 
wilh K' ns lhe main cation present, the shifl in the E,.. 
was -4.8 mV (Fig. 3H,_ 11 = 5). Calculnting lhe relntive 
permeabililies for each condition using a modified form of 
lhe GHK cqunlion (Methods) resulted in Pc.IPN, nncl 
Pe,! PK = 0.87. 

To cvnlunle lhe conlribution of MTX to the changes in 
intracellulnr Ca" ancl Na', cells were loaclccl with fluorcscenl 
inclicators lo mensure the time course of changes in 
tluorescence. Whole-cell pntch-clamp experiments were 
performcd to follow lhe time course of 1,,,., nctivntion. 

l'igure 4 illustrates representntive cxperiments of the time 
course of activation of 1,,,., in response lo 500 pM MTX 
(l'ig. 4A) compared to lhe changes in intracellulnr Cn" 
(Fig. 48) ami Na' ( Fig. 4C) ns monitorccl by the fluorcscent 
indicators fura-2 and SBFI, respectivcly. As illustrntcd in 
this figure, lhe time course of 1,,,., followed ver¡• closcly thc 
incrcment in intraccllular Cn" ami Na' induced by MTX. 
This result along with the selcctivity experimcnts prcviously 
shown strongl)' suggests that the incremenls in intracellular 
Cn'' and Nn' are the result ofthe nctivation of l.,,." As we 
hnve prcviously shown, MTX docs not induce rclease of 
Ca" from intracellulnr storage compartments in lhcse 
cclls (Gutierrez et al. 1997). Therefore, the changes in 
intracellulnr Ca2+ observed after MTX must result from 
Ca" influx. 

Extracellular Ca2+ is required for the activation of 
lmu 
To investiga te the clepenclence of extracellular Ca2' on lm1., 

we pcrformed experiments in which the concentration of 
Ca2

' in lhe extracellular meclium was modified. 

Figure SA illustrates the effect of 500 pM MTX on a cell 
bathed in the low Ca'' extracellularsolution. As shown in 
the figure, under these conditions MTX failecl to activate 
1..,,,.1-lowever, addition of2 mM Ca" in thepresenceofMTX 
caused activation of Im., (Fig. SA, 11 = 5). To demonstrate 
that the current induced after Ca" application was not the 
result of Ca" re-addition, we performecl experiments in 
which the extracellular Ca" was removed and later re
added in the absence of toxin (Fig. SB). Under these 
conditions no current was observed until MTX was adcled. 

Figure SC shows that after lm., is fully activated by the 
toxin, removal of extracellular Ca2

' has no effect on the 
current. This result indicates that Ca,. is required to 
induce the current, but not to maintain l.,.., suggesting 
that Ca" is required for the association of MTX with its 
putative receptor. 

Figure SD 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 1,,,.. 
activation. 

55 
Since Cn" is only required for the activntion of l'"'" the 
rclative permeability ratios for K' and Na' (PKIPN,) can be 
calculated once lmix is fully activated by chelating 
extracellular Ca" with the addition of 5 mM EGTA to the 
bath solution. From these experiments the PK/ PN, obtained 
was -1. The permeability ratios Pc.IPN,. and Pc.IPK 
previously calculated (Fig. 3), give n selectivity of l'"'' of 
Na+ ( 1) = K' > Ca" (0.87). 

Extracellular Ca" cannot be replaced byother 
divalent cations for Imixactivation 
Sin ce extracellular free Ca" is required for the activation of 
l"''" it was important to determine if otherclivalent cations 
could replace Ca2+ for the activation of lm1,. MTX failed to 
actívate l .. ,.. when Mg2

' (up to 10 mM) replaced Cnl+ in the 
extracellular solution (Fig. 6A). Similar results were obtained 
with Mn" (data notshown). MTX in the presence ofS mM 
cxtracellular Ba2

' induced about 25 % of the current 
amplitude compared to 2 mM Ca2+(Fig. 6B), 

The percentage of current induced in the presence ofBn2', 

Mg" and Ca" is compared in Fig. 6D."In 10 mM Bn'', MTX 
induced about halfthe current amplitude activated in 2 nM 
Cn2

'. The Ca" requirement reached a saturation point 
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Figure 4. Time course of lmu and the lncrements In 
lntracellular Ca'• and Na• concentratlons 
Concomi1ant measurements of current usingpatch clamp and 
intracellular Na' and Ca" with fluorescent indicators.A, a typical 
expcriment showing the time course of lm,. activation. Thecurrent 
wa< evoked with continuous ramps from - l 00 to + 100 m V. The 
ramps were interrupted to perform voltage steps from -140 to 
+120 mVin incrementsof20 mV(V• =O mV) toohtain/-V 
curves. Voltage protocolsshown in the inset. Vertical arrows 
indica te the time of addition ofSOO pM MTX. B, time course ofthe 
changes in [Ca"], in response to MTX monitored with the 
fluorescent indicator fura-2. C, time course ofthe changes in [Na']1 
monitored with thc fluorescent indicator SDFI. Time scale is the 
same in all panels (shown at the bottom ofthe 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 J.,,., amplitude increments (Fig. 6D). 

Intracellular Ca2+ is also required for the activation 
of Imbc 
Therequirement of intracellular ca>+ for the activation of 
/"'" was also evaluated (Fig. 7). When 5 mM BAPTA was 
included in the pipette solution to chelate the Ca,. in the 
iritrácellularmedium, MTX failed to activa te/"'" (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 /"'"'" 
Figure 7C shows the /"'" 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 !.05 ± 0.3 nA pF-1, BAPTA O.OS± O.O! nA pF-1, 
11 = 5). 

Intracellular Ca2+ can be replaced by Ba2+ but not by 
Mg2+ 
The ability of divalcnt cations other than intracellular Ca" 
as activators of /"'" was cvaluatcd by including BAPTA 
(5 mM) in the pipcttc solution along with a fixed 
concentration of Mg2

' or Ba". Thc extracellular solution 
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Figure S. Extracellular catlon requlrement for the 
actlvatlon of '"'" 
A, addition of MTX to the extraccllular medium (in tite absence of 
Ca") did not induce the activation uf Imn• The subsequcnt addition 
ofCa" (2 mM) resulted in a typical activation of Imu• B, when 2 mM 
Ca" is added beforc MTX curren! activation is produccd onlyaftcr 
toxin application. C, the effect of extraccllular Ca" appears to be an 
irreversible process, the repeatcd addition ofEGTA (5 mM each 
occasion) aftcr the activation uf lm,. does not have any cffect on thc 
curren t. D, the rise in (Na'); is not observed when extracellular Ca" 
is chelated with 5 mM EGTA prior to the addition ofMTX. With 
2 mM Ca2

• in the bath solution (Control), MTX induced typical 
increments in (Na+ )1• The vol ta ge ramp used in A is the same as that 
used in Fig. 3A. Representative traces are shown from five 
experiments far each condition. 

56 
contained physiological concentrations ofCa2+ as described 
in Methods. The free intracellular concentration ofCa", 
Mg2• and Ba" obtained under these conditions was 
calculated as described in Methods. 

Only Ba2 • was capa ble of replacing Ca2+'. .However, about 
1 O times more Ba2

• was required. Eve·n at eoiié:entrations as 
high as 8 mM intracellular Mg>+, MTX failed to induce Im"' 
(n = 5,datanotshown). ·· , 

DISCUSSION 
Sin ce the original finding showing that MTX may be one of 
the entitics rcsponsiblc for the seafood poisoning known 
as ciguatcra, many attempts have been made to elucidate 
the molecular mechanism by which this toxin induces its 
cffects. Evidencc has accumulated in recent years 
indicating that MTX is a very powerful activator of Ca" 
influx in prnctically ali cells tested. Duc to the fact that 
MTX can activa te Ca2

• intlux in a wide variety of cells from 
different organisms, it was originally proposed that this 
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Figure 6. Extracellular dlvalent cations requlred for '"'" 
actlvatlon 
A, Mg" does not replace the action ofCa,. in the activation of lmu 
Only after the addition ofCa,. was lm,. induced. B, Ba'• was 
partially effective in replacing extracellular Ca'• in the activation of 
Im,.. C, two cxtracellularconcentrations ofCa2• ( 1 and 2 mM). The 
activation of Im,. is observed onlywith 2 mM Ca'•. Bars above the 
curren! recordings show the cation present in the bath. The patch
clamp stimulation protocol shown here is thesame 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 presenceof2 mM (Ca"]0 isconsidered 100% ofthe 
response. The symbols indica te mean and s.o. of 11 number of 
experiments far: Ca" (11 = 25), Ba" (11 = 17) and Mg" (11 = 1 O}. 
Where not shown error bars are smaller than symbols. 
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toxin was acting asan ionophore (Gusovsky & Daly, 1990). 
However, severa) 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 
ofhuman skin fibroblasts eliminates the effects of MTX on 
caz+ intlux, suggesting that a trypsin-sensitive protein 
from the plasma membrane is mediating the effects of 
MTX on Ca2+ (Gutierrez eta/. 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 & Volkl, 1994), showing that MTX can actívate the 
channel only when applied to the extracellular surface of 
the membrane. Furthermore, MTX induced only one 
or two single channels over a wide range of toxin 
concentrations in patches obtaincd from guinea-pig single 
ventricular myocytes (Nishio et 11/. 1996). In this report we 
have found that the rise in intracellular Caz+ and Na' 
concentrations and the activation of lm., 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 caz+ and Na• intlux 
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 distributcd, highly conserved 
receptor or channel. 

MTX effects on human skin fibroblasts 
Human skin fibroblasts provide an cxcellent model to 
study the mechanism of action of MTX. These cells are 
highly sensitive to this toxin; thc half-activation constan! 
for Caz+ mobilization is in the fcmtomolar range (Gutierrez 
et al. 1997). The results presented here show that MTX 
activates a non-selective cationic current (1.., .. ) in these cells. 
The activation of lmu is correlated with the increments in 
intracellular Ca2+ and Na+. The activation of lmi. and the 
increments in intracellular Na' induced by MTX require 
the presence ofintracellular and extracellular free Caz+. 

Previous studies have also reported macroscopic and 
single-channel currents activated by MTX in different 
cellular types (Escobar et al. 1998; Schilling et 11/, 1999). In 
ali 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 prescnt study for Imtx 
(Na+= K' >Cal+) is in agreement with previous reports 
showing the activation of non-selective cationic currents 
by MTX (reviewed in Escobar eta/. 1998). 

In a recen! study using the SK45 fibroblast cell line, 
Schilling et al. ( 1999) described a dual effect of MTX. At 
low toxin concentrations ( <2 nM), MTX activa tes non
selective cation channels (NSCCs); at higher toxin 
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concentrations (>2 nM) a cytolytic/oncotic pore (COP) is 
activated. This COP becomes cvident aftcr 5 min of exposure 
to 2 nM MTX and permeates largc molecules ( <900 Da) such 
as fura-2 and NMDG. The MTX-induced COP resembles 
the large pore formed by stimulation ofpurincrgic P2Z/P2X7 

receptors (Schilling et al. 1999). The present report focuscs 
on the effects of low MTX conccntrations on ionic 
conductances and the changes in intracellular Ca" and Na•. 
Our results indicate that Imi. <loes not pcrmeate fura-2, as 
intracellular Caz+ increments reach a plateau phase after 
MTX stimulation (Fig. 4A and Gutierrez et 11/, 1997). If MTX 
prometed fura-2 leakage, a plateau phase would not be 
observed. Furthermore, we have prcviously shown that in 
human skin fibroblasts the increments in fluorescence 
prometed by incrcasing MTX concentrations saturate, 
arguing against the possibility that MTX is promoting fura-2 
leakage from the ccll. Finally, the shift that occurs in the 
reversa) potential when the extracellular cations are replaced 
with NMDG indicatcs that this cation <loes not permeate the 
MTX-activated channel. 

The activation of J.,., in human skin fibroblasts requires 
the presence of free caz+ in the intracellular and 

B 

e 

MTX 

... ~ 'V 
... ll\ULJ11.td:U:jU~ULl!U.ilJJJll1...laJ~ .. 

11 nA 

"{"' 1.2 'V 12 1.4UL'· 'a 1 
< s. o.e 

~(,,) 0.6 
0.4 

0.2 

O Control BAPTA 

Figure 7. lntracellular ca•• is requlred also for actlvatlon 
oflm.,. 

A, control experiment showing the activation of Im,. in response to 
500pMMTXwith(Ca"J, = 2 mMand(Ca") 1 = 1 µM. 
B, activationoflm,.when [Ca"),= 2 mM and [Ca"] 1is nearzero 
with 5 mM BAPTA in the pipette solution. The vol ta ge rarnp used 
here is the same as in Fig. 3A. C, mean± s.o. from experiments 
with or without BAPTA in the pipette sol ution. In BAPTA loaded 
cells only4.57 o/o ofthe current obtained in control conditions was 
observed (11 = 5). The values ofthe lm,. curren! were obtained by 
subtracting thc basal fibroblast K' curren! {I,. ~) from the total 
curren! activated by MTX (I,. y>, 11 = 10). The graph shows the 
values ofthe current corrected bycapacitance {12 - 11/C). Thc 
capacitanceofthc cclls varied between 8 and 12 pF. 
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extracellular solutions. Extracellular Ca" is o..;lyrequired 
for the activation of lm,., since removal of Ca2\aft~r l..,., 
activation <loes not affect the amplitude of;the._ionic 
curren t. 

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 curren t. Other 
divalent cations do not replace ca>+. In other cell types, Ca2

' 

is also required for 1,,,., activation but no <lose-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, 1,,,., is activated in 
the absence of free Ca'' on both sides of the membrane 
(Nishio et al. 1996). This is one offew reports found in the 
literaturewhereCa2

' is not requircd for MTXactivation. 

There are severa! possible reasons for the requiremcn: of 
free extracellular Ca2

' far I,,, .. activation. MTX may rcquire 
extracellular Ca" to interact with its putntivc receptor in 
the plasma membrane. The hydrophobic regían of MTX 
resembles thnt of gangliosides nnd it has been shown t;rnt 
the ganglioside GM 1 inhibits some MTX effects (Konoki et 
al. 1999). Gangliosides aggregate in membranes, farming 
stable clusters (Thompson & Tillack, 1985). Extrnccllular 
Ca2

' may be required far the insertion of MTX into the 
plasma membranc. 

Another possibility is that the NSCC activated by MTX is 
Ca2

' dependen!. Severa! NSCCs are activated by intra
cellular ca>+ (Hofmann et al. 2000). More complex 
mechanisms could be envisioncd involving calcilim
calmodulin interactions or calcium-dcpendent • phos-
phorylation proccsses. · 
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DISCUSIÓN 

En una gran variedad de tipos celulares, la MTX causa un rápido aumento 

en la concentración de Ca2+ intracelular (Gusovsky y cols., 1990), mediante la 

activación de una canal catiónico no selectivo que permea Ca2+ y Na+ (Daly y 

cols., 1995; Dietl y cols., 1994; Estación y cols., 1996; Murata y cols., 1992; Brereton 

y cols., 2001). 

Los resultados mostrados en este trabajo se obtuvieron utilizando 

diferentes técnicas como registros electrofisiológicos (patch-clamp) y mediciones 

de Ca2+ y Na+ intracelulares. Confirmamos que la MTX induce una entrada de 

Na+ y de Ca2+ en los fibroblastos de piel humana y en las células CHO. La 

respuesta en ambos tipos celulares depende .de la concentración 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 

concentración de Ca2+ intracelular (Schilling y cols., 1999a; Schilling y cols., 

1999b, Gutiérrez y cols., 1997). 

El aumento en la concentración de Ca2+ intracelular inducido por la MTX 

es el resultado de la entrada de Ca2+ a través de la membrana plasmática y no del 

vaciamiento del retículo o de los compartimentos intracelulares (Gutiérrez y 

cols., 1997). Por lo tanto, el aumento del Ca2+ intracelular es el resultado de la 

activación de una vía de entrada de Ca2+. 

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 unión de la toxina a una proteína específica 

de la membrana plasmática (Gutiérrez y cols., 1997), o la posible inserción de los 

motivos hidrofóbicos 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 artículos sobre la toxina, se han 

realizado muy pocos trabajos para estudiar los mecanismos mediante los cuales 

la MTX activa a los canales catiónicos no selectivos. 

Recientemente el grupo de Schilling (1999) ha reportado la activación de 

un poro que permite el paso de moléculas de aproximadamente 375 Da, a través 

de la membrana celular después de la activación de canales catiónicos 

permeables a Ca2+ por la maitotoxina. Estos poros citolíticos/ oncóticos (COP) 

permiten el paso de moléculas de 375 Da y aparecen después de 10 minutos de 

aplicar 1.0 µM de toxina. Estos datos indican que la MTX induce la formación un 

poro que permite el paso de moléculas de gran tamaño. Sin embargo, en nuestros 

estudios .realizados con los fibroblastos y en células CHO, no observamos 
\:·· ,.·-, ··,··. 

liberaC:iÓn ~é LDH (140,000 Da) en las células tratadas hasta con 5.0 nM de MTX. 

Lo cU:aL-~ugÍ~re fuertemente la MTX no induce la formación de estos poros, 

probaBfo,füeri:te.~orque las concentraciones de toxina que utilizamos sean mucho 
' -;·:- ,"·' · .... 

menores ~'!~~ fepodadas por estos autores. Por otra parte, los registros de Ca2+ y 

de N~+ ~ri ~thbos i:ipos celulares (fibroblastos y CHO) se saturan, lo cual indica 

que los marcadores fluorescentes no salen de la célula por esta vía. Estos datos 

son similaresa .lo reportado por otros autores (Gutiérrez y cols., 1997; Schilling y 

cols., 1999a; l(onoki y cols., 1999; de la Rosa y cols., 2001). 

· El aurrientoi~n la concentración intracelular de Na+, Ca2+, y la activación 

de.la IITii~;en'.1§~:.f~lg~¿·CHO y en los fibroblastos de piel de humano producidos 

por la ~s~ifu~i~~i§'dlilb*Ja MTX son de alta afinidad y saturables, lo cual sugiere 
~. . · .·r:: ··:: ·. ,_-:t<'.,;-t1:::~1-;_--::\·.~j~ir::~;;~i:~r;:-;·: 

que esta'''.~oxiri~·festá reconociendo selectivamente un sitio de unión en la 
'"·. :_- >· • ':_"-:'_ · ?7:::. r,, ~-- -- ~1 : -~ /_ 

membi'al'l'~i'b~í~Jk~~:-pci~ otro lado, como se mostró en este trabajo, el efecto de la 
. ,.: >\ __ :,'_,,::~_'.~/:t::/!:i~'¡-~;g~i':~:;)~::/:/ 

M:TXno esirtíriédiató;ya que existe un periodo de latencia entre la aplicación de 
•" • :oF;,;,·'••""•• .. ·,;··' 

la toxiÜa y';ia.;'atÜvación de las vías de permeación. Esto sugiere que 

probablement~ i~ i.mión de la MTX a su receptor hipotético involucre una serie 
. _·:--.:;._·_, __ .' 

de pasos que .c:uiminan con la activación de los NSCC-MTX. Es posible también 

explicar la lentitti.d de la respuesta si la MTX se inserta en la membrana, o que se 
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lleve a cabo la inserción de NSCC-MTX sintetizados de novo en la membrana 

. plasmática como resultado de la estimulación con MTX (Weber y cols., 2000). 

Si bien los mecanismos de activación de los NSCC-MTX no han sido bien 

descritos, se cree que este tipo de canales podría estar involucrado en fenómenos 

como la regulación del metabolismo, transporte iónico y volumen celular. Se ha 

propuesto que el canal NSCC-MTX podría 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 todavía establecerse; sin 

embargo, ya sea que la MTX esté actuando mediante una nueva proteína, o 

activando a una proteína conocida, el receptor a la MTX tiene que estar altamente 

conservado a través de la evolución, debido a que las células donde la MTX tiene 
_:. - ·.~:.~~:_:. ·:· .• --~-i,,' ._- ·- -

ef~@>¡_p_rc:wienen de organismos distantes filogenéticamente (del insecto al 

tt;Uhi~ri~)(?i la MTX actúa mediante una nueva proteína o canal iónico, se abren 

nüe,\ra.s líneas de investigación para intentar responder preguntas como: ¿cuál es 

él~~k~i fisi~lógico del receptor a la MTX en todos estos organismos?, y si el 

· blat1co de la MTX es un nuevo receptor entonces, ¿cuál es el agonista endógeno 

>para este receptor tan ampliamente distribuido?. 

Recientemente el grupo de Leech propus() que )a,. MTX activa una 

corriente catiónica no selectiva, similar a la activad~ ix>r)~~-~~ptidbs GLP-1 y 

· PACAP en las células 13-pancreáticas (Lech y cóli;, -199.'Z>,.este mismo grupo 

,reportóque, eLc,an~l .activado por la MTX está.jhy~,l~g~~d{)· en mantener el 

. potenciaÚcle:o/~~brana de la célula 13 pancreática~·'.CL~~d1fy cols., 1998). Otros 

griÍpo~;h~~~;~~~~f}Jb que la MTX activa a un canai''á~í ti~~ TRP en los ovocitos 

· de la r~~a{~e:1~~p11s '(Brereton y cols., 2000) y en la lín~a celular H4-IIE de hígado 

(Brer~t~n<f cóls;, 2001). Estos reportes son particularmente interesantes, dado 

que son los primeros en demostrar que la MTX activa un canal catiónico no 

selectivo involucrado en diversas respuestas fisiológicas; es decir, al menos en 

estas células el canal NSCC-MTX parece tener un papel funcional específico. 
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En cuanto a las propiedades de permeación del canal activado por MTX, 

se han estudiado muy poco. Nuestros estudios demuestran que el curso temporal 

es el mismo para la activación de la corriente catiónica no selectiva activada por 

la MTX y para el aumento en la concentración de Na+ y Ca2+ intracelulares. Lo 

anterior sugiere fuertemente que este canal permea Ca2+ y Na+, los cuales se 

acumulan rápidamente en el interior celular. Nuestros experimentos de 

selectividad muestran claramente una permeabilidad relativa de Na+ (1) = K+ {l) 

> Ca2+(0.87). Los cationes de mayor tamaño, como el NMDG no permean por este 

canal. 

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

humano, se reportan corrientes iónicas producidas con lnM de MTX muy 

similares a las reportadas aquí (Schilling y cols., 1999a). En ese mismo reporte, al 

.sustituir la solución extracelular fisiológica con NMDG-Ringer, en donde el 

principal catión en la solución del baño es el NMDG, se produjo un corrimiento 

:hacia la izquierda en el potencial de reversión de +7 a -35 mV. Este mismo 

fenómeno se observa en los experimentos reportados aquí; no obstante, cuando 

sustituimos el Na+ de la solución extracelular por NMDG, el cambio que vemos 

en el potencial de reversión es mucho mayor (de -10 a -125 mV). Este cambio en 

el valor del potencial de reversión de la Imtx es más drástico que el reportado 

anteriormente (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 

Ca2+ es mucho menor aquí que en el reporte mencionado. 

Las permeabilidades relativas calculadas para el K+, Na+ y Ca2+ en este 

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

sistemas. La Imtx discrimina pobremente entre K+ y Na+ (por cada 3 iones de K+ 

que 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 

corriente activada por la toxina es explorada, se cumplen las características 

generales de permeabilidad descritas anteriormente, aunque en algunos casos no 
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concuerdan con el esquema general de selectividad relativa obtenido hasta 

ahora, por ejemplo en células cardíacas de cobayo el Ca2+ permea mejor que el 

Na+ (Kobayashi y cols., 1987). 

Respecto a la modulación por cationes extra e intracelulares, se ha 

demostrado una fuerte dependencia de la MTX al Ca2+ extracelular por varios 

grupos independientes (Gusovsky y cols., 1990, Escobar y cols., 1998; Weber y 

cols., 2000). Como hemos demostrado aquí por primera vez, la dependencia de 

Ca2+ es muy específica, y la MTX no tiene efecto si se substituye el Ca2+ por otros 

divalentes catiónicos como el Mg2+ y Mn2+. Únicamente el Ba2+ es capaz de 

sustituir parcialmente la dependencia de Ca2+. 

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

ya que en algunos tipos celulares se requiere calcio (Leech y cols., 1997; Worley y 

cols., 2000) mientras que en otros no (Kobayashi cols., 1987; Faivre cols., 1990; 

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

de, c~2+ Í~trác~lular con las técnicas de patclz clamp y fluorescencia aquí utilizadas, 
'· ".{·: . -- ·-

cón~o'. cú'al>~e pudo determinar la dependencia de calcio intracelular. Con estas 

téc~icas:logramos establecer que se necesitan concentraciones nanomolares de 

. c~2+ libr(;! en'el medio intracelular para activar la respuesta a la MTX. Además, Ja 

el~~va~iÓll d~. ca2+ intrncelular potencia notablemente el efecto de la MTX. La 
·· .. - , . -, ., - ·--

ca~ad~rizació,n de; esta ·P()~enciación por el Ca2+ intracelular se presentó por 

P'H;~ei~~~Ji~~ti~~~s:· posible reemplazo del Ca>+ inITacelula< po< 
otros cation~s:diV'alentes';:Hastá el momento no se ha reportado en la literatura 

nh~gún otro l:!Jf~dld ·~i r~specto. La MTX no mostró una menor Imtx con altas 

[Mg2+]¡ Úbr~. ~Í~ e~bargo, con [Ba2+ ]; libre aproximadamente 1000 veces mayores 

que e~ las condiciones control, se obtuvo el mismo efecto de la toxina que con 

Ca2+ Úbr~ nanomolar. 

Lo reportado aquí demuestra por primera vez que el Ca2+ intracelular es 

importante por varios factores: 1) Es necesario para producir la respuesta a la 
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MTX; _ 2). el requerimiento de Ca2+ es altamente específico, y otros cationes 

c.livalE;!rit(:?sno pueden tomar su lugar y 3) el aumento en la concentración de Ca2+ 

intracelular potencia la respuesta a la MTX, es decir, a mayor concentración de 

Ca2+ intracelular y a una concentración fija de MTX, la respuesta es más rápida. 

El fenómeno de potenciación probablemente se produzca por la activación 

de alguna proteína que dependa de ca2+, y que además esta sea regulada por 

Ca2+ con alta afinidad, cercano al rango fisiológico intracelular. Estos resultados 

pueden explicar por qué el Ca2+ solo puede ser reemplazado parcialmente por 

otros cationes, lo cual abre la posibilidad de que la toxina active una vía de 

entrad_a de ca2:_ regulada por alguna proteína específica que pegue ca2+, como 

•. cahn~cl.uFr)a; que ~demás une calcio. en el rango fisiológico. 
- . .:::-::;;,_!·~-~~/·'.·.)~:(~~.:::'.~¡;"_~,:-;_ .. y>. __ :-~ .-. , __ '. ; ' ' 

., LEri:cuanfo a: otros mecanismos de regulación de la respuesta a la MTX, 
_/.'.,·: '.<~'.:{{<~:~;~):'.)'!//(~;'.:~::;¡~'. .. _._ --;;::'.) ·;: .;:~_'. ::: I .. ;: ·_ ·,.>':: :;· f ~>· . '::·:. · .. ·::-. ": . . 

.. erú:on~rafoo_s;,eviderici(l expér,!tj-ú:!n_tal ,c_i11e indica que una cinasa de tirosina de la 
'·_::·>:.>\·)? 1·Y:?~~7:{~i{.~,·/:z::;~-<~·-;t\:-~:-- ~1-~<-?\~-:~~~; >?~~;:::.\~·~e.::~· ~>>-~.: .. --:~-;-,:-- .-__ ·. ·_ >. ,·>;. : .. 

fa.Il1ma: ~r,c!eS,,ta'.:i~p_lic;ád_~i:~e,n,d.~\activ~dótj.de NSCC-MTX. Esto se basa en dos 
••.· _- ;::1f ::_":~:;_~~:;._' }:-~/;(fi~:.~<~~~t::~}'"::r~_¿\:~;:_~~-~:·~:{_:·,-i;~'.:;,-.~-~.:~:·:;~~fi.;ú:f·i~\>~:;r?;.f;~~;'.;- :.Y;ú~·::~.~/:. · ·, 
obser,yélci<:?ne.~~ i;1) ;Jgs'.i!fili_i.l:Ji,c:to~e~t~~P~C:íf}c:os ,d,e .. cinasas de tirosina disminuyen 
. · ~,:::.· : · .r·:.::-.! :::;:.:?i;~.fi~~\:·f·,~'. ~t~tr<~~;f;~~%~~º\\::;. .. \:f;:1)?:·.út: ::~:.~-~~i/:;_.¿ __ ;·::t~;&<if.~~,;:_~~~i_,.}~::ir~ ;· .. :>:,. . ; -
fuertementé')a~eritradi\'.de;~a~<;,:;yiNa;ti_füiciada'.por la MTX, y 2) la transfección de 
~ ·-- : i'.:.: )~:·.:,:.: ---~~:$<?-·iSt:'::..y:t;~~~~i}?;~:t:~~.~¡-~~:?;.~;W:i~;:.:::'.~~}~~~~:.5T~~::~.:i!-~~~~:,:,;-;..;~-~y?;J!~:~·!{'.·~~-·;¡.¿¿_, ·. ~ ... ·:,--: 

,. las 'céhilél~ C:t!Q;;~pf\f;~1iyi::i~.9,f<J.fpi~fcpós't~t4~~y~mente activa de src produjo un 

au~~~.t~;s~;~~~~f,J¡~Í;~\r.~i~~-J~~'.~~~\?~~~j{~f;~~Th~~;t:_N:~t inducida por la MTX. Lo 
anterior ~l1gierefqt.li;i s~;C::o:algt1i1'!l'iiérr\bro/d~.tla;familla src están involucrados en 

·- _ · .. : . > ·:-r:·, \~·:'-_\:;~_)ft~~""~.;fA}::~\~~~~;\~:-~r:·: :: ::·<:'X:·-,··:_~'.:~_:_::_'. ;i_ :_~:;~:-·_ :::._~'t·.~:·._.·~~~~~ 1fti'{.'{.<·i~-~~--.. '., 
.. _la cascada d~.~i;M!~~~ciót1'.iniciacia~f'9i)~.:,fi~Xy que culmina con la activación 

de NSCC::~M!xitsm:~ ~~p1¡-cació11·pOsi~·1~·~~ &~e la proteína src o algún miembro 

de esta famlli~·' fo~fóAr~· ·di~~c~~n{~~fa; ~i . c~nal NSCC-MTX. Estos resultados 
., ' . . , ' •' . . , . : ' . ' . ' . ,, ' ._ . 

apoyan aun másJa,~ipÓte~is de!q~~-j¿\ MTX desencadena una cascada compleja 

de señalizadón tj~~ ~tlt~i~a ¿~~··'íh:entiada de cationes debido a la activación de 
• , ) " ; ,< •• ,-. ' ; '·~; •. • ' • • :: .., - , : • --.. • ", '·:' ; , :-, ;J. . ' · ... 

un canal catiónic~ rio s:ele¿Ú\Tci; Y':···•···· ,. ' .. ', . ,; ·:~."'- ' . 

Sin duda el mei:arii~n.l'd·de ácción de la MTX difiere de los mecanismos 
·,;,:. ' ... 

, ,' 

más simples y directos utilizhd(>s por otras toxinas, lo cual la coloca como una 

herramienta útil y compleja> digna de estudios detallados a nivel molecular. 
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PERSPECTIVAS 

Identificar molecularmente al cana.l catiól1ic()pc;tiv.ádo por MTX, activadores 

··. 

Determinar la identidad de' la cinasa de tirosina involucrada en la modulación de 
~ - -~-'"-·--. :--<''' ->- ._ ----,~,- -- ~,-

la respuesta a MTX. .· 
. " 
,·· .. :<r·· 

·. "'-._.·.·: ':.~ •. •.· .. '.. "<¡"";. 
~-<.; .• ;,-':,.·. 

Estt~diar .el}neéail.ismo mediante fos cuales esta cinasaes activada en respuesta a 

MTX· 

Estudiar bloqueadores como un posibles agentes en el tratámiento de la 

Ciguatera 
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