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RESUMEN

La apoptosis, o muerte celular programada, es el proceso fisiologico que balancea
el efecto de la divisién celular en la formacién y generacion de los organismos
multicelulares { Steller, 1995; Thompson, 1995). A la fecha se conoce que
diversos inductores de apoptosis producen una elevacién sostenida de la
concentracion intracelular de calcio ({Caz*']i), particularmente en tejido linfoide y
en células prostaticas cancerosas (Dowd, 1995). Esta elevacion del calcio parece
jugar un papel muy importante en la induccién de fa apoptosis por intermedio de
moléculas fijadoras del calcio tales como la calmodulina (Dowd y cois., 1991) o la
ALG-2 (Vito y cols., 1996), entre otras. Sin embargo, el origen y los posibles
canales implicados en el incremento del ([Caz“]i) durante [a apoptosis no han sido

eiucidados.

Por estas razones hemos estudiado los mecanismos de regulacion de la [Ca2+);

durante la apoptosis de células prostaticas cancerosas de humano (LNCaP)
combinando técnicas de biologla molecular, microflucrometria y patch clamp.

1) La apoptosis de las células LNCaP fue inducida por varios agentes incluyendo:
a) un ionéforo de calcio, ionomicina; b) un inhibidor de la ATPasa de calcio del
reticulo endoplasmico, tapsigargina;y c) la privacién de suero en el medio de
cultivo. Todos estos agentes fueron capaces de inducir la muerte celuiar por
apoptosis evaluada por diferentes técnicas, p.ej. ensayos de viabilidad (MTT),
fragmentacion del DNA, condensacion de la cromatina y fragmentacién del nucleo.
Sin embargo, la caracterizacion electrofisiolégica y microfluorométrica de los fiujos
de entrada de calcio se realizd en estas células comparando los efectos obtenidos
con dos concentraciones distintas de ionomicina (i.e. 1uM y 10 uM). Estas dos
concentraciones permitieron diferenciar los efectos de las variaciones en Ia

[Ca2*); asociados con apoptosis, ya que solo 10uM la indujo. Los resultados més
notables de estos estudios fueron:

2) En el registro de parche perforado, las células LNCaP presentaron un potencial
de membrana de <40 mV y una [Ca2*]; de 90 nM. La aplicacién de
concentraciones de ionomicina que inducen apoptosis en estas céiulas (i.e. 10
uM), indujo un efecto bifasico en la [Ca2*];, La primera elevacitn de la [Ca2*]; se
debié a la salida de calcio de los depdésitos intracelulares y estuvo asociada con
hiperpolarizacién de la membrana a -77 mV. Esta tltima fue probablemente debida
a la activacion de canales de potasio de alta conductancia, dependientes de calcio
y de voltaje (i.e. maxi-K). Por el contrario, la segunda fase de elevacion de la
[Caz"’]i siempre fue precedida de la despolarizacion de la membrana v
dependiente de !a presencia de caicio externo para su produccion. La adicion de
tapsigargina o a privacién de suero también revelaron un canal permeable a calcio
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que fue independiente del voltaje. En contraparte, la sobre expresion de Bcl-2
inhibié esa segunda fase de incremento de la [Ca2+]i .

3) Una concentracién menor de ionomicina (1 uM ) no indujo apoptosis, ni la
despolarizacién de las células LNCaP, ni el incremento bifasico de la [Caz*']i . Sin

embargo, la presencia del primer incremento de calcio debido a libreracién de
depésitos internos no se modifico al afiadir ionomicina a esta concentracion.

4) Los registros simultaneos de [Caz‘*]i y de la actividad de canales i6nicos

medida en la configuracidon de célula unida, reveld un canal catiénico permeabie a
calcio, independiente de voltaje, no selectivo y de 23pS de conductancia .Este

canal fue activado solo durante la segunda fase de incremento de la [CaZ*);

inducido por ionomicina. Asimismo, |a ausencia de suero y ia tapsigargina también
lograron activar el canal de 23 pS, aunque en estos casos el canal se presentd
con menor frecuencia gue con ionomicina.

5) De esta forma, podemos concluir que un canal catiénico permeable a calcio de
23 pS puede ser activado por varios inductores de apoptosis y que el influjo de
caicio generado pudiera ser parte del mecanismo de apoplosis dependiente de
calcio en células prostaticas cancerosas. Este trabajo, a nuestro conocimiento, es
el primero en la literatura en caracterizar un canal catiénico permeable a caicio en
las etapas iniciales de ia apoptosis. La potencial manipulacion de un canal de
esta naturaleza abre las puertas a nuevas estrategias para el control de la
proliferacién tumoral.
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ANTECEDENTES
Cincer de Pristata

El cancer prostatico es una enfermedad que estd adquiriendo proporciones
alarmantes en todo el mundo y no sélo en palses desarrollados como habia sido la
idea general. Por ejemplo, se conoce que en los dltimos 50 afios se han
incrementado las tasas de mortalidad ajustadas a ia edad de este cancer hasta en
un orden de magnitud de 10 veces para algunas areas de paises en vias de
desarrollo (Waxman & Gutiémrez, 1892).

Mas objetivamente, podemos mencionar que el cancer de prostata es la primera
causa de muerte por céncer en hombres de nuestro pais y que la mayoria de los
casos que detectamos se encuentran en estadios avanzados (i.e. metastasicos).

Si bien es clerto que las medidas de deteccién oportuna podrian mejorar este
panorama, existen dos hechos que subrayan lo elusivo que puede ser el cancer
prostatico a estas medidas: (1) la incidencia de cancer localizado en autopsias de
hombres mayores de 60 afios es mayor que la obtenida en vida y {2) aunque la
evolucién de cancer suele ser lenta, su curso es impredecible y no se puede
definir con certeza en que casos avanzard de un estadio localizado (estadio A}
hacia el estado metastasico (estadio D).

Hoy en dia la terapia estandar para el cancer prostéatico metastasico es la ablacién
andrégenica (i.e. orquidectomia, andlogos de la GnRH, flutamida, etc) (Waxman,
1992; Garnick, 1993). Desafortunadamente ia terapia de ablaciéon de androgenos
raramente es curativa porque la poblacién celular del cancer prostatico
metastasico de cada paciente es muy heterogénea {Garcia, 1992). Esto significa
que en dicha poblacién hay tanto células que dependen de los andrGgenos para
su crecimiento y proliferacién (i.e. hormono-dependientes,HD), como ofras
células cancerosas prostaticas que son hormono-independientes (HI) ain antes de
que se haya iniciado la terapia de ablacién {Isaacs, 1992).

De esta forma se entiende que la ablacidén androgénica no sea capaz de eliminar
las clonas andrégeno independientes que posea el paciente. Esto, traducido a la
clinica, explica también el por qué los pacientes con cancer metastasico que
responden inicialmente a los andlogos de la GnRH, presentan progresion de la
enfermedad después de |8 a 24 meses de haber sido iniciada la ablacién
androgénica.

Por estas razones se necesita con urgencia una terapia efectiva contra ias células
cancerosas prostaticas hormono-independientes que pueda ser combinada con
cualquiera de las terapias de ablacién androgénica. De esta forma seria posible
erradicar por complete ¢! climilo de cionas heterogéneas que existan en los
pacientes con cancer prostatico metastasico.
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Desafortunadamente no existe un agente farmacolégico gue sea capaz de
controlar el crecimiento de las células prostaticas Hl. De aqul que se requiere
realizar un estudio minucioso de 1a biologia molecular de cionas Hl y HD para
identificar los mecanismos que les confieren la hormonc-independencia. Sélo asi
se podran disefar estrategias mas racionales para inhibir su crecimiento o inducir
su muerte (Sikora, 1992).

Cancer de préstata y apoptosis

Algunos estudios han puesto en evidencia la importancia que tiene el m,
etabolismo celular del calcio en las células cancerosas, particularmente en el
proceso de muerte celular (Martikainen, 1991; Steinsapir, 1991; Mas-Oliva, 1991,
Martikainen, 1990; Kyprianou, 1989; Cheung, 1984; Cameron, 1980; Shanne,
1979).

Por ejemplo, es bien conocido que las células glandulares prostaticas normales y
las clonas de ca&ncer prostitico andrégenc-dependiente pueden ser inducidas
hacia la muerte celuilar si se les priva de andrégenos en el medio de cultivo, o si se
establece el tratamiento ablativo en situaciones clinicas (Waxman, 1992; Gamick,
1993; Martikainen, 1991; Steinsapir, 1991; Martikainen, 1990).

La clase de muerte celular que ocumre durante [a ablacibh de estas clonas
prostaticas hormono-dependientes es un proceso denominado genericamente
como "apoptosis”, que estd acompafiado por un incremento sostenido de las
[Ca2+]i {Kyprianou, 1990; Redding, 1992). Aln més, se ha documentado que
existe una elevacion en la expresion y sintesis de calmodulina en céluias
glandulares prostaticas normales inducidas a la apoptosis por ablacién
androgénica (Furuya, 1993).

Las caracteristicas moleculares y morfolégicas de este fendmeno de apoptosis
incluyen: (1) la fragmentacion del DNA genémico en oligémeros nucleosomales,
(2) la dilatacion del reticulo endoplasmico sin cambios en la morfologia
mitocondrial; {3) la hiperactividad de la membrana plasmatica, (4) la formacién de
cuerpos apoptdticos y (5} la ausencia de reaccion inflamatoria circundante
{(Arends,1990).

El punto mas critico en el proceso de apoptosis parece corresponder a la
fragmentacion del DNA gendmico en oligbmeros nucleosomales. Esta
fragmentacion representa el paso ireversible en la muerte de ias células

prostaticas y es el resultado de una endonucleasa dependiente de Ca2+-Mg2+
que se encuentra en el niclec (Martikainen, 1991, Wyllie, 1993; Arends,1990).

Pero de mayor frascendencia para nuestro estudio fue la elevacién sostenida de la
[Ca2*]; justo antes de la fragmentacion de! DNA, y la cual se considera como
presunta responsable de la activacion de la endonucieasa y de otros mecanismos
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involucrados en la apopotsis (Fig 1). En estas condiciones la [Caz*‘]i alcanza
hasta B0OO nM en algunos estudios (McConkey, 1889).

El corolario a estas observaciones es que en ausencia de andrégenos, las células
prostaticas cancerosas hormono-dependientes sufren un incremento importante y

sostenido de la [Ca2+]i, lo cual activa diversos mecanismos que inducen los

cambios tipicos de la apoptosis en el nicleo, mitocondria, citosol, reticulo
endopidsmico y membrana plasmatica de esas células
{Dowd, 1995).

Por el contrario, y de manera muy interesante, se ha descrito que las células
prostaticas cancerosas Hl proliferan aiin en ausencia de andrégenos y evitan su
muerte celular bajo estas circunstancias porque impiden un acumulo intracelular
excesivo de calcio (lsaacs,1992; Sikora, 1992). Desafortunadamente, los
mecanismos por los cuales esto se lleva cabo no han sido caracterizados y
tampoco se sabe si un mejor control del calcio celular tiene relacion con el estado
de hormono-independencia en estas células prostaticas cancerosas.

Sin embargo, el papel del incremento en la [Ca2t); durante la apoptosis también
puede apoyarse en que: (l) ciertas membranas plasmaticas tumorales cuentan con

una ATPasa-(Ca2* Mg2+) que transporta el calcio mas eficientemente y a menor
costo energético que la de céiulas normales y la de tejidos en regeneracion (Mas-
Oiiva, 1991; Kyprianou, 1989) y (2) que la exposicion de clonas hormono-
independientes a un ionéforo (ionimicina) por un tiempo prolongado (i.e. 96-120
hs), genera el acumulo de calcio necesario para inducir la fragmentacion del DNA
y la apoptosis de estas células (Isaacs, 1992).

Apoptosis y calclo

Como ya se ha comentado, la apoptesis es la expresién mas comin de la muerte
celular programada, y es un proceso fisiolégico que balancea la division celular en
la funcién y remodelacién de los tejidos de organismos multicelulares (Steller,
1995; Thompson, 1995).

La apoptosis es definida en base a una serie de cambios morfoldgicos
establecidos en 1970 por Willye y cols. (revisados en Arends & Willye, 1990). El
cambio mas significativo es la condensaciéon de la cromatina, la cual ocurre

probablemente por la accién de una endonucleasa dependiente de CaZt y Mg2+.
A este respecto, se conoce desde hace muchos aftos que el metabolismo del
calcio esta ligado al fenémeno de apoptosis (Schanne, 1979). Ahora se conoce
que el influjo masivo de calcio extracelular, o la sola liberacién de los depdsitos
intracelulares de calcio inducida por numerosos estimulos, pueden provocar la
muerte celular por diversos mecanismos (Fig.1). Una de las teorias mas
aceptadas en la actualidad sostiene que el ibn acumulado en cantidades
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excesivas el citosol es secuestrado por la mitocondria. Egta acumulacién en la

mitocondria puede conducir, a su vez, al fenémeno denominado Transicion de la
Permeabitidad Mitocondrial (0 MPT, del inglés mitochondrial permeability
transition) que consiste en la permeabilizacion de la membrana intemna de la
mitocondria (Gunter, 1990).

El fenémeno MPT incluye diversos eventos como: 1) desacoplamiento de la
cadena respiratoria e inhibicion de la generacién de ATP; 2) edema del organelo;
3) ruptura de la membrana externa y 4) liberacién de factores apoptogénicos hacia
el citosol. Estos dltimos incluyen citocromo ¢, factor inductor de apoptosis (AIF) y
pro-caspasas (Kroemer, 1998; Green, 1998). La acumulacién de calcio también
produce radicales libres y activa enzimas involucradas en el proceso de muerte
celular como fosfolipasa A2, proteasas y la endonucleasa que hablamos
comentado mds amiba.

Sin embargo, a pesar de conocerse muitiples mecanismos de transduccion
mediados por calcio en apoptosis, ain no se han caracterizado las rutas de
entrada y salida de calcio que participan en este fenémeno de manera similar a
como lo han sido para ofros procesos fisiologicos (Fig 2).

En apoyo a la hipdtesis de apoptosis mediada por calcio se ha observado que la
exposicién de timocitos a CD3 o glucocorticoides produce la elevacion sostenida

de la [Ca2t]; y la fragmentacién del DNA en estas células (McConkey vy cols,
1984 y 1989). También en linfocites, la tapsigargina -un inhibidor especifico de la
ATPasa de Ca2* del reticulo endoplasmico- eleva la [Ca2+]; y produce la muerte
de estas células (Lam, 1994). Los ionéforos de calcio y [a tapsigargina también
causan la apoptosis de células prostaticas al incrementar la [Caz"]i (Martikainen y

cols., 1990, 1991; Furuya y cols., 1994). En estos estudios los niveles de [Caz"']i

antes de que ocurra la fragmentacion del DNA se ha medido entre los 400 a 1500
nM (Lam, 1993; Baffy, 1993). La elevacion del calcio en estos modelos puede
deberse; 1) al incremento en la entrada, 2) la disminucién en la salida del catién,
3) el vaciamiento de los depobsitos intracelulares de caicio ¢ 4) a la combinacion de
estos mecanismos. Sin embargo, en todos estos casos existe un requerimiento
estricto de calcio externo, aunque las vias especificas de permeabilidad a calcio
ascciadas con apoptosis no han sido identificadas.

Por un fado, se ha propuesto que la apoptosis inducida por calcio pudiera ocurrir a
través de la activacién de canales de caicio que se produce por el vaciamiento de
los depbsitos intracelulares (i.e. entrada capacitativa de calcio) y que resulta en
una elevacién sostenida del calcio intracelular y la muerte. Este infiujo de calcio
ha sido demostrado en varios modelos de apoptosis, pero ain no se han
caracterizado electrofisiologicamente ningunec de 10s canaies responsables. Este
tipo de canales de calcio también son conocidos como SOC (del inglés, Store
Operated Channels) o Icrac (del inglés, Ca®* release- activated Ca®* current) y
han sido revisados por Berridge (1995) y Putney (1999) entre otros. Al respecto, la
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jonomicina, que es un ionéforo electroneutro de calcio (Erdahl y cols., 1995),
induce un influjo electroforético de calcio mediado aparentemente por la activacién
de los canales SOC (Mason & Grinstein, 1993; Morgan & Jacob, 1984). Sin
embargo, en varios modelos de apoptosis también se han descrito canales de
membrana permeables a calcio que no son operados por el vaciamientc de
depésitos como, por ejemplo, los inducidos por receptores NMDA (Ankarcrona,
1995; Laabich, 2000; Glazner, 2000) y la proteina p amiloide (EKinci, 2000;
MacManus, 2000). AGn mas, Antonsson y cols. (1987) han demostrado que la
expresién de ia proteina Bax, un inductor de apoptosis de la familia Bcl-2, es
capaz de incrementar la permeabilidad de la membrana plasmatica de diferentes
tipos de células, posiblemente al formar canales i6nicos no selectivos . De
manera interesante, estos canales son bloqueados cuando se sobre expresa el
inhibidor tipico de apoptosis, el gen Bcl-2. De esta manera se ha sugerido que
existe una relacion directa entre la actividad formadora de poros de Bax y la
induccién de la apoptosis.

En contraparte existen estudios en linfocitos en que divesrsos estimulos
apoptéticos liberan los depésitos intracelulares de calcio a través del receptor
InsP; . Por ejemplo, Jayaraman (2000) mostré que la ausencia de expresion de
estas receptores en la membrana del reticulo, bloquea la apoptosis inducida por
cualquiera de tres estimulos: dexametasona, estimulacién del TCR o radiacién.
Otros grupos también han sugerido que el receptor insP; tipo 3 no solo se
encuentra en el reticulo endopldsmico sino que también se expresa en la
membrana plasmatica y que su presencia estd asociada a la induccion de la
muerte celular (Khan,1983; Blackshaw, 2000}. De ahi que la participacion de la
liberacitn de los depdsitos intracelulares y la de la entrada capacitativa de caicio
son procesos cuya participacion en apoptosis queda por definirse.

Hasta el momento no se ha llevadc a cabo la caraclerizacion electrofisiologica de
los canales idnicos de membrana plasmética que estan asoctados a la apoptosis,
particularmente la de aquellos permeables a calcio. Por esta razén hemos
combinado técnicas de biologia molecular con patch clamp y el registro simultaneo

de la [Caz"‘li para evaluar las vias de permeabilidad a calcio durante ia apoptosis

de una linea celular de cancer prostatico que es independiente de hormonas para
su crecimiento {LNCaP).
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HIPOTESIS

Estudios de la Ultima década sugieren que la muerte de las células cancerosas
prostaticas hormono-dependientes, inducida por la ablacién de andrdgenos, esta

mediada por un incremento sostenido de la [Ca2*i). Por el contrario, se piensa que
las células cancerosas prostaticas HI, proliferan en ausencia de andrégenos y

evitan su muerte porque no permiten que la [Ca2+); alcance concentraciones
téxicas sostenidas. En conclusién, las células Hl pudieran evitar su muerte
mientras mantuvieran un nivel 6ptimo de {Caz“]i , porgue impiden la activacion de
la endonucleasa y la fragmentacién nuclear.

De ser asl, esto implicaria que la células cancerosas hormono-independientes no
permitiffan que la [Ca2t]; llegara a niveles peligrosos que pudieran inducir su
muerte, porque utiliza uno o mas de los siguientes mecanismos compensatarios:
(1) disminuyendo la entrada celular del caicio; (2) movilizando optimamente el
calcio hacia organeios quelantes de este catién o {3) promoviendo la salida del
calcio hacia el espacio extracelular por medio del intercambiadar Na‘/Ca2t ylo la
ATPasa Ca2+, Mg2"‘ (bomba de calcio). Sin embargo, los flujos celulares de
entrada y salida de calclo en ambos casos no han sido caracterizados en detalle
en l[a apoptosis de células cancerosas prostaticas HD ni en la de células Hl, as!
como tampoco ha sido explorada su posible relacion con la emergencia de
hormono-independencia.

Objetivo General

identificar vias de entrada de calcio extracelular asociadas a la apoptosis de
células prostaticas cancerosas.

Objetivos Particulares

Establecimiento y validacion de un modelo de apoptosis de células prostaticas
cancerosas hormono-independientes, LNCaP, in vitro,

Determinacidén de la concentracidn de calcio intracelular en células prostaticas
cancerosas inducidas a sufrir apoptosis por diversos agentes,

Caracterizacidn electrofisioldgica de las vias de entrada de calcio que se activen
durante la apoptosis de células prostaticas cancerosas, LNCaP.

identihcacién molecular de los posibles canales catiénicos que se detecten.
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HIPOTESIS

Estudios de la (ltima década sugieren que la muerte de las céiulas cancerosas
prostaticas hormono-dependientes, inducida por la ablacién de andrégenos, esta

mediada por un incremento sostenido de la [Ca2+i]. Por el contrario, se piensa que
las células cancerosas prostaticas HI, proliferan en ausencia de andrégenos y

evitan su muerte porque no permiten que la [C‘,az“li alcance concentraciones
toxicas sostenidas. En conclusién, las células H! pudieran evitar su muerte
mientras mantuvieran un nivel 6ptimo de [Caz"']; , porque impiden la activacién de
la endonucleasa y la fragmentacién nuclear,

De ser asi, esto implicaria que la células cancerosas hormono-independientes no
permitirfan que la [Caz"'Ii llegara a niveles peligrosos que pudieran inducir su

muerte, porque utiliza uno o mas de los siguientes mecanismos compensatorios:
{1) disminuyendo la entrada celular del calcio; (2) movilizando optimamente el
caicio hacia organelos quelantes de este catién o (3) promoviendo la salida del
calcio hacia el espacioc extracelufar por medio del intercambiador Na*/Ca2* yjo la
ATPasa Ca2*, Mg2+ (bomba de calcio). Sin embargo, los flujos celulares de
entrada y salida de calcio en ambos casos no han sido caracterizados en detalle
en la apoptosis de células cancerosas prostaticas HD ni en la de células Hl, as!
como tampoco ha sido explorada su posible relacidn con la emergencia de
hormono-independencia.

Objetivo General

Identificar vias de entrada de calcio extracelular asociadas a |a apoptosis de
células prostaticas cancerosas.

Objetivos Particulares

Establecimiento y validacion de un modele de apoptosis de células prostaticas
cancerosas hormono-independientes, LNCaP, in viiro.

Determinacion de la concentracién de calcio intracelular en células prostaticas
cancerosas inducidas a suftir apoptosis por diversos agentes.

Caracterizacién electrofisioldgica de las vias de entrada de calcio que se activen
durante la apoptosis de células prostaticas cancerosas, LNCaP.

identificacién molecular de los posibles canales catiénicos que se detecten.



AA.Cutiérrez / Canal catidnico y apoptosis

MATERIAL Y METODOS

Materiales

El Fura 2-AM se obtuvo de Molecular Probes, Junction City,OR. La ionomicina
{Sigma, St.Louis MO, USA, 10634) vy la tapsigargina (RBI, USA) se disolvieron en
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma. USA ) a una concentracion de 5 mM.
Encontramos que es recomendable congelar la ionomicina en alicuotas pequefias
¥ sclo en DMSO, pues al diluirla en cualquier sojucién se precipita y no sirve para
los experimentos de electrofisiologla. Por ello, cualquier dilucién de ionomicina se
debe realizar justo antes de llevar a cabo este tipo de experimentos para avitar
que se tape la micropipeta. El resto de las sustancias utilizadas fueron de la mejor
calidad disponible en el mercado.

Cultivo de células LNCaP.

Las células prostaticas cancerosas hormono-independientes, LNCaP, se
obtuvieron del American Type Culture Collection (ATCC No. 1740-CRL) y se
usaron en los pases 27 a 32. Esta linea fue desarrcllada a partir de una metastasis
ganglionar de cancer prostatico humano y se seleccioné para el presente estudio
por crecer de manera independiente a la presencia de andrégenos, aunque se
sabe existen receptores de superficie para estos ultimos (Horoszewicsz, 1883;
Steinsapir, 1991). Las células se expandieron y se cultivaron en medio RPMI 1640
(GIBCO 21072-012) adicionado de 10% suero fetal bovino (SFB) inactivado
(GIBCO 16140-48) y 100,000 U de penicilina mas 100,000V de estreptomicina
(GIBCO 15145-014). En todos los casos se mantuvo el CaCl2 del medio a una
concentracidn final de 1 mM. Las células se mantuvieron en incubacion en
ambiente humedo a 37°C y 5% de CO> cambiande el medio cada 34 dias

Ensayo de viabilidad celular.

Come marcador de viabilidad celular usamos un ensayo que mide la capacidad
enzimatica de la mitocondria para reducir las sales de MTT al producto inscluble
formazan. Al concluir el tiempo de exposicién planeado para cada agente pro-
apoptético, las células fueron tratadas con tripsina, lavadas y resuspendidas en
medio RPMI 1640 con SFB 10% a una densidad final de 2 X 10° células mi™. Esta
suspensién {10,000 cels./50 pl) fue distribuida en cada uno de los 96 pozos de las
cajas de cultivo y se incubaron por 18 horas. Después de este lapso, las células
fueron expuestas a diferentes concentraciones de ionomicina o tapsigargina,
disueltas en DMSQ, de acuerdo a lo sefialado en las figuras. Para los estudios en
ausencia de suero, lo que se hizo fue retirar el medio de cultivo y en su lugar se
incubaron las células con solucién HBS fisioldgico y en HBS "despolarizante” , en
presencia o ausencia de ionomicina. La solucidn HBS despolarizante contenia
(en mM ) NaCl 84 / KCI 50, pH 7.4. De acuerdo a la ecuacién de campo
constante esta solucidn deberia generar un potencial de membrana (E, ) de
— 21.4 mV de acuerdo a los siguientes datos:
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PNa
K+ Px [Na'L,

[K'To+ PNa [Na'ls
Pr

Em=-61mViog

donde Em es el potencial de membrana en mV; [Na']; = 12 mM.; [K'} = 138 mM
y [a relacion PNa/ Pk, 0.15 (Apéndice 1).

En todas las condiciones se utilizaron controles, con y sin la adicion de DMSO.
Los resultados reportados son el promedio de triplicados y se expresan como el
porcentaje de células viables con respecto al control. Este porcentaje fue
determinado de la siguiente manera:

Ab g0g del MTT formazan producido en

las células tratadas con ionomicina
[ 1- ] X100
Ab gpg del MTT formazan producido en
las células no tratadas a tiempo cero

Alslamiento de DNA de bajo peso molecular y de ARN total.

A los tiempos sefialados de exposicion a los diferentes inductores de apotosis se
recolectaron las células LNCaP, mez¢lando las que estaban en el sobrenadante
con las adheridas a la caja de cultivo. De esta manera se obtuvo una cuenta total
de células (viables y muertas). El lote de células fue centrifugado y el precipitado
de estas células (1.5 X 107) resuspendido en 0.5 mi de medio de lisis isoténico (en
mM: 140 NaCl, 1.5 MgCl2, 0.5% NP40, 10 Tris-HCI pH7.4). Esta suspension
permanecié en hielo por 10 minutos a 4°C y posteriormente fue centrifugada a
10,000 X g por 10 minutos a 4°C (Sambrook, 1989). El pellet nuclear fue
resuspendido en medio de lisis hiperténico (en mM; 350 NaCl, 1.5 MgCl2,10 Tris-
HCI, pH 7.4) por 30 minutos a 4°C, y el DNA fragmentado de bajo peso molecular
fue separado por centrifugacién a 4000 X g por 10 min. a 4°C. Finalmente, el DNA
fue extraido una vez con fenol/cloroformo y otra con cloroformo, precipitado y
lavado en alcohol. El DNA obtenido fue analizado electroforéticamente en geles de
agarosa al 2% tenidos con bromuro de efidio (0.5 ug/m!), buscando el patrén de
*escalera” producido por los oligdmeros nucleosomales, caracterisiticos de
apoplosis.
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Evaluacién de la Fragmentacion de DNA por ELISA

El principio del ensayo de ELISA se basa en el uso de anticuerpos monoclonales
que reconozcan el DNA y las histonas de los lisados célulares de tejidos
sometidos a dafio genotéxico. De esta forma es posible la cuantificacion de mono-
y oligonucleosomas en la fraccion citoplasmica de los lisados, que es directamente
proporcional al grado de muerte celular.

Una vez que las células {10,000/pozo) han sido cultivadas con el agente inductor
de apoptosis por el tiempo establecido (p.ej 12-14 horas), éstas se lisan de
acuerdo a! protocolo del ensayo Cell Death Detection ELISA, Boehringer
Mannheim (Cat. 1544 675). Cada condicién experimental se practica por triplicado.
Luego, se preparan los pozos necesarios de la placa de ELISA con e! anticuerpo
anti-histona y se vierten 100 pl del lisado celular en cada pozo para fijar [os
nucleosomas existentes a través de sus histonas. Después de un lavado, se hace
la incubacidn con el segundo anticuerpo monocional, anti_DNA peroxidasa, que
se fija al DNA de los nuclecsomas. Una segunda lavada permite remover los
compuestos peroxidasa que no se hayan fijado y se determina la actividad
peroxidasa retenida en los inmunocomplejos por medio de ABTS, que es el
substrato de esta enzima. Finalmente, se determina la absorbancia de la reaccion
a 405 nm y se calcula el Factor de Enriquecimiento (EF), que es directamente
proporcional al grado de degradacion de DNA en ese lisado. La férmula para
obtener ! EF es:

mU de la muestra (células muertas o muriendo)
EF =

mU del control correspondiente (céfuias viables)

donde mU = absorbancia (10'%)

Tincién de Hoechst

Este ensayo se realizé para confirmar [a condensacién del DNA y la fragmentacion
def nicleo de células que son fenémenos caracteristicos en apoptosis. En breve,
los cubrecbjetos (Thomas Sci. 18 y 22 mm) se trataron con Extran al 1% por 10
min, y se lavaron en agua destilada antes de esterilizarse. Ya estériles, se
colocaron uno por cada pozo de un piato con 12 y en cada uno de eilos se
sembraron de 5 a 10 000 células. EI volumen final del medio de cultivo
seleccionado fue de 1 ml.

Una vez transcurridas 48 horas de cultivo, se obtuvieron los cubreobjetos y se
fijaron en solucién de paraformaldehido al 4%, por 10 minutos, 4°C. Se lavaron
dos veeces con solucion PBS y ias células se permeabilizaron con metanol al 95%/
PBS por 2 minutos, 4°C . Después de enjuagarios cuatro veces en solucion de
PBS, se titeron con solucién Hoechst ( Sigma, 33258) a dilucién 1:500 por 1.5
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minutos. Finalmente se enjuagaron tres veces en PBS y una vez més en agua
antes de montarse con PermaFiuor Aqueous Mountant (Lipshaw Immunon.
Pittsburgh, PA 15275, Cat.No. 434990). E! andlisis de fluorescencia se realizé a
100X en un microscopio confocal bajo !a asesoria del Dr. A. Herndndez-Cruz,
IFC-UNAM.

Medicion simultanea de la [Ca2+]i por microflucrometria y patch clamp.

Las células LNCaP se recolectaron de las cajas de cultivo incubéndolas con
tripsina (0.05%) y EDTA (0.02%) a 37°C. La reaccién de la tripsina se detuvo con
medio RPMI 1640 enriquecide con SFB 10%, y las células fueron lavadas con el
mismo medio. A continuacién se cont6 |a densidad de células con una cdmara
Newbauer y un millén de células LNCaP fueron incubadas durante una hora a
temperatura ambiente con 0.5 uM de Fura-2 acetoximetilester (Fura-2/AM,
Molecular Probes, Junction City, OR) disueito en el medic RPMI-1640 a
temperatura ambiente. Al término de este tiempo, las células fueron lavadas una
vez en soluciébn de HBS (en mM: 130 NaCl, 4 KCI, 10 HEPES, 1 MgS04, 10
glucosa, 2 NapHCO3, 2 CaClz, pH 7.4). Los precipitados obtenidos son

resuspendidos en este mismo buffer a una densidad de 1 X 10 6 céiulas/ml, y 30 !
de esta suspension son colocados en la camara de microfluorometria. En ningin
caso se ocupan preparaciones de células de mas de 6 horas de obtenidas. La
relacion de fluorescencia del Fura-2 (340/380) es medida en un
microespectrofiuorémetro (Photon Technology Interational Inc, South Brunswick
NJ) montado en un microscopio Niken. La fluorescencia se registra
continuamente, durante un periodo control, y durante y después de la exposicién
individual de las células a diferentes concentraciones de ionomicina con una
picobomba PWI / PVB30. Para los experimentos con tapsigargina y ausencia de
suero, las células fueran incubadas con estos agentes por tiempos variables antes
de la medicién del calcio intracelular, segln lo indicado en las figuras. Para cada
experimento se hizo la correccion pertinente del fondo basal de fluorescencia. La

[Ca2*); se calculd usando la siguiente relacién:

[Caz+]i = Kd{R- Rmin)/( Rma -R). donde Kp = 200 nM y R es el cociente de
fluorescencia a 340/380 nm después de haberse corrigido por la fluorescencia de
fondo. Rnn es el cociente en ausencia de caltio y Rmg cuando el Fura-2 esta
saturado con calcio. Bajo nuestras condiciones de registro los parametros de la
ecuacién de Grynkiewicz fueron R = 4.07820.477, Rmin = 0.204 £ 0.023 y B =
8.014 #0.117 para 41 calibraciones (Grynkiewicz, 1985; Thomas, 1992). Los
cambios de la [Ca2“']j se reportan como el cociente de fluorescencia 340/380 nm

en [a mayoria de las figuras debido a que algunos de estos cambios producen la
virtual saturacién del Fura-2.
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Métodos Electrofisiolégicos

El Patch Clamp en la configuracién del parche perforado se utilizé para los
experimentos de fijacién de voitaje y de corriente en paralelo a la determinacion
intracelular del caicio. E! usar esta configuracion permitié variar el gradiente
electroquimico para la entrada de calcio a través de la membrana plasmatica (Xu
y cols, 1994) de las células prostaticas cancerosas, LNCaP. Todos los
experimentos de electrofisiologia se realizaron a temperatura ambiente usando
micropipetas con una resistencia de 4-5 MQ. Se trabaj6 con resistencias en serie
en el rango de 8 a 20 MQ. E! potencial de membrana y las cortientes i6nicas se
registraron con un convertidor I/V axopatch 1D y se digitalizaron con un médulo
digidata 1200 (Axon Instruments). Estos datos fueron almacenados en una
computadora PC para su andlisis posterior usando el programa Axotape.

Para ios experimentos de fijacién de corriente en los que se registra el potencial
de membrana se ulilizé la siguiente solucién en la micropipeta: Solucién de suifato
de potasio (mM): 60 K2504, 11 NaCl, 30 KCI, 1 MgSO4, 0.1 EGTA, 10 HEPES-
NaOH, pH 7.2. Para los experimentos de fijacién del voltaje se utilizd la soluci6n
de sulfato de cesio (mM): 60 Cs2S04, 30 CsCl2, 11 NaCl, 1 MgSO4, 0.1 EGTA,
10 HEPES-NaOH, pH 7.2. Con esta solucién se reduce la conductancia a potasio
en los experimentos de fijacién de corriente y también fue usada para todos los
estudios de fijacién de voltaje. Se obtuvieron resistencias en serie por debajo de
30 MQ utilizando 150 ug mi™' de anfotericina B y 30 ug mi™* de &cido plurénico F-
127 en las soluciones de la pipeta (0.3% DMSO). Siempre se realiz6 la disolucién
de la anfotericina B y el acido plurdnico en las soluciones correspondientes
momentos antes de realizar el experimento. La solucién extraceiular usada en la
camara del microscopio fue la de HBS descrita en la seccién anterior.

El registro de canales unitarios fue hecho en la configuracién de célula unida dei
patch clamp (Hamill y cols, 1981) simultAneamente con el registro del [Ca2+]i . El
potencial de membrana se coloct en cero usando una solucién de aito potasio
(mM): 8 NaCl, 130 KCt, 2 NaH2CO3, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 glucosa, 10 HEPES-
NaCOH, pH 7.4. Las corrientes unitarias fueron filtradas a 200 Hz (filtro Bessel} y
digitalizadas por el programa Digidata 1200 - Axotape (Axon Instruments) a 1 kHz.
Para el registro de la actividad aislada del canal inducido por ionomicina se ocupé
la siguiente solucidén estandar en la pipeta (mM): 140 NaCl, 2 CaCly, 20 HEPES-
NaOH, pH 7.4; el potencial del parche se mantuvo a -100 mV, a menos de
sefialarse lo contraric. Para evaluar la permeabilidad a calcio se usaron soluciones
que solo contenian 110 mM de CaCl2 o de glutamato de calcio como (nicos iones
permeables en la solucién de la pipeta. En general, se encontraron miitiples
canales en e} registro por lo que la probabilidad de apertura (Po) multiplicada por
el nimero de canales (N) fue obtenida por la siguiente farmula: NP.= Z(i- L)AHTr:,
donde & es la corriente total dei canal registrado |, & es la corriente basal, At es es
el tiempo de muestreo, T es el tiempo total (8s) e i, es la corriente unitaria
calculada a partir de todos los puntos de los histogramas de amplitud (Logothetis y
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cals., 1987). Los resultados fueron expresados como la media i S.E.M. La prueba
de t de Student fue utilizada para todos los analisis estadisticos.

Amplificacién y secuenciacién del cDNA de receptores | canales de
membrana

Brake y cols. (1994) encontraron que un gene Involucrado en la apoptosis de
timocitos, RP2, es homdlogo a la secuencia de receptores purinérgicos. Por ello,
como un primer intento en determinar |a naturaleza del canal que encontramos,
se disefiaron varios juegos de sondas (por el programa DNASTAR) a partir de las
secuencias de los cDNA (GenBank NCBI) que codifican para los siguientes
receptores purinérgicos : 1) P2X1 humano, HSP:XRCPR, X83688, oligos #570-
571; 2) PoX4, rata RNP2X4, X91200, oligos # 572 y 573 ; 3) P2X3 rata, RNP2X3,
X90651, oligos #590 y 591 y 4) RP-2 rata, M80602, oligos #5982 y 593.

La extraccién del RNAm de células LNCaP se llevo a cabo con isotiocianato de
guanidinio (Chomeczynski, 1987). La reverso transcripcién y ia amplificacién de
cDNA se realizé en un solo paso siguiendo las instrucciones del kit de Gene Amp
EZ rTth PCR (Perkin Elmer N808-0179) y 1 pg de RNA total. El grado de
expresién relativa fue cuantificado en unidades arbitrarias por densitometria.

Finalmente, 'a secuenciacién de productos de PCR se realizé con el kit de
AmpliCycle® Sequencing (Perkin Eimer N 808-0175 ) que utiliza una DNA taq
polimerasa termoestable muy especial. Esta enzima de 94 kDa: 1) posee una
mutacién que elimina virtualmente la actividad exonucleasa 5-3'; 2) permite [a
secuenciacidn por medio de PCR y 3) puede utilizarse con sondas radiomarcadas
con ( ® P or ¥ P) o con radionuciéotidos incorporados (a-* P or a-* S) a las
mismas. Para nuestro estudio incorporamos a-** S (Amersham, Co) al oligo #570
para usario como templete.

Expresién del gen Bcl-2 en células LNCaP

El plasmido pUC19-Bcl 2 fue obtenido del ATCC (cat. 79804). Los mini preps y
maxi prep. de este plasmido se realizaron con columnas Wizard DNA Purification
Systems, Promega, siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez obtenido
el plasmido se aisl6 la secuencia de Bcl-2 (3.61 Kb ) por medio de su restriccion
con la enzima EcoR1. El fragmento fue resuelto en un gel, recuperado de la
agarosa {Gene Clean Il Kit, Bio 101) y clonado en &l vector pcDNA3 (Clontech).
l.a construccién asi obtenida (pcDNA3-Bcl 2) fue verificada por analisis de
restriccién otra vez.

La transfeccion de este vector a células LNCaP (pases 27-31) se realizé por medio

de lipofeccién (Transfectam, Promega). Para verificar la expresion de Bel 2 se
practicaron Dot Blots usando el mRNA aislado de células transfectadas vy el

17
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fragmento Bcl-2 radiomarcado con 2 o ATP por medioc de técnicas
convencionales (Sambrook, 1989). Todos los experimentos con células pcDNA3-
Bcl 2 se practicaron a las 24 horas de haber sido transfectadas las células.

RESULTADOS

Diversos agentes inducen apoptosis en células LNCaP.

Previamente se ha demostrado que el aumento sostenido de la [Ca2*); durante

la apoptosis de células prostaticas cancerosas se debe a un influjo sostenido de
calcio a través de la membrana plasmatica (Martikainen, 1991, Furuya, 1994). Por
estas razones primero realizamos diversos ensayos para documentar que ia
ionomicina (10 pM ), ia tapsigargina (100 nM) y la ausencia de suero, eran
capaces de inducir la apoptosis de células LNCaP (Fig 3). Estos ensayos
incluyeron el andlisis de la fragmentacién de DNA por patron electroforético de
“escalera’ y ensayo inmunoenzimatico; condensacién de la cromatina por técnica
de Hoechst: viabilidad celular por MTT y grado de dafio a la membrana plasmatica
por microscopia de barrido. Como era de esperarse la induccion de apoptosis por
estos agentes dependi6 del tiempo de exposicion y de la concentracién a la que
fueron usados estos agentes.

De acuerdo con los reportes previes en células prostaticas cancerosas
(Martikainen y cols., 1991), se requirieron altas concentraciones de ionomicina {10
uM ) para inducir la apoptosis de células LNCaP (Fig.3.A). A esta concentracidn
se generd el patron tipico de "escalera” (Fig 3.A) y la deteccion de nucleosomas
por ELISA (Fig 13) a las 12 horas de exposicién, seguidos de la disminucién de
viabilidad por MTT a partir de las 24 h (Fig 3.B) y culminando con la presencia de
bulas en la membrana plasmatica a partir de ias 72 horas por microscopia
electronica (Fig. 3.C). Por técnica de Hoechst se observé la condensacion del
niclec de estas células en las primeras horas de exposicién seguida de la
fragmentacion y extrusién del mismo a las 48 horas (Fig 3.E y datos no
presentados). Por el contrario, la exposicion a 1uM de ionomicina no indujo la
fragmentacién del DNAg en oligémeros nucleosomales ni afecté la viabilidad en
MTT aln a 48 horas de exposicién (Figs 3.A-B y Fig.13).

Como ya se comenté, 1a incubacién de las células en ausencia de suero produjo
apoptosis y potenci6 el efecto letal de la ionomicina (Fig 3.A — B, Fig.13). Este
efecto concuerda con la proteccién que confiere el suero en el medio de cultivo en
contra de la apoptosis (Shibasaki & McKeon, 1995).

La tapsigargina {100nM) también fue
en 24 horas y reducir [a viabilidad a 2
3.D,3E 3F).

capaz de inducir la fragmentacion del DNA
7.9 + 3.9 % en 48 horas de exposicion (Fig.
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fragmento Bcl-2 radiomarcado con * p-ATP por medio de técnicas
convencionales (Sambrook, 1989). Todos los experimentos con células pcDNA3-
Bcl 2 se practicaron a fas 24 horas de haber sido transfectadas las células.

RESULTADOS

Diversos agentes inducen apoptosis en células LNCaP.

Previamente se ha demostrado que €l aumento sostenido de la [Caz*']i durante

la apoptosis de células prostaticas cancerosas se debe a un influjo sostenido de
caicio a través de la membrana plasmatica (Martikainen, 1891; Furuya, 1994). Por
estas razones primerc realizamos diversos ensayos para documentar que la
ionomicina (10 uM ), la tapsigargina (100 nM) y la ausencia de suero, eran
capaces de inducir la apoptosis de células LNCaP (Fig 3). Estes ensayos
incluyeron el andlisis de la fragmentacion de DNA por patron electroforético de
“escalera’ y ensayo inmunoenzimatico; condensacion de la cromatina por técnica
de Hoechst; viabilidad celular por MTT y grado de dafio a la membrana plasmatica
por microscopia de barrido. Como era de esperarse la induccion de apoptosis por
estos agentes dependi6 del tiempo de exposicién y de la concentracion a la que
fueron usados estos agentes.

De acuerdo con los reportes previos en células prostaticas cancerosas
(Martikainen y cals., 1991), se requirieron altas concentraciones de ionomicina (10
uM ) para inducir la apoptosis de células LNCaP (Fig.3.A). A esta concentracion
se generd el patrén tipico de “escalera” (Fig 3.A) y la deteccién de nucleosomas
por ELISA {Fig 13) a las 12 horas de exposicién, seguidos de la disminucién de
viabilidad por MTT a partir de las 24 h (Fig 3.B) y culminando con [a presencia de
bulas en la membrana plasmatica a partir de las 72 horas por microscopia
electronica (Fig. 3.C). Por técnica de Hoechst se observé la condensacién del
nicleo de estas células en las primeras horas de exposicion seguida de la
fragmentacién y extrusion del mismo a las 48 horas (Fig 3.E y datos no
presentados). Por el contrario, la exposicion a 1uM de ionomicina no indujo la
fragmentacién del DNAg en cligémeros nucleosomales ni afecté la viabilidad en
MTT ain a 48 horas de exposicion (Figs 3.A-B y Fig.13).

Como ya se comentd, la incubacién de las células en ausencia de suero produjo
apoptosis y potencié el efecto letal de la ionomicina (Fig 3.A — B, Fig.13). Este
efecto concuerda con la proteccion gue confiere el suero en el medio de cultivo en
contra de la apoptosis (Shibasaki & McKeon, 1995).

La tapsigargina (100nM) también fue capaz de inducir la fragmentacion del DNA
en 24 horas y reducir la viabilidad a 27.9 1+ 3.9 % en 48 horas de exposicion (Fig.
3D, 3E 3.F).
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En conclusién, varios agentes pueden inducir apoptosis de las células LNCaP .
Sin embargo, Ja comparacién de los efectos obtenidos con 1pM y 10 M de
jonomicina fueron muy Gtiles para diferenciar y caracterizar los efectos de las

variaciones en la [Caz"]i asociados con apoptosis.

Cambios de la [Ca2*]; y del potencial de membrana durante la apoptosis
inducida por la ionomicina.

Para estudiar la activacién de canales permeables a calcio durante la apoptosis de
células LNCaP, hemos combinado el registro simultadneo de patch clamp con la

medicién de la [CaZ*]; en célula aislada. En estado basal, el nivel de calcio en

células LNCaP fue de 91.5 + 7.0 nM (n=27); el potencial de membrana de -39.5 ¢
2mV (n=27) y |a capacitancia de la membrana de 18.4 £ 1.2 pF (n=27). De manera
notable, la administracién individual de 10 kM de ionomicina por 80 segundos
produjo un aumento bifasico de la concentracién basal de calcio (Fig.4.A). El
primer incremento ocurrié casi de inmediato alcanzando 724.4 £ 38.2 nM (n=24) a
los 12.5 segundos de la aplicacion de ionomicina. Este primer incremente ocurrié
asociado a hiperpolarizacién de la membrana a -77.6 £ 3.4 mV (n=18), y el cual
es un nivel muy cercano al potencial de equilibrio para K (Fig. 4.B). De hecho fa
hiperpolarizacién pudo haberse originado por la apertura de canales de potasio de
alta conductancia denominades maxi-K, los cuales son dependientes de caicio y
voltaje y que se encontraron en gran nimero en estas células (Fig.5). La
probabilidad de apertura de los maxi-K obtenida en la configuracion de célula

unidaadmVy [Caz’f]i basal fue de 0.25 (Fig.5.A-B). Esto implica que los canales

son muy sensibles a calcio (Carl y cols., 1996) y también, de acuerdo a estos
datos, son dependientes de voitaje (Fig.5.C). Adn més, los incrementos

transitorios en la [Caz'*]i inducidos por bajas concentraciones de ionomicina
predujeron la activacion completa y reversible de este canal (Fig. 5.D). Esto era
esperable debido a su gran sensibilidad a las variaciones en la [Caz*']i y gue son
caracteristicos de células secretoras.

El segundo incremento en la [Ca2*); inducido por 10uM de ionomicina ocurrié
después de 52.7 + 4.1 segundos (n=24, Fig. 4.A). A este tiempo, la [Caz"li
alcanzd 2.5 uM y represento el punto de infiexién para el segundo incremento en
la [Ca2*];. Este segundo incremento préacticamente produijo ia saturacién del Fura
2 al alcanzar una relacién 340/380 de 3.4 + 0.05 (n=22), muy cercana a la Rmx de
4. Esta relaci6n representa una [Ca2*); de 8.9 + 09 uM (n-22) que.
evidentemente, esta por fuera de los valores de resolucién del Fura 2.
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De manera notabie se encontré despoiarizacién de la membrana que precedio al
segundo incremento de la [CaZ*}; por 16.6 £ 3.1 s (n=6). En este fendmeno
también encontramos que fos potenciales de despolarizacién mas pequefios se
asociaron a menores elevaciones de la [Caz"']i . Esto sugiere que el segundo

incremento es dependiente de la activacion de una conductancia como resultado
de la despolarizacion.

Para estudiar dicha conductancia responsable de la despolarizacion redujimos ia
contribucién de los canales de K* usando cesio en la pipeta de registro del parche
perforado (Fig 6). En estas condiciones e! potencial de membrana de reposo fue
de -25.7+ 2.2 mV (n=15) y la despolarizacién inducida por 10 pM de jonomicina
fue mas evidente; aun asl todavia era cercana a 0 mV (Fig.6 B). Usando Cs"en el
interior de la célula, la despolarizacién alcanzéd su pico maxima un poco por arriba
de 0 mV y esto podria ser debido a una mayor permeabllrdad de la conductancia
responsable de esta despolarizacién para Na® que para Cs*. Sin embargo, el
aumento bifasico en el calcio inducido por 10 uM de ionomicina no cambio
significativamente por la didlisis interna con Cs® usado en la pipeta de registro
(Fig.6.B). De esta forma, la conductancia responsable de la despolarizacion fue
similar usando K* o Cs* dentro de la célula, sugiriendo que ésta es una
conductancia no selectiva pero lo suficientemente grande como para sobrepasar el
efecto hipemolarizante de los canales maxi-K.

Por el contrario, la aplicacion de 1 uM ienomicina sélo indujo la primera fase de [a
glevacién en la [Ca2*]); observada con 10 M (Fig. 7.A). La [Ca2*); se elevo de

932+ 11 nM a 508.4+ 37.3 nM en 45.9+ 8.6 s (n=12). Este incremento fue
significativamente mas pequeiio y tomé mas tiempo en ocurrir en comparacién con
el que se produjo con 10 uM de ionomicina. Ademés, no se observé una activacion
significativa en la conductancia de la despolarizacién, aun cuando los canales
maxi-K fueron bloqueados con cesic para facilitar la observacion de cualquier
posible cambio en la conductancia de la membrana (Fig. 7 A). Esto Gltimo implica
que a esta concentracién de ionomicina no se induce una activacion significativa
del influjo de calcio electrogénico. Para poder evaluar mejor el papel del influjo de
calcio a través de los canales idnicos de la membrana plasmatica, fijamos el
potencial de membrana a + 70 mV (n=6) con el fin de reducir la fuerza
electromotriz que dirige el influjo de calcio. Bajo estas condiciones, 1 uM de

jonomicina produjo el mismo efecto en la [Caz"']i gue el obtenido en células no

parchadas (Fig. 7.B). Este cambio en la [Caz*']i fue también similar cuando 1 uM
de ionomicina fue aplicado a las células fijadas a - 70 mV (datos no mostrados).
De esta manera concluimos gue dosis no letaies de jonomicina no activan canales
permeables a calcio. Aun mas, estos resultados indican que el segundo
incremento en la [Ca2t); esta estrictamente asociado con la aparicién de la
conductancia no selectiva activada por 10 pM ionomicina, y no por

concentraciones menores de este iondforo que no inducen apoptosis en las
células LNCaP.
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Diferentes fuentes de calcio estin involucradas en el incremento de calcio
inducido por ionomicina - El papel de Bel 2.

Para demostrar que la liberaciéon de calcio de los depositos intracelulares era la
generadora del primer incremento de la [Ca2+]i. aplicamos 10 uM de ionomicina
en ausencia de calcio extracelular {Fig. 8.A). En estas condiciones la elevacién
inicial de la [Caz+]i no fue afectada (n=6) mientras que el segundo incremento fue

totalmente abolido. Por el contrario, el vaciar los depésitos internos de calcio con
la pre-incubacién de las células en 100 nM tapsigargina por 30 min, elevé [a

[Caz*']i a 2759 1 42.4 nM (n=10, Fig 8 A), probablemente por la activacion del

influjp de calcio capacitativo que ha sido reportado por Skryma y cols.
recientemente (2000) . En estas células tratadas con tapsigargina, la aplicacién

de 10 uM de ionomicina solo increments la [Caz*']i en 2153 648 nMenla

primera fase (n=4) mientras que esta misma fase se elevo en 633 + 38.6 (n=24)
en células no expuestas a tapsigargina. En las células tratadas con TG el segundo
incrementd alcanzé 7.9 + 0.9 uM (n=4) a los 52.2+ 8.2 s (Fig. 8.A). La segunda
fase de incremento en la {CaZ*); , por lo tanto, no fue significativamente afectada

al vaciar los depésitos intracelulares de calcio en comparacién con las céiulas no
tratadas.

Como era de esperarse, el segunde incremento en la [Ca2+]; inducido por

ionomicina fue la Gnica fase sensible a los cambios en el potencial de membrana
por alterar la fuerza electromotriz que dirige el influjo del calcio (Fig.8.B). Al fijar el

potencial a +70 mV, el primer incremento en la [Ca2+]i (710.6 £ 38.2, n=8) no fue
afectado pero sl lo fue el segundo incremento, el cual fue considerablemente mas
pequeno (1.5 + 0.3uM, n=8). Por el contrario, cuando el potencial de membrana
fue sostenido a -70mV (n=8), ios cambios inducidos en la [Caz"']i por ionomicina

fue muy similar a aquellos que ocurrieron en células bajo condiciones de fijacién
de corriente (Fig. 8.B). Estos resultados sugieren que el primer incremento en la

[Ca2+); inducido por ionomicina resulta de la liberacién de depdsites intracelulares
de calcio sensibles a tapsigargina. Esto podria explicar también el por queé el
primer incremento en [Ca2+]i no fue afectado por ios cambios en el potencial de

membrana. El segundo aumento en la [Ca2+}; necesité calcio extracelular para

poder desarroliarse. Ademas, este incremento fue reducido al fijar el voltaje a +70
mV (lo cual disminuye importantemente la fuerza electromotriz de influjo de calcio).
Finalmente este segundo aumento no fue afectado por el vaciamiento previo y
total de los depositos intracelulares de calcio mediado por tapsigargina. Por lo
tanto, la segunda fase de incremento en la [Ca2*}; fue posibiemente generada por
la activacién de un canal idnico permeable a calcio en la membrana plasmatica de
células LNCaP.
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En apoyo de estos resultados, encontramos que 1 pM de ionomicina no pudo
incrementar la [Ca2+]; cuando los depésitos intracelulares de calcio hablan sido
previamente vaciados con 100 nM de tapsigargina ( A = -8.5 £ 25.8 nM, n=4). Este
dato, y los mostrados en la Fig. 7, indican que las concentraciones no letales de
ionomicina elevan la [Ca2+]i casi de manera exclusiva por vaciamiento de los

depositos de calcio intracelulares pero no por influjo de calcio a traves de la
membrana.

Ya que se conoce que la sobre expresién de Bcl 2 inhibe los efectos de
numerosos inductores de apoptosis y que [a protelna Bcl-2 es capaz de bloquear
la apoptosis y el incremento en la permeabilidad de la membrana mediados por
Bax (Antonsson, 1997), scbre expresamos Bcl-2 en células LNCaP a las cuales
estudiamos los movimientos de calcio cuando eran expuestas a dosis letaies de
ionomicina (i.e. 10 puM). De manera interesante, encontramos gque la sobre
expresién de Bcl 2 en estas células redujo significativamente la segunda fase de

elevacion de la [Ca2?]; inducido por 10 uM de ionomicina, sin modificar el

primer incremento en [Caz“‘]i {Fig.8.C). Aungue desconocemos el mecanismo

preciso por medio del cual el gen Bcl 2 inhibe la entrada de calcio del medio
extracelular, existe la posibilidad de que ésta sea una de las funciones por medio
de las cuales Bcl 2 inhibe |la apoptosis de diferentes células.

En conclusion, la capacidad de ionomicina para preducir apoptosis parece estar
en relacion directa a su capacidad de activar el influjp de calcio 2 través de la
membrana plasmatica, probablemente por la activacion de un canal de membrana
catibnico, no selectivo, permeable a calcio € independiente de voltaje.

La remocién de suero aumenta la permeabilidad a calcie en células LNCaP
En ausencia de suero las céluias LNCaP murieron por apoptosis (Fig.3 y 13). El

efecto del potencial de membrana en la {Ca2+]i fue estudiada para evaluar la

permeabilidad a calcio en las células privadas de suero (Fig.9). Aproximadamente
dos terceras partes de las células que se habian mantenido en privacién de suero

per B horas presentaron una elevada [Ca?-*Ii basal (300 nM). Aunque este dato

sugiere una elevada permeabilidad a caicio, esto fue dificil de comprobar debido a
que los parches para registro electrofisiolégico en estas células fueron poco
confiables y a que los sellos, en general, resultaron muy maios o presentaron una
corriente de fuga elevada. Por estas razones fue que solo pudieron estudiarse

células deprivadas de suero con una [Ca2+]i basal igual o menor de 100 nM (Fig.

9.B). En estas ultimas células, el ciclado del potencial de membrana entre -70 mv
y + 70 mV revel6 una permeabilidad aumentada a calcio (n=10). Esto fue evidente
porque # medida que habia mas hiperpoiarizacion de la membrana mas se

elevaba la [Caz*']i. mientras que la despolarizacion estuvo siempre asociada a la
reduccion de la [Ca2+]i. El incremento gradual en la tasa de elevacidon de la
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[Caz"’]i fue aparente cuando los transitorios de calcio fueron ajustados por

exponenciales aislados, y la constante cinética del cuarto transitorio fue 86% mas
rapida en comparacién con la del segundo transitorio (Fig. 9.B). Sin embargo,
cuando se hizo el mismo andlisis a la fase descendente se demostrd que la tasa
de extrusién de calcio fue muy similar entre los diferentes transitorios de calcio
(Fig. 8.B). Sin embargo, estos no parecen ser necesarios porque esta
conductancia a calcio pudo haber sido activada también cuando el potencial de
membrana se mantuvo constante a valores negativos (datos no mostrados). Por el
contrario, esta permeabilidad aumentada a calcio de las céiulas privadas de suero
nunca fue observada en aquellas células que siempre tuvieron suero en el medio
(Fig. 9.A). De esta forma, la ausencia de suero se correlaciona con una mayor
conductancia a calcio en células LNCaP.

Caracterizacién de los canales permeables a calcio activados por inductores
de apoptosis.

Con el propdsito de identificar el (los) canal (es) responsable(s) de la segunda
fase de elevacion de la [Ca2+]i, se llevaron a cabo registros de corrientes
unitarias en la configuracién de célula unida mientras se apiicaba 10 pM
ionomicina. Para evitar la interferencia mediada por los cambios del potencial de
membrana se utilizé una solucidn extracelular con una alta concentracién de
potasio. En estas condiciones, la [Caz*'lg basal fue mas alta (171.7 + 19.8 nM,
n=16) que la encontrada en células control. Sin embargo, el efecto de 10uM de
ionomicina en la [Ca2*]; fue similar a aquel obtenido en células mantenidas en
solucién HBS (primera elevacién, 664.8 % 53.7 nM; segunda elevacién, 10 *
2.1uM; n=16}. De manera interesante, la presencia de una alta concentracién de
potasio extracelular retrasé importantemente la segunda fase de la elevacion
[Caz*]i { 87.5 £ B.3 s, n=14; p<0.001) con respecto a la obtenida en solucién HBS
(ver recuadro en Fig. 12}.

La ionomicina (10 uM) indujo la activacién de un canal catidnico no selectivo (Fig.
10 A y B) el cual se registro en la configuracion de célula unida. Cuando se uso
140 mM NaCl y 2mM CaCl2 en la solucién de la pipeta, la pendiente de
conductarncia de este canal fue de 23.5 £ 2pS (n=4) y el potencial de reversién
extrapolado fue de 0.03 £ 2 mV(Fig. 10.C}. La corriente de entrada de un canal
unitario pudo ser activada por 10 uM de ionomicina solo cuando el calcio era el
Unico catién permeable en la solucidén de Ia pipeta (Fig 10.B). Sin embargo, bajo
estas condiclones, la pendiente de canductancia se redujo a 12 £ 1 pS (n=3). Esto
implica que existe una pequeiia pero finita permeabilidad a calcic en cste canal
{i.e. 11.76 = 13, Apéndice 2). La despolarizacién de [a membrana incrementé
ligeramente |a actividad estacionaria del canal de 23pS (Fig. 10 D). Sin embarge,
es poco probable que el voltaje sea el principal mecanismo de apertura. Primero
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porgue ia ionomicina lo activa a potenciales de membrana fija a —100 mV (Fig 12)
y. segundo, porque los cambios de voltaje producen variaciones muy pequefias
que no parecen ser significativas (comparese estos con 1a sensibilidad al voltaje
de los canales maxi-K mostrados en la fig. 5C). En conclusién el canal no parece
ser un canal dependiente de voltaje y, probablemente, el potencial de membrana
fiene un efecto moduladoer en su actividad y no un efecto de control como el que se
espera para un canal tipico que es sensible al valtaje.

Para poder documentar si el canal de 23 pS dependia directamente de caicio
disefiamos tres estrategias. Una de ellas fue la de cargar las células LNCaP con
18 uM de BAPTA AM, un quelante de calcio (Fig 11). En estas células la
jonomicina (10 pM) no produjo el primer incremento en la [C32+]j (Fig. 11.A). Sin
embargo, en estas condiciones la probabilidad de apertura en estado estacionario
del canal de 23 pS fue similar (compare 0,388 en Fig 8D con 0.342 en Fig. 11.B)
aunque el nomero de canales presentes en el parche se redujo substancialmente.
Ademas, la actividad del canal de 23 p$ no se incrementd al exponer los parches
de membrana escindidos al medio extracelular que contenia 2 mM CaCl2 (Fig. 7).
Por lltimo, los parches de membrana escindidos y expuestos a 2 mM del medio
extracelular y provenientes de células que no habian sido expuestas a ionomicina
tampoco mostraron actividad del canal de 23pS {n=15). Todos estos datos
argumentan en contra de que el canal de 23 pS sea activado directamente por un

incremento en la [Ca2t]; .

Es importante recalcar que el canal de 23 p$S no se abrié cuando la [Caz"']i basal
se encontraba normal, ni tampoco durante la primera fase de incremento de la
[Ca2+]i inducida por ionomicina (n=24, Fig 12). La aplicaciéon de 1 uM de
ionomicina tampoco activé al canal {n=5, datos no mostrados). La activacién del
canal de 23pS solo se hizo evidente durante la segunda fase de elevacion de la

[Caz'*]i inducida por 10 uM de ionomicina (Fig. 12). Esto fue documentado en 18

de 24 células estudiadas en las cuales, cuando menos, un canal se encontrd
activado en el parche. Es posible que en las 6 células restantes no hayamos
encontrado el canal de 23pS porque se parcharon areas de la membrana
plasmdtica desprovistas del canal. Los experimentos de fijacién de corriente
mostraron que la resistencia de entrada se redujo transitoriamente por dosis
letales de ionomicina (Fig. 6). Esto sugiere que el canal catiénico no selectivo que
aqui describimos no esta activado permanentemente. De hecho, el canal de 23 pS
sélo fue activado transitoriamente tal y como se muestra en los dos ejemplos de la
figura 12.

Cuando las células fueron deprivadas de suero por 8 horas, 8 de 15 de ellas
mostraron la activacién del canal de 23 pS. Sin embargo, en este caso la actividad
del canal iénicc fue menor a la que se indujo con 10 uM de ionomicina. Esto
podrfa explicar el por qué los transitorios de calcio son mas pequefios en células
deprivadas de suero (Fig. 9).
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La tapsigargina, el otro inductor de apoptosis que estudiames, también indujo la
activacién del mismo canal de 23 pS en 5 de 14 células expuestas a 1 pM por 2
horas. Sin embargo, la activacién que se logré con este agente también fue mucho
mencr que la que se obtuvo con ionomicina (10 pM). Por el contrario, aunque
100nM de tapsigargina fue capaz de inducir la fragmentacién del DNA en 24 horas
y reducir la viabilidad a 27.9+ 3.9 % en 48 horas de exposicién, esta concentracion
no logrd activar el canal de 23 pS. Lo que no sabemos es si esto se debid a las
condiciones de registro (i.e. alta concentracién de potasio que retrasa la activacion
del influjo de calcio por ionomicina, Fig. 12) o si el canal de 23 pS no juega un
papel importante en la muerte inducida por tapsigargina. Sin embargo, esta Gltima
posibilidad va de acuerdo a la evidencia reciente en la que el influjo de calcio na
parece importante para la apoptosis inducida por tapsigargina (Bian y cols., 1997}

En conclusion, el canal idnico de 23 pS que es activado por diversos inductores de
la apoptosis en células LNCaP es un canal catibnico no selectivo, permeable a
calcio, independiente de la activacion por calcio y que no requiere de
despolarizacién para abrirse. Este canal pudiera ser la via de influjo principal de
calcio que se activa en la apoptosis y que es distinto a los canales operados por
vaciamiento de depdsitos intracelulares de calcio (i.e. SOC de 3 pS ) gue han sido
descritos recientemente en esta linea celular (Skryma, 2000).

Efectos de soluciones extracelulares altas en potasio en ia viabilidad celular
y la fragmentacion del DNA de células LNCaP

Considerando que la presencia de una alta concentracién de potasic extraceluiar
retrasa importantemente la segunda fase de elevacién del [Caz*‘]i inducida por

10 pM ionomicina (Fig. 12), y que la induccién de esta segunda fase pudiera
estar relacionada a la apoptosis, era importante evaluar el efecto de soluciones
“‘despolarizantes” en la viabilidad y fragmentacién del DNA de células LNCaP.

Para evaluar este punto, incubamos células LNCaP en tres condiciones: 1) medio
RPMI con 10% suero fetal ; 2) solucion HBS - fisioldgica con NaCl 130/ KCl 4 en
mM, pH 7.4 y en 3) solucién HBS - despolarizante con NaCl 84/ KCI 50 en mM, pH
74 (Em = -22 mV si la pNa /pK = 0.1, Apéndice 2). Segln la condicién
experimental, se adicion6 o no ionomicina a las concentraciones indicadas. Bajo
estas condiciones evaluamos la fragmentacién de DNA por el método de ELISA y
patron de escalera a las 14 horas, y la viabilidad celular (MTT) a las 24 horas
(Fig.13).

Al comparar los resultados obtenidos con solucién HBS fisiolégica contra los
encontrados con la solucidn “despolarizante”, esta Gltima reduio la degradacion
cdel DNA en las céiulas LNCaP inducida por la remocidon de suero o por la adicién
de ionomicina 10 uM (Fig, 13 B). El efecto de la remocién de suero se contrarrestd
casi por completo con la solucién despolarizante, mientras que el efecto de la
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ionomicina solo fue parcialmente contrarrestado por esta solucion. Por el
contrario, la viabilidad celular a las 24 horas no se vié aumentada por la solucion
despolarizante  bajo ninguna condicién (Fig. 13.C). Ya que estos ensayos
denotan actividades enzimaticas distintas (p.ej. nucleasas o deshidrogenasas), las
diferencias observadas en estos ensayos sugieren que sus dependencias al
calcio son diferentes.

Como corolario a estos experimentos, y a los de las Figs. 8 y 12, es que un
incremento de la concentracidén de potasio extracelular posiblemente proteja de la
degradacién del DNA de células LNCaP expuestas a 10 pM ionomicina, porque
disminuye el influjp de calcio extracelular y, por ende, la actividad de
endonucleasas y otros mecanismos dependientes de calcio.

Productos de PCR y Secuenciacion de cDNA que codifican receptores/
canales de membrana

Nuestro primer intento para identificar la naturaleza molecular del canal se baso6 en
el estudio de Brake y cols. (1994). Estos autores reportaron por primera vez que
habia una gran homologla entre |a secuencia de los receptores purinérgicos
denominados P,X y la de un gen denominado RP2, que se expresa durante la
apoptosis de timocitos. Ya que se sabe que la activacién de los canales operados
por ATP pueden generar despolarizacion de membrana y entrada de calcio
extracelular, resultaba muy atractivo el averiguar si este tipo de canales era el
mismo que nosotros hablamos registrado en células LNCaP expuestas a 10 puM
de ionomicina. Para elio utilizamos la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
y varios juegos de sondas consenso para distintos tipos de receptores-canales
purinérgicos.

Los RNAmM y cDNA de ias células LNCaP se obtuvieron de acuerdo a lo descrito
en Métodos. L.os cDNA fueron sometidos a amplificacién por PCR con las sondas
descritas para los receptores P;X mencionados en Métodos. Después de optimizar
las condiciones de las reacciones solo pudo amplificarse un fragmento del tamaiio
esperado (i.e. 500 pb) con las sondas para PoX1 de humano (i.e. #570 y 571) que,
en teoria, solo complementaban a los cDNA de ese gen. De cualquier forma,
estos fragmentos de 500 pb fueron purificados y determinada su secuencia. De
manera interesante, la secuencia obtenida no correspondié a la esperada para el
receptor P2X1 |, sino que fue 100% homéloga con el gen HSMXRS (programa
BLAST-NCBI, Altschul,1990), (Fig 14). Aun mas, al parear las secuencias del
HSMXRS con la del gen P2X: de humano, solo encontramos un 31% de
homologia entre estas secuencias.

Este hallazgo inesperado es trascendente porque sabemos que los canceres de
prostata son resistentes a miioxanirone de manera constitutiva y porque el gen
HSMXR9 fue clonado en céfulas gastricas inducidas a adquirir resistencia a este
compueste in vitro (Dietel, 1990). De ahi que esta observacion abre la posibilidad
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de estudiar un nuevo mecanismo constitutivo de resistencia a quimioterapia en
células prostaticas cancerosas, tanto a nivel molecular come clinico.

DISCUSION
El canal y la apoptosis

Este estudio demostrd la activacion de un canal catibnico de 23 pS de
conductancia, no selectivo, permeable a calcio y el cual se activa por varios
inductores de apoptosis, incluyendo ionomicina, tapsigargina y la deprivacién de
suero.

En los experimentos simultineos de fijacién de corriente y medicién de calcio se
encontré una relacién directa entre la despolarizacién de la membrana plasmatica

y la tasa de elevacion de la [Caz*']i . Estos datos fueron los que sugirieron que la
activacién de un canal catidnico no selectivo, permeable a calcio, producia la
elevacin de la [Ca2+]i. La evidencia con ia que contamos para proponer a este

canal de 23 pS como el mecanismo responsable del influjo de calcio durante la
apoptosis es |a siguiente: 1) este canal no se encontré activado en ninguna de ias
células sanas ni en las expuestas a dosis no letales de ionomicina; 2) la activacién

del canal de 23 pS se correlaciond con el incremento de la [Caz"]i inducido por el

influjo de calcio a través de la membrana plasmatica; y 3) el cultivo de células en
ausencia de suero produjo tanto un aumento de la permeabilidad de calcio de ias
células LNCaP come la activacidon del canal de 23 pS. En conclusién, el canal de
23 pS parece ser un buen candidato por estar involucrade en la entrada de calcio
involucrado en la apoptosis de [as células LNCaP. De hecho, se ha demostrado
previamente que el influjo de calcio es un mecanismo esencial del proceso de
apoplosis en células prostaticas cancerosas (Martikainen y cols., 1991 ; Furuya y
cols., 1994).

Como se ejemplifica en la Tabla 1, un canal catibnico podria activarse por
mtltiples mecanismos durante la apoptosis. De los diversos estimulos que podrian
activar el canal podemos considerar tres principalmente : 1) despolarizacion de la
membrana, si fuera un canal dependiente de voltaje ; 2) por incremento en la

[Ca2*}; debido a la entrada capacitativa de calcio inducida por el vaciamiento de

los depésitos intracelulares de calcio (i.e. canales SOC, lqa ) 0 3) por estrés
oxidative. Por exclusién y de acuerdo a lo que se expone en los siguientes
parrafos, ninguno de los dos primeros parecen ser responsables de la activacion
de! canal de 23 pS. Por ende, es posible que los radicales libres pudieran ser los
responsables de la activacitn del canal de 23 pS considerando que éstos juegan
un papel muy importante cn el desaroiio de ia apoptosis y de acuerdo a lo
descrito en los siguientes parrafos.
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de estudiar un nuevo mecanismo constitutivo de resistencia a quimioterapia en
células prostaticas cancerosas, tanto a nivel molecular como clinico.

DISCUSION
El canal y la apoptosis

Este estudio demostrd la activacién de un canal catidnico de 23 pS de
conductancia, no selectivo, permeable a calcio y el cual se activa por varios
inductores de apoptosis, incluyendo ionomicina, tapsigargina y la deprivacion de
suero.

En los experimentos simultaneos de fijacién de corriente y medicién de calcio se
encontrd una relacion directa entre |a despolarizacién de la membrana plasmatica

y la tasa de elevacion de la [Ca2+]i . Estos datos fueron los que sugirieron que la
activacién de un canal catibnico no selectivo, permeable a calcio, producia la
elevacién de la [Ca2+});. La evidencia con la que contamos para proponer a este

canal de 23 pS como el mecanismo responsable del influjo de calcio durante la
apoptosis es |a siguiente: 1) este canal no se encontré activado en ninguna de las
celulas sanas ni en las expuestas a dosis no letales de ionomicina; 2) la activacion

del canal de 23 pS se correlacioné con el incremento de la [Caz*']i inducido por el

influjo de calcio a través de [a membrana plasmatica; y 3) el cultivo de células en
ausencia de suero produjo tanto un aumento de la permeabilidad de calcio de las
células LNCaP como la activacidén del canal de 23 pS. En conclusién, el canal de
23 pS parece ser un buen candidato por estar involucrado en la entrada de calcio
involucrado en [a apoptosis de las células LNCaP. De hecho, se ha demostrado
previamente que el influjo de calcio es un mecanismo esencial del proceso de
apoptosis en células prostaticas cancerosas (Martikainen y cols., 1991 ; Furuyay
cois., 1994),

Como se ejemplifica en la Tabla 1, un canal catiénico podria activarse por
miitiples mecanismos durante la apoptosis. De los diversos estimulos que podrian
activar el canal podemos considerar tres principalmente : 1) despolarizacién de la
membrana, si fuera un canal dependiente de voltaje ; 2) por incremento en la

[Ca2*); debido a la entrada capacitativa de calcio inducida por el vaciamiento de

los depésitos intracelulares de caicio (i.e. canales SOC, lga; ) 0 3) por estrés
oxidativo. Por exclusidn y de acuerdo a lo que se expone en los siguientes
parrafos, ninguno de los dos primeros parecen ser responsables de la activacion
del canal de 23 pS. Por ende, es posible que los radicales libres pudieran ser los
responsables de la activacién del canal de 23 pS considerando que éstos juegan
un papel muy importantc cn &l desarrcllo de ia apoptlosis y de acuerdo a io
descrito en los siguientes parrafos.

7




A.A.Gutiérrez / Canal catidnico y apoptosis

Primero, ia despolarizacién de la membrana precedi6 y estuvo estrictamente
asociada al segundo incremento en la [Ca2*]; inducido por dosis letales de

ionomicina. Esto podria implicar que la despolarizacién de la membrana es
requerida para la apertura del canal. Sin embargo, esta via de activacién no
parece ser cierta para el canal de 23 pS de este estudio, ya que el influjo de calcio
inducido por 10 uM de ionomicina no fue inhibido al fijar el potencial de membrana
a -70 mV (Fig. 8) . Ademas el canal de 23 pS pudo ser activado a -100 mV y solo
mostré un discreto aumento en la NPo con la despolarizacién de la membrana.
Por lo tanto parece que [a despolarizacién de la membrana no es la responsable
directa de la apertura del canal de 23 pS (Fig 10 D} aunque existe la posibilidad
de que el potencial de membrana esté modulando la aparicién de este tipo de
canales.

Por ejemplo, la despolarizacién de la membrana gque ocurriéd al exponer las
células LNCaP a soluciones con concentraciones elevadas de potasio retrasd

importantemente la aparicién del segundo incremento en la [Caz"']g asociado a

apoptosis (Fig. 12). De la misma forma, si las células eran incubadas en medio
HBS con 84 mM NaCl y 50 mM KCI y se las exponia a 10 uM de ionomicina,
estas células no presentaban tanta fragmentacién de DNA como lo encontrado en
las células que fueron incubadas en HBS fisioldgico 130mM NaCly 4 mM KClI (Fig.
13). El hecho de que la mortalidad a 24 horas haya sido la misma para ambas
condiciones implica que la inhibicién de la entrada de caicio extracelular y de la
fragmentacién de DNA inducidas por la despolarizacion de la membrana, son solo
unas de las muchas etapas involucradas en el control de apoptosis. Por el
contrario, al hiperpolarizar la membrana de céluias privadas de suero se pudo
inducir un aumento de la permeabilidad a calcio que, si se repetia varias veces,
generaba una mayor y més rapida entrada de calcio (Fig. 9B). Con estos estudios
se sugiere que la despolarizacién de [a membrana plasmatica pudiera ejercer un
efecto antiapoptético. Por ejemplo, se ha demostrado que células incubadas en
soluciones con alto potasio sobreviven mejor ante el estrés (Isenberg & Klockner,
1982). También se conoce que la despolarizacién de la membrana plasmatica
puede reducir el ensamblado de canales pro-apoptéticos Bax de los que hicimos
referencia en la Introduccién de esta tesis (Antonsson, 1997) . Queda entonces
por establecerse si la despolarizacién de la membrana plasmatica es la
responsable de disminuir la permeabilidad del calcio y la fragmentacién del DNA
por condicionar el retraso de la activacién del canal de 23pS.

Otra via de modulacion de la actividad de canales cationicos no selectivos
puediera ser mediada por cambios en la [Caz*']i (revisién por Siemen, 1993). Los
siguientes datos demuestran que el canal de 23 pS no esta directamente activado
por un incremento en la [CaZ+}; como lo son los canales maxi-K encontrados en
estas mismas células. Como se mostrd en la fig. 5, estos utltimos son muy
sensibles a la elevacion de la [Caz*']i inducida por ionomicina. En cambio, la
exposicion de los parches escindidos a 2 mM de CaCl2 en la solucién extraceluiar
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no pudo activar al canal de 23 pS en células control (i.e. no expuestas a
ionomicina) ni tampoco cambié la NPo de los canales previamente activados por
ionomicina y evaluados en ia configuracién de célula unida. Aun més, a pesar del
incremento en la [Caz*‘]i inducido por ionomicina, la activacion det! canal de 23pS
pudo ser abatida importantemente con BAPTA. Es ciertc que puede ser que los
incrementos locales de la [Ca2t]; a nive! de membrana plasmatica pudieran ser los

responsables indirectos de la aparicién de la actividad del canal de 23pS. Sin
embargo, esto no parece ser el caso de la ionomicina ya que este iondforo

produce un incremento lento y homogéneo en la ICaZ’f]i (Williams y cols., 1985;
Badminten y cols., 1996; Murioz y cols., 1998).

Se sabe que la actividad de canales catidnicos no selectivos, como el demostrado
en este estudio, pudiera estar controlada por el vaciamiento de los depésitos
intracelulares de calcio (Krause y cols., 1996). Sin embargo, nc parece ser que el
canal de 23 pS sea un canal SOC. Este tipo de canales suelen ser de baja
conductancia y mds selectivos al caicio que el de 23 pS aqui reportado. Skryma y
cols. (2000), por ejemplo, reportaron recientemente la activacién de canales SOC
durante |a apoptosis de células LNCaP inducida por 100 nM de tapsigargina. La
conductancia de estos canales fue de tan solo 3pS y la selectividad a calcio era
notablemente superior a la de nuestro grupo. En cuanto a la ionomicina hay otros
estudios en los que se ha sugerido que este ionéforo aumenta el influjo de calcio
activando canales permeables a calcio operados por depositos intracelulares de
este cation (Mason & Gristein, 1993; Morgan & Jacob, 1994; Berridge, 1995). En
este estudio, tanto 1 pM como 10 uM de ionomicina produjeron la fase inicial de

elevacién de la [Ca2t]; . Esta elevacion fue debida al vaciamiento de los
depésitos intraceiulares de acuerdo a la siguiente evidencia: 1) la ausencia de
calcio extracelular no previno el primer incremento en la [Caz*‘li inducido por 10

pM de ionomicina; 2) esta elevacién de Ia [Ca2+]; no fue modificada por cambios

en el potencial de membana; 3) este primer incremento en la [Ca2t); fue
vituaimente abatido al vaciar ios depdsitos de las células LNCaP con
tapsigargina. En conjunto estos datos sugieren que ambas concentraciones de
ionomicina, letales y no letales, fueron capaces de vaciar los depdsitos
intracelulares de caicio, pero que s6lo concentraciones letales de ionomicina (10
uM) son capaces de inducir el influjo de calcio a través de la membrana
plasmatica siempre y cuando exista calcio en el medio extracelular. Ademas, la
ionomicina pudo activar el infiujo de calcio en células en las que estaba presente
la entrada de calcio operada por depdsitos (esto en base a la elevacion de la
[Ca2*]; basal en presencia de tapsigargina, Fig. 8.A). En conjunto, estos datos

indican que el canal de 23 pS no esta operado por el vaciamiento de los depdsites
intracelulares de caicio.

Con los datos presentados en este estudio, sin embargo, no podemos descartar
que otros canales pudieran ser ios operados por el vaciamiento de los depdsitos
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de calcio ni que el vaciamiento de los depoésitos per se pudiera inducir la
apoptosis. Por ejemplo, un trabajo muy reciente en las mismas células LNCaP
demostré que la induccion de apoptosis por tapsigargina puede estar mediada
exclusivamente por el vaciamiento de los depdsitos de calcio sin tener que estar
acoplada a la activacion de la entrada capacitativa de calcio (Wertz, 2000). Esto lo
lograron fijando el calcio extracelular a 100 uM mas BAPTA intracelular a 7 pM
antes de exponer a las células LNCaP a TG 100 nM. Bajo estas condiciones se
previno la entrada capacitativa de calcio inducida por TG (y que nosotros hemos
registrado) pero no la apoptosis de estas células. Por ello se piensa que el solo
vaciamiento de calcic de los depédsitos de calcio pudiera inducir la apoptosis, muy
similar a lo que ocurre con el InsPaen linfocitos. Sin embargo, he de recaicar aqui
que el mecanismo de accién de la tapsigargina es totalmente distinto al de la
ionomicina y que es imposibie definir la participacién del calcio extracelular, del
caicio de los depodsitos y la de otros transductores de sefiales en la apoptosis
inducida por cualquiera de estos dos agentes (i.e. ionomicina & TG).

Otra posibilidad para explicar la activacién del canal de 23 pS durante las fases
iniciales de la apoptosis pudiera ser la acumulacién de radicales libres (Ray,

2000). Se sabe que los radicales libres pueden aumentar ia [Caz*‘]i (Fernandez y

cols.,1995) o, a la inversa, que el incremento de la [Ca2+]i puede generar

aumentc de los radicales libres por varios mecanismos: 1) activacion de ia
sintetasa de oxido nitrico; 2) conversion de la xantino deshidrogenasa a xantina
oxidasa; 3} activacion de fosfolipasa Az o 4) por aumento de la produccion de
superdxido en fa mitocondria (Yun, 1996; Casthilo, 1995; Dykens, 1994). De
cualquier forma, se ha demostrado que la elevacion de radicales libres como la de
la [CaZ+]i pueden ser fendmenos coexistentes durante fa apoptosis (Ray, 2000}).

Mas especificamente se ha demostrado que el estrés oxidativo activa un canal
catidnico no selectivo en células endoteliales que es permeable a calcio y tiene
una conductancia de 30 pS (Koliwad y cols., 1996). Otros estudios han propuesto
que el estrés oxidativo también tiene un papei importante en fa apoptosis inducida
por ionomicina (Hatanaka y cols., 1996} y en la generada por la privacién de suero
{Atabay y cols., 1996). Con base en estos datos quedard por demostrar si la
activacion del canal de 23 pS que aqui presentamos es dependiente de estrés
oxidativo en ias células LNCaP.

Un hallazgo de interés en nuestro estudio fue [a inhibicién de la entrada de calcio
extracelular por medio de la expresion de Bcl 2 en las células LNCaP expuestas a
dosis letales de ionomicina. Es cierto que en este estudic no demostramos que la
sobre expresién de Bel 2 fuera capaz de inhibir la apoptosis también, pero ya se
han iniciado los experimentos para correlacionar la inhibicién de la entrada de
calcio extracelular con la apoptosis de células LNCaP. Al momento desconocemos
el mecanismo por medio de! cual Bel 2 reduce la entrada de calcio extracelular. No
obstante, existe evidencia de! grupo de Antonsson (1997) de que la proteina pro-
apoptética de la familia Bcl-2 conocida como Bax, posee la capacidad de formar
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poros en la membrana plasmatica que inducen la apoptosis de neuronas. De
acuerdo a ese estudio, la proteina Bcl-2 es capaz de bloquear el incremento en ia
permeabilidad de la membrana mediado por Bax asi como también la apoptosis
inducida por esta Gltima. De ahl que no resultaria imposible el que ia modificacién
de la relacién Bcl 2 —Bax generada por la sobre expresién de Bel 2 en células
LNCaP, redujera la cantidad de Bax libre y que éste fuera uno de los mecanismos
por medio de los cuales Bcl 2 inhibiera [a entrada de calcio y, con ello, la
apoptosis. Obviamente, el papel de Bcl 2 también pudiera estar relacionado a
otros efectos ejercidos en mitocondria, ndcleo, reticulo endoplésmico o adn
directamente en membrana plasméatica {(Minn, 1997; Kuo, 1998; Jaattels, 1998,
Foyouzi-Youssefi, 2000).  Por ejemplo, Pinton y cols, (2000) acaban de reportar
que la sobre expresién de Bcl 2 no solo abate la sobrecarga de calcio en
microorganelos sino que también disminuye |la entrada capacitativa de calcio que
pudiera estar relacionada a la apoptosis.

Con todos estos resultados, lo que resulta claro es que la naturaleza de los
canales permeables a calcio no parece ser tan critica como el influjo de calcio per
se en la induccion de apoptosis (Tabla 1). Por ejemplo se ha documentado que
existe un aumento de la actividad de canales de calcio operados por voltaje del
tipo L durante el procesc de envejecimiento de las neuronas humanas en el
hipocampo (Thibault & Landfield, 1996). De manera simiiar, se ha reportado que
la muerte de neuronas puede ser inducida por la activacién de receptores NMDA
(Choi, 1992; Glazner, 2000) o por la presencia de p amiloide (Arispe,1994;
MacManus, 2000). Todas estas proteinas, aparentemente, inducen la apoptosis

por su capacidad de elevar la [Ca2+}; .

Asl, el influjo de caicio parece ser el elemento clave para la activacion de diversos
efectores de apoptosis (Fig.1). Una de las secuencias de eventos inducidos por

calcio podria ser |a siguiente: 1) elevacién del [Ca2+]i ; 2) liberacién del citocromo

C por la mitocondria que se encuentra bajo estrés ; 3} el citocromo ¢ induciria Ja
unién de Apafi (del inglés, apoptosis activation factor) a la caspasa 9 lo cual la
activaria por medio de una reaccién dependiente de [a hidrélisis de ATP: 4) el
iniciador de caspasas, entonces, ampiificaria la sefial de muerte por medio de la
proteclisis activadora en prodominios de caspasas efectoras tales comoias 3y 7;
y 5) subsecuentemente, estas caspasas activadas procesarian una gran variedad
de moléculas apoptdticas que son las encargadas de inducir ios cambios
morfolégicos y bioquimicos propios de este fendmeno (Saleh, 19399; Slee, 1999;
Zou, 1999; Salvesen, 1899). Evidentemente que, a lo largo de esta discusidn, no
hemos considerado mecanismos de apoptosis independientes de calcio que
pudieran participar en la muerte de ofras células.

En conclusion, el canal catiénico, no selective, de 23 pS y permeable a caicio que
aqui presentamos, pudiera ser el responsable del infiujo de caicio que es el
inductor de apoptosis en células prostaticas cancerosas. La posibilidad de poder
manipular un canal de esta naturaleza abre las puertas a nuevas estrategias para
inhibir la muerte celular en ciertos padecimientos degenerativos (p.e;j. Alzheimer,
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Pariinsonismo) o para inducir {a apoptosis de tejidos con proliferacion ilimitada
(p.ej. cancer).

La resistencia a mitoxantrone por el gen HSMXR9

Nuestro primer intento para identificar la naturaleza molecular del canal se basé en
el estudio de Brake y cols. (1994). Estos autores reportaron por primera vez que
habla una gran homologia entre la secuencia de los receptores purinérgicos
denominados P2X y la de un gen denominado RP2, que se expresa durante la
apoptosis de timocitos. Ya que se sabe que la activacién de los canales operados
por ATP pueden generar despolarizacién de membrana y la entrada de calcio
extracelular, resultaba muy atractivo el averiguar si este tipo de canales era el
mismo que nosotros hablamos registrado en células LNCaP expuestas a 10 uM
de ionomicina. Para ello utilizamos la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
y varios juegos de sondas consenso para distintos tipos de receptores-canales
purinérgicos. A pesar de modificar las condiciones de reaccion para cada juego de
sondas, sclo el par que se disefd para amplificar P2X, gener6 un fragmento del
tamafo esperado. Desafortunadamente al ser analizado ese fragmento, se
encontré que su secuencia no era la de RP2, P2X ni la de ningln gen relacionado
con la apoptosis, sino que correspondia a la del gen HSMXRS, que confiere
resistencia a antracenoides. Este hallazgo de serendipia tiene su importancia
porque el gen HSMRX9 confiere resistencia a mitoxantrone en células cancerosas
y no se habia reportado previamente su expresion en células prostaticas
cancerosas.

Las antraciclinas (p.ej doxorubicina y daunorubicina) y sus derivados
antracenoides (p.ej. mitoxantrone) son drogas con actividad antitumoral de amplio
espectro. Estos compuestos constituyen la base de varios esquemas de
tratamiento para carcinomas de mama, estémage, pulmoén y tiroides asi como en
contra de linfomas. No obstante, por razones no establecidas, su actividad es
limitada en otros canceres como en los de préstata.

La actividad antiproliferativa de estos farmacos es ejercida al intercalarse entre las
cadenas de DNA y al estabilizar el complejo DNA topoisomerasa II. Sin embargo
su actividad, al igual que la de cualquier otro quimioterapico, se ve limitada por el
rapido desarrollo de resistencia celular a las drogas anticancerosas in vivo.

A la fecha no se conoce cual es el mecanismo de accion del gen HSMXRS. Se
sabe que la secuencia homdloga mas cercana a la de este gen es la de una
enzima llamada aminoacil --RNA sintetasa , D84224 (Cirullo, 1984). Esta enzima
es de la clase | de sintetasas de tRNA que cargan los RNA de transferencia con
sus aminodcidos correspondienies. Sin embargo, la relacion de esta actividad con
la de la resistencia a mitoxantrone no ha sido estudiada. Solo se conocen dos
familias de proteinas que median la aparicién de la resistencia a antraciclinas y
derivados como el mitoxantrone, incluyendo las de a} Resistencia Multiple a
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Drogas (fenotipo MDR) y b) Proteinas de Resistencia Mdltiple (fenotipe MRP).
(Futscher, 1994; Muller, 1992). Mas recientemente se ha propuesto un tercer
mecanismo de resistencia a mitoxantrone mediado por aiteraciones genéticas del
gen que codifica la topoisomerasa Il alfa (Harker, 1995).

Es cierto que puede haber mas de un mecanismo mediando la resistencia en un
tumor determinado (van Brussel, 1998). Por ello es que el detectar genes como el
HSMXR® en tumores refractarios a quimioterapia como los de prostata, abren la
posibilidad de entender mejor los mecanismos que, en conjunto, producen
quimioresistencia. Desafortunadamente, aunque la clonacién de este gen se
realizé desde hace mas de una década en células géstricas inducidas a adquirir
resistencia a mitoxantrone in vitro, su funcién y su relevancia clinicas no han sido
establecidas en la resistencia constitutiva de éste u otros tumores (Dietel, 1990).
Por ende, este hallazgo en nuestro trabajo abre una linea de investigacién
completamente nueva para determinar el papel del gen HSMXR9 en Ila
emergencia de resistencia a mitoxantrone en células prostaticas cancerosas.

CONCLUSIONES

Se establecio y validé un modelo de induccién de apoptosis en células prostaticas
cancerosas, LNCaP , inducible por ionomicina, tapsigargina y privacién de suero
del medio de cultivo.

En todas estas condiciones se demostré la activacién de un canal catiénico no
selectivo, permeable a calcio, con una conductancia de 23 pS, no relacionado a
canales SOC, y que se activa selectivamente en células LNCaP sufriendo
apoptosis. Sin embargo, la caracterizacion electrofisiolégica se realizd
primordiaimente usando jonomicina como agente inductor.

Nuestros resultados sugieren que este canal pudiera estar involucrado en el
influjo de calcio asociado a apoptosis en células prostaticas cancerosas y, es
posible, que el papel anti apoptético de Be! 2 pudiera estar mediado parciaimente
por la inhibicién de ese influjo de calcio.

Finalmente, aunque este canal fue descrito en células LNCaP que crecen en
ausencia de andrégenos, su papel en la emergencia de la hormono
independencia no se ha determinado aun.
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PERSPECTIVAS

Estas incluyen:

Identificacién de inhibidores / activadores de la actividad det canal de 23 pSy la de
su efecto en la apoptosis de células LNCaP.

Caracterizacién moiecular del canal de 23 pS

Efectos de la sobre-expresién de Bel 2 y de Bax en la viabilidad celular, la
fragmentacién del DNA y la actividad del canal de 23 pS en células LNCaP

Evaluar la activacién del canal durante ia apoptosis en células LNCaP en
asociacién a : 1) la activacién proteolitica de caspasas 9, 7y 3; 2) la inhibicién de
caspasas por péptidos especificos; y 3) la inhibicién del fenémeno MTP por medio
de ciclosporina A.

Documentar el papel de este canal en la emergencia de hormono-independencia
en cancer de prostata

Establecer el papel del gen HMSXR9 en la resistencia de células prostaticas
cancerosas a antraciclinas.
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Figura 1. Regulacién de los mecanismos de apoptosis por calcio.
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Figura 2. Mecanismos de regulacién de la concentracién intracelular de
calcio. PIP2, fosfatidil inositol difosfato; PLC, fosfolipasa C; PKC, fosfocinasa C;
DG, diacilglicerol; Ins{1,4,5,)P3, fosfatidil inositol trifosfato; ER, reticulo
endoplasmico.
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Figura 3. Induccién de apoptosis de células LNCaP por diversos agentes. A,
Un gel de agarosa al 2% muestra {a degradacién del DNA en e} patrén de escalera caracteristico de
apoptosis. Linea 1.- marcador de peso molecular (100 pb}. E! los carriles 2-4 sa muestra al ADN de calutas
cultivadas en medio suplementado con suero fetal, mientras que en los carriles 5-7 se muestra el de las
células mantenidas en solucion HBS (en mM) NaCl 130/ KC! 4. Las células fueron expuestas a 0 (carrriles 2 y
5), 1 uM {3y 6)y 10 pM(4 y 7) de ionomicina por 14 horas previas a la extraccion del ADN. B, Ensayo de
viabilidad por MTT. Las células fueron incubadas en presencia (+) o ausencia {-) de suero con o sin
tonomicina a las concentraciones indicadas por 24 horas {(n=3, X + SEM). ¢ Microsconia de boido de
cslulas LNCaP expuesias a 10 pM de 1onomicina por 48 horas. D. Patron de escalera inducido por 100 nM de
tapsigargina a diversos tiempes. E Método de Hoechst para tincion de cromatina de células LNCaP normales.
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Fig. 4. Cambios de la [Caz"'ji y el potenclal de membrana inducidos por dosis

letales de ionomicina (10 uM). A muestra el curso temporal de los cambios en la [Ca2*]; (relacion
340/380) inducidos por !a aplicacién de ionomicina a través de una micropipeta por 90 seg. {trazo medio). B
muestra los cambios en el potencial de membrana y la resistencia de entrada registradas simultaneamente
con los cambios en la [Caz")i para la misma célula. La resistencia de entrada fue monitorizada aplicando

pulsos de corriente de hiperpolarizacion de 10 pA con frecuencia de 1 Hz. En un inicio, e potencial y la
resistencia de la membrana fueron de -50 mV y 1.5 GQ, respectivamente. La aplicacidn de ionomicina produjo

el primer incremento en la [Caz"li |a cual a su vez incrementd la conductancia e hiperpolarizd

transitoriamente a la célula hasta -75 mV. A pesar de suspender |a ionomicina, la conductancia no se
recuperd. El potencial de membrana se fue cerca de -10 mV en asociacion con ef segundo incremento en la

[(‘.32*]; Se veqg solucian HOS conwsoiucion extracelular y labasada en K:SO. en |a pipeta. El trazo del
tiempo se aplica para todos los trazos.
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Fig. 5.Caracterizacién de un canal de alta conductancia a potasio,
dependiente de voltaje y calcio (maxi-K) en células LNCaP. A Registro unitario de!
cana! obtenido en ia configuracion de célula unida usando solucion de alto potasio en el bafio y solucidn
estandar de sodio y calcio en la pipeta, manteniendo el potencialaOmVy [Caz"ll basal. La apertura se

sefiala en trazos hacia arriba. B curva de corriente y voltaje de un canal unitario y (C) dependencia de voltaje
del equilibrio dindmico de flujo para los canales mostrados en (A). £l desarrollo de ta ecuacion de Boltzman se
muestra como una linea sblida con una Vi = 5.8 mV y un factor de pendiente, k= 8.3 mV (D). El registro

simultaneo de la actividad de los canales maxi-K en la configuracidn dz calula unida [NPo, eje dercho, circulos

abiertos) con el cambio en la IC32+]i {ejo izq., linea continua), inducido por la aplicacion de1 uMde

ionomicina por 30 segundos.
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Fig. 6. Cambios en la [Caz“]i y en el potencial de membrana inducidos por

10 .M de ionomicina en células LNCaP cargadas con cesio. Las condiciones de este
experimento son similares a las mostradas en la Fig. 4 excepto que se usd Cs>S0. en [a pipeta da registro. (A)
muestra el incremento inducido en la [Caz*]i por ionomicina indicado por 1a relacién de Fura 2 (3407380 nm).
(8) muestra el registro simult3neo de! potencial de membrana y la resistencia de entrada en la misma céhula.
El potencial de reposc y la resistencia fueron -30 mV y 2 Gfl, respectivamente. La aplicacién de 10 uM de
ionomicina produjo una discreta hiperpolarizacién a 40 mV y también un increments en la wnduciancia de
la membrana seguidas ds la despuiarizaciontransitoria a + 5 mV. Una reduccion gradual en la conductancia
de la membrana se observd al final del trazo. Estos datos sugteren que un canal catignico no selectivo se ha
abierto transitoriamente. La escala de tiempo aplica para todos los trazos.
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Fig. 7. La dosis de ionomicina no-letal (1 M) no es capaz de incrementar el

influjo electroforético del calcio. A las células LNCaP cargadas con cesio y colocadas en
solucion HBS se les fijo la corriente (A) o e voltaje (B) en presencia de 1 M de ionomicina por € tiempo
indicado. 1.a resistencia de entrada s midié aplicando pulsos de hiperpolarizacién de 10 pA a una frecuencia
de 1 Hz. 8, cambics en la [Caz*]i inducidos por 1 pM de ionomicina en una céhula fijada a + 70 mV durante
todo e registro {iinea cantinua) y comparada con los obtenidos en 1ina cétula sin fiacién da voilajw {iinea
punteada). El potencial de membrana fue cercano a -80mV mientras {a [Caz"]i permanecia elevada (no
mostrado).

50



A.A.Gutiérrez / Canal catidnico y apoptosis

A
4 Control
T
Q 3 20s _a‘/ ‘JP’M marrdh
ZE ] e
°c ¢ Thapsigargn
o L S = 1 1
gg , Y
§ E z"J
£Eo 1 = o ca
@~ ‘]'_ -
o
lonomycin —,—L—-——-——
a8

HP = -70 mV . ———

HP = + 70 mV

Fluorescencs ratio
{340 nmy/380 nm)

LNCaP —— LNCaP-BCl-2
lonomycin _!——l_.___._._,_,___

Fig.8. Fuentes de calcio utilizadas por ionomicina para la elevacién de la

[Ca2*]; en células LNCaP. A, cambios data [Ca*) en respuesta a 10 4M de ionomicina en
células control (linea punteada), en ausencia de caicio extracelular usando una solucion de HBS fibre de
caleio y con 0.5 mM EGTA (linea continua) y en cétulas tratadas con tapsigargina (100 nM) para vaciar los
depébsitos intracelulares de calcio. El primer incramento en la [Caz"]i no fue afectado en lo absoluto por la
carencia de calkio exdermo; sin embargo, fue virtualmente abolido cuando las células fueron pre-tratadas con
tapsigargina . El segunda incremento en la [Caz’]i fue dependiente de la presencia de calcio extracetular y no

fue afectado por la prasencia de lapsigargina. B, células LNCaP can fijacién de voltaje (al potencial de
membrana indicado en la figura) fueron expuestas a 10 uM de ionomicina por o tiempo seftalado. En
concordancia a los hatlazgos en A, el reducir la fuerza electromotriz para el influjo de calcio produjo

atenuacion del segundo incremento en la [Ca2*); sin afectar el primer incremento dela [Ca2*),. C, célutas
LNCaP gue sobre expresan 8cl 2 (demostrado por Dot Blot) tambign presentaron una reduccion en el
segundo incremento de ia [Caz‘]i 4l ser expuestas a dosis Ictales de ivnomicina, sin afectar |a primera fase.

Todos los trazos son representativos de cuando Mmenos tres experimentos . La escala de tiempo aplica para
todos los trazos.
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Fig. 9. La remocién del suero a las células LNCaP aumenta su permeabilidad
a calcio. A. la permeabilidad de calcio de las células LNCaP fue estudiada en presencia de suero
registrando el efecto de los cambios del potencial de membrana sobre la [Caz‘]i . B, células LNCaP privadas
de suero por 8 horas y cargadas con Fura-2 fueron fiiadae a voltajs da manera simitar que en A, para vaiorar
el efecto de las variaciones del potencial de membrana sobre la [Cazﬁi . Observe que la [Caz’]i aumerta
solamente durante la hiperpolarizacién.
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Fig. 10. Caracterizacién de los canales iénicos asociados con el segundo

aumento de la [Caz“'li . A, registros unitarios del canal en la configuracion de cétula unida usando

un potencial en el parche de -100 mV y solucion estandar sodio-calcio. B, registros unitarios del canal con 110
mM CaCl; en 1a solucion de la pipeta y con -100 mV de potencial en el parche. Los estados de cierre (C) y
apertura (O) del canal se muestran al lado izquierdo dei registro . C, curvas corrienta-voltaje ebtenidas &n
soluciones estandar da codic calcic (&), 110 (nii CaClz (#) 0 110 mM Ca-glutamato (®). E) potencial de
reversa extrapolado se indicod asumiendo que no ocurrid ninguna rectificacion. D, media +D E. del estado de
equilibrio dinamico de flujo del canal de 23 pS a los potenciales de membrana que se indican (n=4).
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Fig. 11. El cargado de células LNCaP con un quelante de caicio (BAPTA) no

inhibe la activacién del canal de 23 pS. A, células LNCaP fueron incubadas solo con 0.5 uM
de Fura-2 {linea discontinua) o junto con 18 uM de BAPTA (linea continua) fueron expuestas a 10 uM de
ionomicina por e tiempo indicado. B, registre unitario da la corriente del canal de una r#lula cargada oon
BAPTA mostrando el canal do 23 pS enequtiibrio dinamico de flujo (0.342 a -100 mV) similar a la actividad
mostrada en figura 8D. Otras dos células cargadas con BAPTA mostraron los mismos resuitados.



[Ca®], (us)

A.A.Gutiérrer / Canal cationico y apoptosis

-
4 NLK
i -~ 4
’ |
g
sl 3 2 HK
413
i
| D | A A | T 1 |3
b] 50 100 150 200 42
3 Time (s)
3 1
-1
1
7 40
" T T T T T T T * T T
0 50 100 150 200 250 300

Time {s)

Fig.12. Curso temporal de la activacién de los canales catiénicos no
selectivos (Npo} comparado con el aumento en la [Caz"‘]i inducido por

jonomicina. Las actividades de dos canales da 23 pS ( C y O. eje derecho) registradas en dos células
distintas en la configuracion de c&luta unida (potecial del parche a-100 mV y solucién de alto potasio), fueron

comparadas con los cambios en la [Caz*]i inducidos por la aplicacion tipica de 10 uM de lonomicina por 90 5.
Eltrazo dela [Caz’]i ¥ la actividad de! canal de 23 pS marcado con (T) pertenecen a la misma célula.
Observe que e canal no sa encuentra abierto en reposo, cuando la [Ca2*}; es basal (finea horizontal). Los
canales 23 pS da la membrana plasmatica se abren justo antes de la aparicion ded segundo incremento de |a
[Caz“]i . Bl recuadro compara el curso lemporal del aumento de la [Caz*}i inducido por 10 uM de ionomicina

en las células incubadas en solucidn HBS (NLK) o en aito patasio {HK). La mayor dilerencia entre estos trazos
fue e retraso en la apanicion de la segunda fase que se observd en las células incubadas en alto potasio.
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Fig. 13. Efectos en la viabilidad celular y fragmentacién del DNA de células

LNCaP expuestas a soluciones con alto contenido de potasio Las cétulas LNCaP
se incubaron en tres condiciones: 1) medio RPMI con 10% suero fetal bovino, SFB; 2) sotucién HBS - NaCl
130 mM / KCI 4 mM, pH 7.4 y 3) solucién HBS - NaCl 84 mM / KCI 50 mM, pH 7.4. Cada condicitn de cultivo
fue adicionada o nc con ionomicina a dos dosis (1 v 10 M), Baio estzs conditiones de despolanizacion se
ducumentaron (A) |a fragmentacion de DNA por deteccion de nucteosomas por ELISA ; E.F: = Enrichment
Factor t S.EM; y (B) La viabilidad celular fue evaluada por MTT a las 24 horas de exposicion; % viabilidad +
SEM.
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»emb|Z49216 |HSMXR? H.saplens mitoxantrone-resistance associated mRNA

Length = 1550

Minus Strand HSPs:

Scora

= 830 (229.3 bhits), Expect = l.68-61, P = 1,6a-61

Identities = 166/166 (100%), Posltives = 166/166 (100%), Strand = Minusg

Plus

Query:
107

Sbict:
520

Query:

Sbict:
580

Qusry:

Shijct:

166 CCTTGGTCAGCCACCTCATTGCTACAGAGTACCTGAACTATGAGEATGGGAAATTCTCTA

COUVELEPTTEECTR VTR R T T e

461 CCTTIGGTCAGCCACCTCATTGCTACAGAGTACCTGAACTATGAGGATGGGAAATTCTCTA

106 AGAGCCGCGGTGTGGGAGTGTTTGEGEACATGGCCCAGGACACGGGEATCCCTACTRACA

ELCLLLLE LR T e
521 AGAGCCGCGGTGTGGEAGTGTTTGEGGACATGGCCCAGGACACGGGGATCCCTGCTGACA

46 TCTGGECGCTTCTATCTGCTGTACATTCGGCCTGAGGGCCAGGACAG 1

SCELLTETEE VT T e e i

581 TCTGGCGCTTCTATCTGCTGTACATTCGGCCTGAGGGCCAGGACAG 626

Fig. 14.- Secuencia del gen de resistencia a mitoxantrone.

Et producto de PCR (500 pb) da ia amplificacion de cDNA de células LNCaP con las sondas #570 y 571 para
el gen P;X1, fue purificado y secuenciado segan (o descrito en Métodos.  La secuencia obtenida fue
analizada por el programa BLAST siguiendo el algontmo de Altschul et al., y se encontrd que tenla una
homologia det 100% con el gen HSMXRY /Z45216. Interesantemnente, éste ultimo fue clonado a partir de
célutas de carcinoma gastrico inducidas a adquirir resistencia a mitoxantrone i vimo
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Tabla 1.- Modelos experimentales de apoptosis asociados a flujos de calcio.
Loslnduclaasdeqmptosisyellipodewﬂesqueacﬁvanendetminadascélmassemuesﬁm
junto con ef tipo de movimientos de calcio que generan en el proceso. Algunos estudios también
documentaron cambios de expresion de genes y protelnas involucrados en la apoptosis as! como
los antagonistas de este proceso ylodelosﬂudoadem!dogenemdosporaos!nduaoras. CaM
Kl = del inglés, calcium-calmodulin protein kinase II; Ciclosporina A = inhibidor de PTP .0 =
Depdsitos intracelulares de caicio ; 1 = inhibidor; IC = inhibidor caspasas; IP3R = del inglés,
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor ; Mit = mitocondria ; ME = Membrana plasmética ;NO = del
ingiés, Nitric Oxide ; NSC = del ingiés, Non Selective Cationic channel, PTP = del ingtés,
mitochondrial permeabllity transition pore; RE = reticulo endoplasmico; ROS = del inglés, Reactive
Oxigen Species; TG = tapsigarging; VP = verapamil; VOC = del inglés, Voltaje Operated
Channels; + = incremento

Inductor Céluluy Caasl / Mov, Ca ™ Antagonista  Referencia
Apoptosis Otros efectos
Cafeina LNCaP Receptor RyR / D y MP TG, Rianodina  Mariot, 2000
4-C-M-cresol Ni** inhibe MP
2 LNCaP D Belx (L) Wertz, 2000
+ Caspase 3 - 7 Caspase 9 inact.
A23187 Neurona Mit.Permeability IC Petersen, 2000
del estriado transition pore / ? Ciclosp. A
A23187 PCl12 2/ MP L.Calpain Ray, 2000
H202 > Bax/Bcl2
+ Calpain
5100 PCI12 L-type /MP Fulle, 2000
+ Fos, Jun, bax, bel X
+pl5yp2l
Privacién PC12 2/ MP ATP (P2X2) Fujita, 2000
2-M- ATP
Beta amiloide Newroblastoma Amiloide/ MP VitE vs ROS  Ekinci, 2000
Genera ROS
Bets amiloide  Corteza rata N- L Types VOC MP IL-1 MacManus, 2000
Beta amiloide  Newronas 7/ D (RE)
Libera Caspasa 12
Donadores beta panc, 11 MP [.Calpaina Nakata, 1999
NO MIN1& BAPTA
[Ca®] Ostenclasto 2/MP . Rianodina Lorget, 2000

Bloq.Canal Ca®*
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Anti CD20
mAb

TG
LPS

Fas o dexa
oanti CD3 +
Calcineurina

Estaurosporina
FAS

Organotin TBT

Radioterapia

Radioterapia

Glutamato

NMDA

Ca2+ /Pbh2+

TFamoxifen

NHL B cells

Jurkat TP3R ™

Jurkat

Jurkat

Molt 4

Melt 4

Neuronal

Retina

Retina

ER neg-HEPG2

4 aminopiridina HEPG2

*/ MP EGTA Hofmeister ,2000
+ Tirosin PK. BAPTA
+ PLC pamma 2 1. Src kinases
+ Caspase 3
TG sensitive /D Chen, 2000
+ TNF plfa
Receptot [P3R disfuncional Jayaraman, 2000
Rescate por Calcineurina
Defosforilacion de Bad
Inhibicién de IP3 receptor
TP{3) R1 sc degrada x caspasa 3 | Caspasa 3
FIMP. i s EGTA BAPTA Stridh, 1999
Hiperpolarizacién mit
Perdida Delta psi
Liberacion citocromo C
Activacida caspasas................. EGTA BAPTA
1/ MP Zhao, 1999
+Bax diminuyd delta psi
Activa caspasa J.....oeveerarensineenns AC-Devd-Cho
Endonucleasa gamma............... 1. endonucleasa
1/ MP BAPTA Tekahashi, 1999
Activa caspasa 3 BAPTA
Activa SAPK/ JNK BAPTA
NMDA / MP TNF o ADNF9  Glamer, 2000
(I.cinasas + NFKb)
BDNF (L. cinasas)
CaM K II aifa (B) Laabich, 2000
PTP/? Ciclosp.A He, 2000
Desp.mitocondria IC
+ Citocromo C
+ Caspase 3-9
NSCC/MP Ac.Flufengmico Kim, 1999
BAPTA (int))
EGTA (ext.)
- Canal K /Ca®™ VOC/ MP EGTA (ext) Kim, 2000

Depolariza memb.

Nifedipina + VP

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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APENDICE 1.- Célculo de permeabilidad sodio / potasio

[3 (X1, (logscate) (mM]
5 10 20 50 100 130 200

15 M [Nal,

/SL'OPE = 60 mV/decade 150 M (K],

i
'
Ex
1

FIG. 8. Theoretical curves calculated from the Goldman constant-fietd equation for resting potential (E,,) as a function
of [K},. Family of curves is given for various Py,/Px ratios {0.001, 0.01, 0.05, 0.1, and 0.2). K* equulibrium potential (Ex}
calculated from the Nemst equation (broken straight ling). Curves calculated for a [K], of 150 mAM and a {Na], of 15 mM.
Calculations made holding (K], + [Na|, constant at 154 mM. that is, as [K}, was elevated. [Na], was lowered by an equimoiar
amount. Change in Pk as a function of [K], was not taken into account for these calculations. Point at which £, is zero
gives [K], The potenual reverses in sign when [K], exceeds (K],
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APENDICE 2.- Calculo de permeabilidad sodio / calcio

_4F* PV (Ca), -[Ca), exp(2FV / RT))
~ RT 1—exp(2FV / RT)
' PCa'
Po=——C
1+exp(zFV, / RT)

o

P P
[Na], + }',i (&], +4 _P: [Ca],

Vy=—1In 7 7
F " [Na), + S2[K], +4% % [Ca), exp(FV, / RT)
1 PM i PNg N
En nuestras condiciones de registro:
[Na)o = 0.01 M; [Ca], = 0.11 M; [Na} = 0.015 M; [K} = 0.15 M; [Ca]i= 0;
Py/Pus =0.9; Vg {potencial de inversién) = -34 mV,;
R=8315VCK mol';F=2648x10°Cmoi";, T=296 K.

(0.01M +4 2@0.111.4) (0013 +044M };C")

(- In Na = Na
RT " (0015M+ ; X 015M) 0.134
Na

exp(FVy/RT) = exp(-1.332) = 0.264

P _[(0264)015)]-001
P, 044

—ﬁﬁ'— = (0.067)(1.264) = 0.085

Na

= 00672

Po 1176213

Ca

Lewis CA. (1878). J Physiol, 286, 417-445,
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Activation of a Ca?"-permeable cation channel by two different
inducers of apoptosis in a human prostatic cancer cell line
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Departamento de Bioguimica, Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados, Instituto
Politécnico Nacional, México DF 07000 and *Departamento de Bioguimica, Institulo de
Fisiologta Celular, Universidad Nacional Awténoma de Mézico, Mézico DF 04510, México

(Received 27 January 1999; accepted 10 February 1899)

We have combined patch clamp recording with simultaneous [Ca'"], mensurements in single
LNCaP cells { human prostate cancer cell line), to study the activation of Ca**-permenble
channels by two different inducers of apoptosis, ionomyein and serum deprivation.

In perforated patch recording, LNCaP cells had 2 membrane potential of —40 mV and a
resting [Ca®*]; of 90 nm. Application of ionomycin st Jevels that induced apoptosis in these
cells (10 um) produced a biphasic increase in {Ca**),. The first rise in [Ca™], was due to
release of Ca** from internal stores and it wus associated with a membrane hy perpolarization
to 77 mV. The latter was probably due to the activation of high conductance, Ca**- and
vultage-dependent K* channels (maxi-K). Conversely, the second rise in [Ca™], was always
preceded by and strictly associated with membrane depolarization and required external
O™ Serum deprivation, another inducer of apoptosis, unmasked a voltage-independent
Ca'* permeability as well.

A lower concentration of ionomyein (i p) did not induce apoptosia, and neither depolarized
LNCaP cells nor produced the biphasic increase in [Ca™],. However, the first increment in
[Ca™*), due to release from internal C'a®™ stores was evident at this concentration of
ionomyein.

Simultaneous recordings of [Ca™], and ion channel activity in the cell attached configuration
of patch clamp revealed a Ca'” -permeable, Ca®*-independent, non-selective cation channel of
23 pS conductance. This channe! was activated only during the second increment in [C2™),
induced by ionomyvin. The absence of serum activated the 23 pS channel as well, albeit at &
lower frequency than with ionomyein.

Thus, the 28 pS channe! can be activated by two unrelated inducers of apoptosis and it could
be another Ca'* influx mechanism in programmed ceil death of LNCaP cells.

Apoptosts, the most common expression of programmed cell
death {PCD), is & physiological process that balanees cell
division in shaping and generating multicellular organisms
{Stelter, 1995; Thompson, 1995). Both in thy mocytes and
prostate cells {reviewed by Dowd, 1995), different inducers
of apoptosis have been associated with a sustained elevation
of intracelullar calcium concentration {[Ca™*],). Presumably,
such an increment in [Ca®™), activates different types of
Ca®* dependent effectors via caleium-binding protetns like
catmodulin (Dowd et al. 1991} or ALG-2{Vito «f al. 1996).

However, the nature and regulation of Ca® -permeuabls
channels in poptosis remain to be elucidated. Inducers of
apoptosi like ionomycin (Martikainen « af 193],
thapsigargin (Faruye ef al 1994, Lam «f of 1994}, H,0,

(Distelhorst ¢t al. 1996), dexamethasone (Lam e ol 1993),
and withdrawal of interleukin-3 (Baffy ef al. 1983} produce
partial or complete depletion of internal Ca'* stores. It has
been assumed that apoptosis-associated Ca'* influx oocurs
through the activation of store-operated (&% channels
(SOC; reviewed by Berridge, 1995) resulting in & sustained
elevation in {Ca’*], rnd cell death. In this regard ionomycin,
an electroneutml Ca** ionaphore (Erdahl ef al. 1995), induces
an electrophoretic Co** influx presumably mediated by the
activation of SOC channels (Mason & Grinstein, 1993:
Moryan & Jacob, 1994}, On the uther hand, Ca**-permenhle
channels not eperated by stores have also been associated
with apoptosis ineluding NMDA receptors (Ankarcrona ¢
al. 1995) and the type 3 [n« Py receptor (Khan ef ol 1996).
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In agreement with the importance of Ca’* influx in some
tasex of cvl] death, inhibiting the expression of the type 3
[nsfFy ceceptor in the plasma membrane of lymphocytes
blocked  dexamethasone-induced apoptosis, Furthermare,
Antonsson ¢ al. (1997) have shown that Bax, an inducer of
apoptesis of the Bel-2 family of proteins, was able to increase
plasma membrane permeability in different types of cells,
prubably by forming non-selective ion channels. This effect
was rendily blocked by Bel-2, a typieal inhibitor of apoptosis.
Thus, u link Letween pore-forming activity and the induetion
uf upoptosis has been suggested.

Nevertheless, electrophysiological characterization of ion
channels asociated with apoptesis, particularly Ca®*-
permenble channels, has not been addressed before. To
study this type of channel, we have combined {Ca™)
measurements with pateh clamp recordings in a human
prostatic cancer cell fine {(LNCaP). A Ca**-permesble, non-
selective cation channel of 23 pS conductance, unretated to
ROC channels, was activated by two different conditions
that trigyer apoptosis in these cells. The channe! herein
descrilwd reems to be & good candidate for mediating Ca®*
influx in prostatic cells undergoing apoptosia (Furuya ¢f al.
1994), A preliminary account of these data has been
presented elsewhere (Gutiérrez ef af. 1997).

METHODS

Cell culture

The human pretate cancer cell line, LNCaP, was obtained from
the Amevican Ty pee Culture Collevtion (ATCC) and used between
passnes 27 and 32, Cells were cultured in RPMI 1640 medium
supplemented  with 10%  fetal bovine serum (FB3), 2mm
L-glutamine, and 1% penicillin—streptomycin. All tissue culture
reagents were frun Gibco BRL (Gaithersburg, MD, USA). Electro-
physiclogical and [Ce’*], meusurements were made with cells
huthed in a Hepes-buffered saline (HRS) solution containing (m):
13 Xall, + KO, 2 NaHOO,, 1 MgSO,, 2 CaCl;, 10 giucose,
10 Hepes; adjusted to pH 7+4 with XaOH. lonomyrin (Sigina) and
thapsigarzin (RBI) were prepared as Bmw and 100 gy stock
solutions in dimethy] sulphoxide {Hybri-Max, Sigma), respectively.

Cell viability aasay

Cells were trvpsinized and resuspended in RPMI 1640 supplemented
with FBS (10%) to a final density of 2 x 10° cells mI™. This
suspension (5 gl} was plated in 86 multi-well dishes and aflowed to
recover tur 18 h. Afterwurds, cells were either kept in rupplemented
RPNt or in Hepeshuffered saline (HBS) solution with or without
jonomyein Cell viability was measured using a modified MTT aay
{3-(+,5<umethylthiazol -2-y1)- 2.5-dipkenyl-tetmzolinmbromide}, as
previoushy deeribed (Harris of al. 1994} after an incubation perind
ot JE D

DNA fragmentation assay

LNCaP colis (145 x 107 cells) were washed and beasrd in 025 mi of
Ivsis ouffor 40 Xat'l, 1-5 mat MpCly, U-53% NP40 detergent,
Poopent Fris= MUy, gkt 54 for S0 min at 3°C after an incubation of
tal oo pratl onditions, Nurlel were pelletal ot 100ung for
[ARTE 150 amd resrspetvhal in by pertonic solution s 830
Nt 1 a1 DT 10 Tris-HEY pH o 74) £r 30 min at 1°C.
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Fragmented DNA was separated by centrifugation at 4000 g for
10 min at 4°C and extracted twice from the supernatant. After
that, it was separated hy elctrophoresis in 2% agarose gels and
revealed with ethidivm bromide.

Simultaneous patch clamp and [Ca!*}, messurements in
single cells

LNCaP cells {10° cells) were trypsinized and loaded either with
05 ux fura-2 AM (Malecular Probes) or with fura-2 AM pius 18 g
BAPTA AM in 1 mi of suppletnented RPAMI medium. After 1 h
incubation at mwom temperature, cells were washed and rmuspendvd
in HES ~clution and used within a 6 h period. The 340 nm/380 nm
fuorescenee ratio of LNCaP cells in HBS solution {unless otherwise
indicated) was recorded from single cells every 50 ms with a dual
wavelength microfluotometer, mode! BF-F3010 (Photon Technology
International, South Brunswick, NJ, USA) mounted on a Nikon
TMD microscope. Loeal application of ionomyrin was carried out
with 2 preumatic picopump PVEI0 (World Precision Instruments,
Sarasota, FL, USA) operated at 4 ps.i. and using micropipettes
of < 4 M{2 resistance {when filled with HBS solution) and pluced
aext to the cell. Micruscope calibration and [Ca** ), were obtained as
described elsewhere {Guerrero ef al. 1094n) with a K, of 200 nat.
Under our recording conditions the parameters of the Grynkicwicz
equation were R, = 4-078 £ 0-477, Ry, = 0204 + 0:023 and
£=280141 0117 for 41 calibmtions (Grynkiewicz e al. 1983),
where R, is the fluorescence ratio in the presence of saturating
Cad* and R, is the fluorescence ratio in the absence of Ca™.
Analysis of the data wnx based on [Ca'"], but the fluorescence ratio
was thosen to illustrate the data in most of the figures. Current-
and voltage clamp experiments were carried out in the perforated
patch configuration simnltaneously with [Co'*), measurements of
LNCaP cells in HBS at room temperature {Rae o af 1891,
Guerrero ¢! al. 19945). Borosilicate patch pipettes (WPI) of 4-6 ME)
revistance were used, filled with the following solution {mu); 60
K,S0,, 11 NaCl, 30 KC1, t MgSQ,, 0-1 EGTA, 10 Hepes—XaOH,
pH 72, for recording membrane potential. A caevium-based pipetice
salution {mar): 60 T30, 30 CsCl, 11 NaCl, 1 MgBO,, 01 EGTA,
10 Hepes—-NaOH, pH 7-2, was used to veduce K* conductance in
current clamp and for all voltage clamp experiments. Series
resistances below 30 MO were obtained by using 150 ug ml™ of
amphatericin B and 30 pg ml™ of Pluronic F-127 in these pipette
solutions ((+3% DMBO). Single channel recordings in the cell
attached configumtion of the patch clamp technique (Hamill ot af
198t} were carried out simultanecusly with [Ca**], measurements
Plasma membrane potentinl was zerved using & high potassium
sotution {mr). 8 NaCl, 130 KCi, 2 NaHQO,, 2 CaCl,, 1 MgUl,, 10
glucose, 10 Hepes—XaOH, pH 7-4. Unitary currents were filtered at
200 Hz (4-pole Jow pass Bessel filter) and digitized Ly Digiduta
1200 running Axotape (Axon Instruments) at | kHz For
recording ionomycin-induced single channel activity, the pipette
Na' (" solution contained {ma1). 140 NaCl, 2 CaCly, 20 Hepes—
NaOH, pH 74, and patch potentinl was held st —100 mV unless
otherwise indicated. Ca'* permeability was mwwssed by having
11 my of Ci.7l, or calium glutamate as the only permeant ion in
the pipette solution. In general, multiple channels were present in
the membrane patel so the open probability {P,) multiplied by the
nunther of channels (X) was obtained by, AT, = Zig — 18174y,
where ¢ 15 the xingle channel recordil ion current, g i bascline
vurrent, Af is sampling ttme, T i total tume (8x) and g s the
unitary current caleulited from all-point- amplitude histognon.

{Lemathetis o al EONT). Results are inprissad as means £ < 5 v
Studdents ¢ test wax emphoved for all statistical analyses
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RESULTS

Innomyein and serum remwval induce apoptosis in
LNCaP cells
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Tu study such deplarizing conductama, we reduied  the
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salution of perfornted patch recording (Figo 4). Resting
inehrne potential changed to =257 + 22w\ (0= 1)
and the LU ionomyin-mlucsd depolanzation wes more
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activation of en electropboretic Ca** influx. To test further  in unclamped cells (Fig. 5B). This change in [Ca'*], was ako
the rule of Ca™ influx via plasma membrane ion channels,  similar when 1 g1 iononycin was applied to cells held at
plusma membrane potential was held at +70 mV (n==6), to =70 mV {not shown). Thus, non-lethal doses of ionamycin
reduce the driving force for Ca®* influx. In these conditions,  did not activate Cu’"-permeable channels. Moreover, these
1 g3t fonoumyein produced a similar change in (Ca™], to that  results indicate that the second rise in [Ca*], was strictly
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Figure 3. Characterization of a voltage- and Ca’-dependent, high conductanee K* channcl
tmaxi. K} of LNCal celln
A, single th.mmT recording obtained in the cef! attacke ! configwration with high K* wolutivn in the bath
and Na—Ca** salution in the pipette (see Methods} at a holding potential of 9wV and neeting 1Ca’),
Openings are in the upward direction. B and € current -valtame curves of single chanoel corneat (B und
steady ~tate voltage dependency (€Y fur an chanpels xl-*plc 4ol in A, Boltzmann equation fitting i< <shogn 2.
a ntu.u.-ll* lipe with a 1 of 3% mV and a slope Gactor, & of 803 mb, O, sinultuneous reeording of maxi-K
cannel aetivies i he cell attached enfizuration NP, right axis, Q) and the change in jCa "] (left axis,
carteny e e i bed Ta the appluation of 3 s onemiyomn bor S50 s Tecinping ot 204
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associated with the appearance of a non-selective
conductance, which was activated by ionomyvin, but only &t
concentrations that induce apoptosis of LNCal cells.

Diffarent sources of Ca®* are involved in the
ionomyein-induced increment in [Ca**)

To provide evidence for caleium releass from internal stores
being the source of Ca®* for the first rise in [Ca’"}, 10 gx
ionomycin was applied to cells in the absence of external Ca®*
(Fig. 64). The initial rise in [Ca" ], was not affected (2 = ).
However, the second increment was completely abolished.
Internal Ca®™* stores were also depleted by incubsting cells
with 100 n» thapsigargin for 30 min. The treatment with
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Figure 4. Changes in [Ca™), and membrane potential
induced by 10 g ionomycin in Cs*-loaded LNCaP
celle

Sinilar canditions to the experiment shown in Fig. 2, escept
that (4, S0, solution was used in the recording pipette {sev
Metheeds). 4 shows the ionemyvin-indueed inerease in [Ca'),
indirated by the fura-2 fluorescenes ratio (340 nmn/380 nm).
B ia the simultineous recording of plasts membrane
patential and input neststancs of the sume ol Resting

membrane potentintund inpat odataue were =) i and

2 (i1, respectively, The applic ation of 10 g™ nomyin
preslucet o slight by perpolarization to —40 miV and adwan
(netedse in nembrane conductance fullowiad by atransient
epolarization te +5 0wV, A gradual peduction in the
membrame conductanee s evident Ly the emdof the trace
Thix stagests that the non selective cation channel oprens
only transienth Time seale s the same foe bl teaces
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thapsigargin elevated basa! [Ca™], to 2759 + 424 nu
(n = 10, Fig. 6.4), probably by the activation of capacitative
Ca®* influx. In these thapsigargin-treated cells, 10 um
ionomyrcin incressed [Ca™ ), by only 2153 £ 648 nu in the
first phase {n = 4), whereas [Ca™], rose by 633 + 386 nm
{n=124) in cells not exposed to thapsigargin. In
thapsigargin-treated crlls the second increment in [Ca™],
reached 7908 pM (n=4) and was observed at
52-2 + 82 & (Fig. 64). The second inerement in [Ca™ ], was
therefore not significantly affected by depleting internal
stores in comparison to non-treated cells.

As expected, the second rise in [Ca”™*}, induced by jonomyein
was the only phese sensitive to changes in plasma membrane
patential to alter the driving force for Ca™* influx (Fig. 85).
At +70 mV, the first increase in [C&¥*), (710-6 1 38-2 nur,
a=8) was not affected; however, the second increment in
[Ca'*], (15 03 am, n=8) was substantially smailer.
Conversely, when the membrane potentinl was held at
~70 mV {r = 6), the ionomycin-induced changes in [Ca™);
were similer to those observed in current clamp conditions
{Fig. 6B). These results snggest that the first rise in [Ca™"),
induced by ionomycin has an important component due to
Ca™* release from thapaigargin-sensitive internal Ca™ stores.
This would explain why the first increment in [Ca™], was
not affected by changing the plasma membrene potential.
The second increase in [C&®*), required external caleium,
was reduced by holding the membrane potential at +70 mV
(which strangly lowers the driving foree for Ca™ influx) and
finally, was not affected by previously depleting internal
Ca™ stores with thapsigargin. Consequently, the second rise
in [Ca®*], was probably due to the activation of a Ca™-
permeable ion channel at the plasma membrane.

Accordingly, | uat fonomyein could not incremse [Ca™],
(—6'5 & 25-B nM, r= 4} if internal stores had previously
been depleted with 100 nM thapsigargin {not <hown). The
latter and the data shown in Fig, 5 indicate that non-
lethal concentrations of ionomyein increase [Ca**];, almost
exclusively, Ly mobilizing internal Ca* stores since no
evidence was found for the activation of an electrophoretic
Co®* influx mechanism at the plasma membrane.

Thus, the capability of icnomycin to induce apoptosis appears
to correlate with the activation of Ca* influx through the
plasma membrane, most probably by inducing an endogenous
non-selective, voltage-independent, Catt -permeable cation
channel.

Serum removal increases Ca™ permeability in LNCaP
cells

LNCaP cells die bv npoptosis in the alwence of rerum
(Fig. 1). The effect of membrane potential on [Ca™ [, was
studied to assess the (2" permeability of stum-deprived
cells {Fig. 7). Approximately two-thinds of eells maintained
in the absence of serem for 8 h had resting [Ca*), higher
than 300 oy, Although this suggests an increased Ca?*
permealility, this was ditfeult to verify because unreliable
perforated pateh recotdings were obtained in these el dye



J. Physial 517.1

to bad seals or extremely high leak current. Therefore, only
serumn-deprived cells with basal [(a™], near 100 03 could
be studied (Fig.7B). In the lutter cells, cvcling of the
membrane potential between —70 and +70 mV unmasked
an increpsed Ca™* permesbility (v = 10). This was cvident
as membrane hyperpolarization elevated the initial rate of
rise in [C4"*],, while membrane depolarization was associated
with a neduetion in [Ca®*], The gradual increment 1n the
rate of rise of [(™'], was apparent when (%% transients
were fitted by single expanentials, the kinetic constant of
the fourth Ca®* transient was 86 % faster compared with the
second one (Fig. 78). Nevertheless, the same type of analysis
opplied to the falling phase showed that the rate of (&
extrusion was very simlar amonz the different Ca”
transients (Fig. 78). It 1 not cear how oscillations of
membrane potential prumote the appeirance of this (W7
permeability Howewr, they do not seem o he pecessury
becats this (%37 conductance could alsn be activated when
membrane potential wus held cunstant al negative values
(not <hown). Conversety, this increased (9™ permeahility of
serum-deprived cells was never observed in thime cells ket
in serum (Fig 74) Thux, the sbsence of scrum induces o
f'a“-pl*rmva?)le- wnue conductanee in LN Cab eells
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Characterization of Ca®*-permesble channels activated
by inducers of apoptosis

To identify the channel responsthle for the second rise in
[Ca®],, single channe! recordings in the eell attached
configuration were carried out during the application of
10 pm ionomyein. High external K* conrentratinn was used
to avoid interference by changes in the plasma membrane
potential. Resting [C4®*], was higher {171:7 + 19K nx,
n=16) than in contrul cells. However, the effect of [0 g
'a**], was similar to those erlls kept in HBS
(first rice, 6648 + 537 nv, second rise, 10 + 241 BM
i =10). Interestingly, the second rise in [(a®*), in the
presence of high K* was significantly delayed (876 + %3 s,
n=14; F< 0-001} with respect to that obtnined in HBX
{=e tnxet in Fig. 10).

ionomyein on [

[onomyein (10 gx) induced the netivation of 4 non-sulective
cation channel (Fig 84 and B) recurded in the eell-atttached
configuration of pateh clamp. With 140 my Nu('l and 2 my
CaCl, in the pipette solution, the slope eondurtanee of this
channel was 2856 + 28 (4 =4) and the extrapolated
reversal potential was 003 + 2mV, (Fig. 80 An inward
singh channel current was also activated by 10 gy fonnmyein
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Figure 5. A non-lethal dose of ionomyvin (1 gv) cannot inerease electrophoretie Ca®* influx
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if Ca®* was the only permeant cation in the pipette salution
(Fig 88Y, however, the slope conductance was reduced to
12 £ 1 pSin this case (n = 3). This implies a small but finite
(4™ permeability for this chennel. Membrane depolarization
slightiv increased the steady-state activity of the 23 pS
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Figure 8. Sources of Ca** utilized by ionomycin to
inereass [Ca™], in LNCaP cells
A, changes in [Ca™], in respanse to 10 g fonomycin in
euntrol cetls (dotted line), in the absence of extracellubar cat
using & calciwm-free HBS solution supplemented with
-5 enst EGTA (continuous line) and in cells tn-ated with
thapagaryin (100 n) to deplete internal (a®™* stores (dashed
line) v compared in thix panel. The first increment in [C2,
was not affected by the alsence of external Ca®*; huwever, it
wos virtaally abdished by tn:atmg wells with thdps!uarg:n
The second increment in [Ca®* ], required external Ca'™ and it
Was not senificantly redveed by thagsigargiu. B LNCaP
cells unrler voltage clamp at the indicated holding membrune
potential (HP) were exposed 1o 10 gt jonomyin fur the time
indiatecl. 1n agrement with 4, reducing the driving foree
Lot 038" influy greatly attetuated the second tnerement in
W], witnowt aifecting the first rize in 105 ), All traces are
representatine of at least three experiments (see text). The
time = ale apnlies toali traces.
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channel (Fig. 8). However, it is unlikely that this channel is
directly gated by voltage because important activation can
be induced by ionomycin even at —100 mV membrane
potential (Fig. 10},

Three different approaches were carried out to test whether
the 23 pS channe! was (" dependent. One was to load cells
heavily with BAPTA, a Ca®* chelator, by incubating them
with 18 gy BAPTA AM (Fig. 9). In thesa cells, ionomyein
could not produce the initial increment in [Ca™}, {Fig. 94);
however, the steady-state activity of the 23 pS channel was
similar (compare (388 in Fig. 8D with 0-342 in Fig.95B).
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Figure 7. Serum removal increases Ca' permeability
in LNCaP cells
A, Ca permeability of LXCaP cells cultured in the pNnre
of serum was studied Ly recording the effect en [( W), of the

indicated changes in membrane potential. B, LNCal rells
deprived of serum for § b were loaded with fura -2 and
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effect af membrane poteatial vamations on [Ca87], Neate that
[Cu** ), inereases anhe doring hyperp etz duen
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Additionally, the activity of the 23 pS channel was not
mcrru.wd by exposing excived membrane patches to ¥ mx
C4** in the bath solution {n = 3). Finally, excised membrane
patches in 2 mar Ca®™ bathing sofution from cells that had
not been exposed to ionomyein did not show any 23 p8
channel activity (= 15). Al these data argue apainst the
23 ?h' channe} being dircetly activated by an inerement io
[,

The 23 pX channel was not open at the resting [(%a®*], prr
during the ionomyein-induced first inrrement in (],
(o =24, Fig. 10}, The applicativn of 1 g3t ionomeyin did nnt
activite the channel either [# = 3. not shown). However, the
activatin of n 23 p8 channel was evident during the second
rise in [('a71], (Fig. 10). This was true in IH nut of 24 cells
studied, where at least one chanpel was aetivated in the
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paten. [t is possible that in the remaining 6 cells we had just
patched plasma membrane regions devoid of the 23 p&
channel. Current clamp experiments showed that input
resistance reduced by lethal doses of
ionomyein (Fig. 4}, This suggests that the non-selective un
channel does not activate permanently. Accordingly, the
23 pS channel was also transiently activated as shown in the
two examples of Fig, 10,

was  trunsiently

A 23 pS channel was wetivated in 9 oat of 15 cells that were
held in the ab<ence of serum for at least B b, However, in
this case the ion channel activity was lower than that
induced by 10 g ionomyvein. This could be the explanation
for the smaller Ca** transients obtained in serum deprived
cells (Fig. 7)
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Thapsigargin, another inducer of apoptosis in prostate cells
{Furuya ¢f al 1994), induced the same 23 pS channel,
although at 5 very low level of activity and in only b out of
14 cells that were exposed to 1 g™ thapsigargin for at least
2 h. Thapsigargin {100 nst), which still induces apoptosis in
LNCaP cells (not shown), failed to activate the 23 pS
channel, Whether this is due to our recording conditions (i.e.
high K* solution delays the activation of Ca'™ influx by
ionomyein, Fig. 10) or that the 23 pS channel does not play
a role in thapsigargin-induced cell death, needs further
studies. Nevertheless, the latter possibility is in egreement
with recent evidence that Cd™ influx does not seem to be
important for thapsigargin-induced apoptosis (Bian et al.
1997).

Thus, the 23 pS ion channel activated by ionomyein and
serum remova| is a Ca'*-permeable, Ca™ -independent, non-
selective cation channel, which does not require membrane
depolarization to open. This channel could participate as a
Ca** influx mechanism in apoptosis and is not controtled by
depletion of internal Ca*" atores.

A. A, Gutiérrez and others

J. Physiol 517.1

DISCUSSION
This study demonstrates the activation of s Ca""-permeable,
non-selective cation channel of 23 pS conductance in prostatic
cancer cells (LNCaF) by two different inducers of apoptosis,
ionomycin and serum removal. This channel appears to be
activated by a novel, but still undefined, mechanism.

Membrane depolarization preceded and wes strietly
associated with the second rise in [Ca®™), induced by lethal
doses of ionomycin. This could imply that a membrane
depolarization is needed for the 23 pS channel to open. The
latter does mot seem to be the case, since (& influx
triggered by 10 gM ionomycin was not inhibited by holding
membrane potential at —70 mV end the 23 pS channel could
be activated at —100 mV and showed only a elight increase
in NP, with membrene depolarization. It seems then, that
the 23 pS channel is not directly gated by membrane
depolarization. However, it could be that membrane
potential modulates the appearance of the 23 pS channel
Membrane depolarization by bathing cells in & high X*

solution greatly delayed the second increment in [Ca™},,
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that associated with apoptosis. Moreover, membrane hyper-
polarization manifested the activation of Ca'* permeability
in serum-deprived cells. Interestingly, it has been shown
that high K* solutions improve the survival of cells (Isenberg
& Klockner, 1982) and that membrane depolarization might
reduce the assembly of Bax channels (Antonsson ¢t al. 1997).
Whether there is a connection between these observations
and how membrane depolarization delaye the activation of
the 23 pS channel remain to be demonstrated.

Activation by intracellular Ca®™" is a common feature among
non-selective eation channels (reviewed in Siemen, 1993).
The following evidence indicates that the 23 pS channe! is
not directly sctivated by an increment in [Ca™],, as oppesed
to a high conductance K* channel, present in LNCaP cells,
which can be reversibly activated by elevating [Ca™], with
jonomyein. The exposure of excised patches to 2 ma Ca™*
neither activated the 23 pS channel when patches came from
control cells ner changed the NP, in previously ionomycin-
activated channels in the cell attached configuration. Further,

Ca®™ - permeable channels in apoptosia 106

the 23 pS channel activation, despite the jonomycin-induced
increment in [Ca®], was strongly curtailed by BAPTA.
Nevertheless, it can still be argued that local increments in
{Ca'), at the plasma membrane could be indirectly
promoting the appearance of the 23 pS channel. This may
not be the case with ionomyein wince it produces slow and
homogeneous increments in [Ca**], (Williams ot al. 1985;
Badminton «! al. 1996; Mufioz #f of. 1098),

The third possible mechanism for activation of pon-selective
channels is depletion of internal Ca'™ stores, as has been
proposed recently as a mechanism of activation for this type
of channel (e.g. Krause ef af. 1996). In this respect, it has
been suggested that ionomycin increases Ca" influx by
activation of store-opersted Cal*-permeable channels (Mason
& Grinstein, 1993; Morgan & Jacob, 1894). However, it does
not seem that the 23 pS channel is a store-operated channel.
Both 1 and 10 g% ionomyein in the application pipette
produced the initial rise in [Ca®™),. This came from internal
a** stores, based on the following evidence: (1) the absence
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of extracellular calcium did not abrogate the first rise in
[Ca™], induced by 10 um ionomycin; (2} this rise in {Ca®*],
waa not modified by changing plasma membrane potential
and (3) this first increment, in {Ca®*], was virtually abolished
by depleting internal Ca™ stores with thapsigargin. These
data imply that both ionomyein concentrations were able to
empty internal Ca®* stores, while only 10 gm ionomycin
produced an important Ca™ influx through the plasma
membrane when external caleium was present, Additionally,
ionomycin still activated Ca™ influx in cells where store-
operated Ca'™ entry was present (based on the elevated
resting [Ca™], in the presence of thapeigargin, dashed line
in Fig. 64). Altogether, these data indicate that the 23 pS
channel is notoperated by depletion of internal Ca®™* storvs.

Free radicals can increase [Ca’], in association with
apoptosis (Fernandez et al 1985) and recently, it has been
demonstrated that oxidative stress activates a Ca™*.
permeable, non-selective cation channel of 30 pS conductance
in endothelial cells {Koliwad ef af. 1996), Further, thers are
studies suggesting a role for oxidative stress in apoptosis
induced by either ionomycin (Hatanska ef al. 1996) or serum
removal {Atabay e al 1996), Whether reactive oxymen
species are involved in the activation of the 23 pS in these
cells remains to be demonstrated.

A positive correlation was evident between membrzne
depolarization and the rate of rise of [(a™*], during the
current elamp and Ca™ measurement experiments. These
data mupggested the activation of a Ca®-permeable non-
selective cation channel to increase [Ca®™],. The evidence for
the 23 pS chonne! being such a C&** entry mechanism in
apoptosia can be summarized as follows; (1) this channel was
not active at all in resting, healthy cells, nor in those
exposed to non-lethal doses of ionomyein; (2) the activation
of the 23 pS channel correlated with the rise in {Ca®™], due
te Ce™ influx throngh the plasma membrane; (3) culturing
cefls in the absence of serum produced buth an increased
(™ permeubility and the apperance of a 23 pS channel, In
conclusion, the 23 pS channel is a good candidate for o Ca®*
entry pathway that could be involved in apoptotic cell death
of LNCaP cells. Indeed, Ca®™ influx has previously been
shown to be essential for apoptosis of prostatic cancer cells
{Martikainen «+ al. 1991; Faruya e al. 1994). However, this
study does not rule out the participation of store-operated
Ca®* channels in apoptosis as well. Moreover, the nature of
the ('u”*.permenble channel does not seem to be as critical
for triggering upoptotic cell death as calejium influx itself, In
this regard, inereased activity of voltage-gated L type Ca*
channels has been associated with ageing of mammalian
hippocampal neurons (Thibault & Landfield, 1996). Lilewise,
neuronal cell death can be induced by zetivation of NM1)A
receptors (Choi, 1992 or the piesence of g amyloid (Arispe
et al. 1094). Apparently, all these proteins induce cell death
due to an increased Ca®™ entry. Thus Ca®* influx seems tu be
the kev event in the activation of different (a®"-dependint
sffectors of npoptosis for instance, thsue trnsglutaminuse
and some endonucdeases (reviewed in Guermro & Arias,

J. Physiot. 517.1

1898). Recently, Bax, the typical inducer of apoptosis of the
Bci-2 family of proteins, has been shown to present & pore-
forming activity which can be linked to apoptesis of neuronal
cells. Bal-2 blocked the Bax-induced incresse in membrane
permesbility and it also inhibited apoptosis in these cells
(Antonsson ef al. 1997). Thus, the 23 pS channe) is a Ca'*-
permeable channel that could provide another Ca'* entry
mechanism during cell death of LNCaP cells. Nevertheless,
& selective inhibitor or & molecular identifieation of this
channe| will be required to establish its role in the induction
and progression of apoptasis,
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