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INTRODUCCION

1. Maitotoxina

1.1 Estructura

La maitotoxina (MTX) es un poliéter de gran peso molecular {PM = 3422 Da) y
es considerada la toxina marina mas polente conocida a la fecha (Yasumoto et al.,
1979). Es una de las toxinas implicadas en la ciguatera, una enfermedad causada por
la ingesta de una gran variedad de peces que habitan y se alimentan en arrecifes de
coral.

Debido a que fue inicialmente encontrada en las visceras del pescado
Ctenochaetus striatus, la MTX tiene el nambre tahitiano del pez, maito (Yasumoto et al.,
1976). Mas tarde se demostrd que el dinoflagelado Gambierdiscus foxicus es el
organismo responsable de la produccién de MTX y otra toxina relacionada, la
ciguatoxina {CTX) (Yasumoto et al., 1977).

Estudics posteriores permitieron la extraccidn de MTX en forma pura como un
solido incoloro amorfo, determinandose su gran letalidad en ratones: 0.13 pg/kg con
inyeccién intraperitoneal (Yokoyama et al., 1988).

La MTX ha atraido mucha atencion en el campo de los productos naturales
debido a que tiene el mayor peso molecular comparado con cualquier producto natural
conocido hasta ahora, sin tomar en cuenta a los biopolimeres como proteinas o
polisacaridos. Su estructura quimica fue recientemente determinada por métodos
espectroscopicos (Murata et al., 1994) y por sintesis quimica (Sasaki et al., 1996;
Zheng et al., 1996).

Los estudios para determinar la estructura completa de la MTX han revelado una
composicion de dos ésteres de sulfato, 28 hidroxilos, 32 éteres en forma de anilio y
cuatro dobles enlaces {(Murata et al.,, 1994). Los grupos hidroxilo y los grupos sulfato
ionizados hacen a la MTX una sustancia altamente polar pero la presencia de una gran

porcidn hidrofobica le confiere a la molécula una naturaleza anfifilica (Escobar et al.,
1998) .
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Figura 1. Estructura de la Maitotoxina obtenida por métodos espectroscépicos (Murata et al., 1994). Se
propone que la parte hidrofébica puede incluirse en la membrana plasmatica mientras que la parte
hidrofilica permanece en el exterior de las células por comparacion con la estructura del gangliésido
GM1 (Konoki et ai., 1999).

1.2 Posibles mecanismos de accion

1.2.1 Efecto sobre el Ca*" intracelular

La MTX provoca un incremento en la concentracién de Ca®* intraceiutar [Ca®'];
en practicamente todas las células y tejidos probados a la fecha (Gusovsky y Daly,
1890). Este efecto es logrado con concentraciones de la toxina que van de 100 pM a 30
nM. La eievaciéon en [Caz’}, provoca diversos efectos secundarios gue se discutiran
posteriormente. El mecanismo de accion de la MTX ha sido tema de gran controversia
y permanece desconocido hasta ahora.

La MTX carece de actividad ionoforética en estudios con liposomas vy
mitocondrias (Takahashi et al.,, 1983). La entrada de Ca® inducida por MTX ocurre
lentamente (tiz > 1 min) y es sostenida; en contraste con los ionéforos de Ca® que

causan una elevacion casi instantanea del [Ca®"); (Gusovsky y Daly, 1990). En estudios




con fibroblastos de piel de humanc la MTX no produce un aumento en [Caz*]; cuandc
las celulas fueron pretratadas con tripsina (Gutierrez et al., 1997), lo cual sugiere que el
sitio de accién de la MTX es una proteina de membrana plasmatica sensible a esta
enzima. En estudios de patch clamp en la configuracion de “inside out” de células
MDCK del epitelio renal, la MTX aplicada en |a solucion del bafio (intracelular} no tuvo
ningun efecto en contraste con la activacion de una corriente de entrada dependiente
de Ca® cuando el parche estaba en Ia configuracién de “outside out” (Diett y Volkl,
18994). Por consiguiente, la MTX solo puede ejercer su efecto a nivel extracelular.
Ademas, la MTX induce la activacion de solamente uno o dos canales dentro de una
gran gama de concentraciones de la toxina en estudios realizados en parches
provenientes de miocitos ventriculares de cobayo (Nishio et al., 1996). Todos estos
resultados sugieren fuertemente que la MTX no es un iondforo y que actia mediante
una proteina o canal idnico ubicado en la membrana de las células. Ya que la MTX
tiene efecto en células obtenidas de orgamsmos que divergieron hace millones de
anos, desde el insecto al humano, se puede especular que dicha proteina membranal
se ha mantenido altamente conservada a lo large de |la evolucion.

Se han realizado varios intentos por determinar |a farmacologia de los canales
ibnicos activados por MTX. En células hibridas de neuroblastoma-glioma y algunas
célutas tumorales de la hipdfisis, tas dihidropiridinas bloquean la entrada de *°Ca®
causada por MTX, mientras que en célutas BC3;H; de musculo liso, miocitos y
sinaptosomas. estos bloqueadores de canales de Ca® tipo L no tienen efecto en el
influjo de Ca®" inducido por MTX. Otros blogueadores orgdnicos de canales de Ca?*
como el verapamil, diltiazem y algunos anestésicos locales, inhiben el aumento en el
Ca?" intracelular causado por MTX en ailgunos, pero no en todos los sistemas.
Bloqueadores inorganicos de canales de Ca® como el Co®”, Mn* y La> bloguean ei
flujo de Ca?" provocado por MTX en varias preparaciones {Escobar et al., 1998},

En fibroblastos 3T3, la MTX, a concentraciones de 15-30 nM, no tiene efecto en
et influjo de **Ca®* (Freedman et al., 1984). Este es el Unico reporte en un sistema con
células donde la MTX no incrementa el influjo de Ca®'.

La MTX es un activador general del influjo de Ca® a las células, probablemente
por interaccion con sitios extracelulares de alta afinidad asociados con canales idnicos.



Si tales sitios estan asociados con todo tipo de canales de Ca®* o solo con algunos, no
se sabe. Es posible que canales de Ca®" tipo L y otros canales de Ca®* dependientes
de voltaje (VDCC) no sean activados directamente por la MTX, sino gue se abran solo
como resultado de una despolarizacién causada por |a entrada de Ca** a través de otro
tipo de canal ubicuo que es sensible a la MTX (Gusovsky y Daly, 1590).

La acumulacion de Ca®* en el interior de las células inducido por el tratamiento
con MTX produce diversos efectos a nivel celular como ya se menciond. A continuacion

se detallan algunos de estos efectos.

1.2.2 Hidrélisis de fosfoinositidos

Se ha reportado que la MTX causa una estimulacidn dramatica de la hidrélisis
de fosfoinositidos en una gran variedad de preparaciones (Gusovsky y Daly, 1990).
Este efecto genera dos segundos mensageros muy importantes: el inositol 1,45
trifosfato (IPa), que induce la liberacion de Ca®* de pozas intracelulares (como el
reticulo endoplasmico), y el diacilglicerol (DAG), que activa a la proteina cinasa C
{PKC). La MTX provoca 1a formacidn de fosfatos de inositol en miocitos adrticos de rata
{(Berta et al., 1986), ceélulas hibridas de neurgblastoma NCB-20. células de
feocromocitoma de rata PC12 y una gran variedad de otros tipos celulares {Gusovsky
et al., 1989).

Los efectos estimulatorios de la MTX en la hidrolisis de fosfoinositidos son
abolidos en la ausencia de Ca® extracelular. Sin embargo. la hidrolisis de
fosfoinositidos inducida por MTX en casi todos los casos no es afectada por
hlogueadores de canales de Ca”, tanto orgdnicos como inorganicos. Lo anterior
sugiere que los efectos directos de ia MTX sobre los canales de Ca®’ no son los
mismos que median el efecto de la MTX sobre la hidrélisis de los fosfoinositidos, o bien
sdlo un pequefio influjo de Ca®" a través de la via activada por la MTX es necesario
para que se estimule dicha hidrolisis.

En células HL-60 la activacion de la hidrolisis de fosfoinositidos por MTX
requiere de ca® extracelular, no siendo asi el casc para la activacion del mismo
proceso por un péptide quimiotactico. Ademas, la activacion de la hidrolisis de

fosfoinositidos por MTX no es sensible a la toxina pertussis, mientras que |a activacién



de la hidrélisis de fosfoinositidos producida por &l péptido quimiotactico es inhibida por
dicha toxina (Gusovsky et al., 1989). Asi, por lo menos en esta linea celular, la MTX
claramente afecta la hidrolisis de fosfoinositidos a través de un mecanismo diferente a
los mecanismos basados en receptores.

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

Puede ser que la MTX interactie con alta afinidad con componentes de la
membrana que son parte de mecanismos de acumulacién de Ca®’. Estos sistemas de
acumulacién de Ca® en las membranas de todas las células deben de estar muy
estrechamente relacionados con la fosfolipasa C (PLC), ia enzima responsable de la
formacion de fosfatos de inositol, y no parecen ser sensibles al bloquec por
antagonistas de canales de Ca? de cualquier tipo {Gusovsky y Daly, 1990).

Bernard y colaboradores demostraron en 1988 que en ovocitos de Xenopus
laevis la MTX activa la hidrolisis de fosfoinositidos de una manera dependiente de Ca®".
Sin embargo, si los ovocitos son microinyectados con EGTA, un quelante de Ca®’, la
respuesta persiste, sugiriendo que en este sistema el Ca®" es un requerimiento en el
medio extracelular pero ne en el intracelular para la activacion de ia hidrélisis de
fosfoinositidos provocada por MTX. Este resultado indica 1a posibilidad de que 1a MTX
requiera de Ca*' en el medio extracelular para unirse al sitio extracelular y ejercer su
accion (Choi et al., 1989).

1.2.3 Liberacion de hormonas y neurotransmisores

El incremento en la entrada de Ca® provocado por la MTX en células PC12,
neuronas del estriado e islotes pancreaticos esta acompanado por un incremento en la
liberacion de hormonas v neurotransmisaores (Takahashi et al., 1982; 1983; Lebrun et
al., 1987; Shalaby et al., 1986).

La liberacién de norepinefrina (NE) por MTX en células PC12 es sensible al
bloquec por dihidropiridinas (Takahashi et al.. 1982). En contraste con la gran
estimuiacion de la MTX de la liberacion de NE. un iondforo de Ca®’ tiene solo efectas
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minimos sobre dicha liberacidn. Lo cual sugiere que es la toxina el agente involucrado
en provocar dicha liberaciéon y no el ca® por si mismo.

En neuronas de! estriado, el Co®" bloguea por completo la entrada de Ca®
activada por MTX mientras que solo reduce parcialmente la liberacion de acido y-
aminobutirico (GABA) provocada por la toxina. sugiriendo que el aumento en la entrada
de Ca®" no es necesario para los efectos de la MTX en la liberacion de neurotransmisor
en este sistema (Pin et al., 1988).

Los efectos de 1a MTX en la liberacion de acido araquidonico de fosfolipidos
marcados con [*H]araquidonato también han sido investigados en célutas PC12 (Choi
et al., 1989). La MTX parece activar con mayor potencia la liberacion de araquidonato
que estimula |a hidrolisis de fosfoinositidos. El efecto de la MTX en la liberacidn de
araquidonato es bloqueado por Co®*, Mn*" y Cd*".

La liberacion de hormonas y neurdtransmisores provocada por MTX en todos los
sistemas probados depende de la presencia de Ca* en el medio extracelular.

También existe evidencia que indica gue dicha liberacién producida por la MTX
depende de Na“" en el medio extracelular, en medio con bajo Na*, la activacion de la
liberacion de NE por MTX en células PC12 o de GABA en neuronas del estriado se
reduce considerablemente. E! mecanismo subyacente de esta dependencia de Na’
extracelular no se conoce, pero puede reflejar una reduccién en la habilidad de las
células para disminuir los niveles intracelulares de Ca® a través de la via de
intercambio Na'/Ca®" en medio con bajo Na' (Gusovsky y Daly, 1990) o de Ia

participacion de un canal de Na” en el mecanismo de liberacién.

1.2.4 Contraccién muscular

La MTX induce contraccion, de forma dosis dependiente, en una gran variedad
de preparaciones de musculo aislado incluyendo aarta de conejo (Ohizumi y Yasumoto,
1983a), musculo liso intestinal (Ohizumi y Yasumoto. 1983b), duodeno de conejo
(Legrand y Bagnis, 1984), vas deferens de cobayo (Ohizumi et al., 1983) y musculo
cardiaco de cerdo y rata (Kobayashi et al., 1887a). También se ha demaostrado que Ia
MTX aumenta la actividad contractil en estudios con células cardiacas aisladas
(Kobayashi et al., 1985}).
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Los efectos de la MTX en musculo son suprimidos al eliminar el Ca®* extracelular
o por medio de la accion de antagonistas de canales de Ca®".

En el caso de ta contraccion de aorta de conejo, en solucion libre de Ca®
extracelular, las respuestas contractiles producidas por la reintroduccion de Ca®”, Sr* o
Ba®" fueron potenciadas después del tratamiento con MTX y fueron blogqueadas por
verapamil. El mismo efecto obtenido con la toxina fue reproducido con altas
concentraciones de KC| extracelular, una manera de activar canales de Ca”
dependientes de voltaje en este tejido. También se demostrd que el mecanismo de
accion de la MTX es diferente que el del iondforo de Ca®* A23187. De tal forma que la
entrada de Ca®" parece ser necesaria para los efectos de la MTX sobre ia contraccién

muscular.

1.2.5 Activacién de canales cationicos no selectivos

La mayor parte de los estudios en la literatura que describen los efectos de la
MTX  han usado técnicas bioguimicas. Mediante la utilizacién de técnicas
electrofisiolégicas se ha mostrado gue dicha toxina activa una gran diversidad de
canales cationicos no selectivos (NSCC) en diferentes tipos celulares, Las corrientes
macroscopicas en la célula entera han sido registradas en cinco tipos de células:
neuroblastomas (Yoshii et al.,, 1987), miocitos de cobayo y rata (Kobayashi et al.,
1987b; Nishio et ai., 1996; Faivre et al., 1890), celulas epiteliales de rifidn MDCK (Dietl
y Volkl, 1994). células  pancreaticas (Worley et al., 1994, Leech y Habener, 1897) y de
hipdfisis de rata GH4C1 (Young el al., 1995). En todos estos casos la MTX aplicada en
el rango de 1 pM a 30 nM indujo grandes corrientes entrantes que no dependen del
voltaje.

Mas aun, en un estudio reciente se describe que el ¢canal cationico activado por
la MTX en células B pancredticas corresponde a una corriente catiénica no selectiva,
voltaje independiente, activada por hormenas come el péptido GLP-1. el polipéptido
activador de la adenilato ciclasa de la hipéfisis (PACAP) y el AMP ciclico {Leech y
Habener, 1997). Este canal esta involucrado en la secrecidn de insulina. Este es el

primer pape! fisicidgico asignado a un canat activado por la MTX.



i2

De estos dltimos datos se puede concluir que la MTX activa NSCC en vez de a
una via selectiva de Ca® como se sugeria en los ensayos biogquimicos. En
consecuencia, las corrientes entrantes producidas por la MTX pueden ser el resultado
de la entrada de Na” y/o Ca®* ala célula, lo cual puede provocar una despolarizacion y
la consecuente activacién de canates de Ca®* dependientes de voltaje (VDCC) en

tejidos donde dichos canales estan presantes.
2. Gambierdiscus toxicus

2.1 Distribucion

G. loxicus recibe su nombre gracias a su identificacion en peces colectados en
las islas Gambier en la polinesia francesa (Yasumoto et al., 1979).

G. toxicus y otros organismos ciguatéricos habitan aguas tropicales y
subtropicales de los océanos Pacifico y Atlantico. Su distribucion es muy heterogénea
tanto espacial como temporalmente, Los organismos pueden aparecer en un lado de
una isla, por eemplo, pero no en &l otro. Su abundancia varia con la estacion,
profundidad del agua, substrato marino y factores ambientales como temperatura vy
salinidad.

Los habitats preferidos de estos organismos son las areas protegidas de la
accion de las olas con poco flujo de agua dulce. Las células vivas son frecuentemente
encontradas en aguas de hasta 30 metros de profundidad. Usualmente se encuentran
asociadas a algas mas grandes, arrecifes de coral u otras superficies duras, como
pecios. Los organismos parecen multiplicarse después de una gran perturbacion en un
arrecife. Por ejemplo, aumentos draméaticos en la incidencia de ciguatera han sido
asociados con la construccién de muelles o el dragado en arrecifes (Batchelor, 1982).
Perturbaciones naturales. como 'tormentas severas, pueden también destruir
comunidades en el arrecife v l0s organismos ciguatéricos pueden incrementar. En
cualquiera de los casos. las superficies duras que quedan libres son colonizadas

primera por macrealgas, gue se convierten en substrate para dinoflagelados y otros

microorganismos.
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G. toxicus colectado de su ambiente natural produce CTX y MTX, pero cuando
se cuitiva en el laboratorio, produce principalmente MTX (Yasumoto et al., 1979; Bagnis
et al., 1980},

2.2 Ciclo de vida

' G. foxicus se reproduce asexualmente por division celular. Sin embargo,
probablemente tiene una fase de reproduccién sexual como muchos otros
dinoflagelados de la costa (Ville et al., 1992).

Los dinoflagelados son alimento de muchos organismos marinos pequenos que
se encuentran en comunidades de algas y arrecifes de coral. Dichos organismos
pequefios son comidos por peces y crustdceos mas grandes, continuando asi la
cadena alimenticia. Los depredadores mas grandes acumulan la toxina y
aparentemente no les causa ningun dafio. Conforme ingieren mas presas con ia toxina,
mas acumulan la toxina en su cuerpo. Si dichos animales son ingeridos por humanos,
las toxinas en la carne y organos de los pescados contaminados producen una

intoxicacion denominada ciguatera (Figura 2).
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G. toxicus (Adachl y Fukuyo 1979)

3 - m‘ﬁé

Figura 2. Cadena alimenticia mostrando el paso de la maitotoxina desde el dinoflagelado que la produce

hasta el consumo por el humano causando la ciguatera. El dinoflagelado G. toxicus $e asocia a algas
que son consumidas por varias especies de peces gue, a su vez, son comidos por peces mas grandes
quienes acumulan dinofiagelados y toxina en sus musculos y visceras, El consumo humano de estos

peces provoca la intoxicacion denominada ciguatera.
3. Ciguatera

3.1 Definicion

La ciguatera es una enfermedad humana que es provocada por el consumo de
carne de varias especies de pescado contaminada con MTX ylo CTX.

El envenenamiento de la ciguatera fue descrito desde 1606 en una cadena de isias del
Pacifico. Una erupcién de la intoxicacién similar ahi y cerca de Nueva Caledonia fue
reportada en 1774 por el Capitan James Cook.

El término ciguatera se origind en el area del Caribe para designar a la
intoxicacion inducida por la ingestion del caracol marino Turbo pica (llamado cigua),
descrito por un ictiélogo cubano. Ahora, el término es ampliamente aceptado para
denotar un tipo particular de envenenamiento que resulta de la ingestion de ciertos
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pescados {principalmente peces de amrecife) encontrados alrededor de las islas del
Caribe y el Pacifico (Figura 3).

Las toxinas que causan la ciguatera son poliéteres, como la CTX y compuestos
relacionados, que son estructuralmente similares al 4cido okadaico. Las toxinas se
originan de algas unicelulares llamadas dinoflagetados, principalmente G. toxicus y
otras especies bénticas que pasan a través de la cadena trofica a los peces (Ohizumi el
al., 1985). Estas toxinas tienden a concentrarse en los animales mas grandes gue se
encuentran en la parte mas alta de ta cadena alimenticia.

Cerca de 400 especies de peces y unos cuantos invertebrados del trépico han

sido implicados en la intoxicacién de la ciguatera.

—md  ametndi

Figura 3. Distribucién mundial de la ciguatera, La ciguatera estd diseminada alrededor de los tropicos
(drea gris representada en la figura) y globalmente alrededor de 20,000 casos anuales de esta
intoxicacion son reportados (Lewis, 1892; Yasumoto y Satake, 1996). La distribucion geogréafica de 1a
ciguatera esta principalmente confinada a un cinturdn alrededor del planeta de latitud 35°N-35°S. Las

areas principalmente afectadas son el Caribe y {os Océanos Pacifico e Indico. No obstante, aun dentro
de estas &reas existe una gran variabilidad en su ocurrencia espacial y temporal. Datos tomados de

Lewis, 1992.
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3.2 Células ciguatéxicas

Una de las primeras fuentes de poliéteres toxicos involucrados én la ciguatera
en los océanos Pacifico y Atlantico fue identificada en el pescado C. striatus en 1976
{Yasumoto et al., 1976).

Recientemente, otros dincfiagelados, bacterias, algas y plancton, en arrecifes de
coral o aguas someras, se han reconocido como productores de ofras toxinas
relacionadas a la CTX dentro del grupo de los poliéteres. Entre los organismos
identificados como células productoras de éste tipo de toxinas estan Frorocentrum

concavum y P. mexicanum.

3.3 Problemas de salud ptiblica

Cada afio, el numero de pacientes con ciguatera en regiones tropicales y
subtrapicales en todo el mundo estdn estimados en alrededor de 20 000, con una tasa
de mortalidad del 1% en personas gque sufren la intoxicacion, haciéndola una de las
intoxicaciones mas extensamente distribuidas causadas por toxinas naturales. En
zonas endémicas, como las Islas Virgenes, donde la gente esta familiarizada con la
enfermedad, los episodios de la enfermedad no son siempre reportados a los servicios
de salud. Como resultado, los casos reportados por médicos y hospitales estan
subestimados.

La ciguatera es una intoxicacién diferente y separada de enfermedades en
humanos debidas a la contaminacion con bacterias de comida marina mal manejada.

Las toxinas de la ciguatera son termoestables e hidrofébicas. Cocinar, congelar
o ahumar el pescado no destruye a las toxinas. Desgraciadamente las toxinas ne
pueden ser detectadas en la carne del pescado por su apariencia o sabor.

Los sintomas de Ia ciguatera usualmente aparecen de 10 minutos a 12 horas
después de |z ingesta de alimentos contaminados, pero también pueden ocurrir hasta
36 horas despues. La mayoria de las victimas sufren de nausea. vomito, diarrea,
entumecimiento y hormigueo en la zona de la boca v las extremidades. En casos mas
severos los pacientes pueden sufrir dolores musculares, mareo y sensaciones de
temperatura revertidas (lo caliente se siente frio y lo frio se siente caliente al tacto). Los

sintomas presentados por la ciguatera se pueden confundir facilmente con la
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enfermedad de descompresion que afecta a los buzos, de tal forma que muchas veces
se confunde una intoxicacion de ciguatera con enfermedad de descompresion, sobre
todo en regiones del caripe donde la practica del buceo es generalizada. La
recuperacion normal usualmente requiere de varios dias a varias semanas. En casos
severos es necesaria la hospitalizacion y cuidado intensivo del paciente.

El analisis de los sintomas clinicos en pacientes de envenenamientos con pez
globo, mariscos {marea roja debida a dinoflagelados) y toxinas poliéteres (MTX, CTX,
acido okadaico, brevetoxina y otros poliéteres) muestra que los sintomas se itraslapan y
que las toxinas causantes de la intoxicacidon no pueden distinguirse clinicamente. En
otras palabras, no hay un rasgo distintivo que separe la sintomatologia. La reversion de
la temperatura supuestamente era unica para la CTX, este ya no es el caso pues
muchos ofros compuestos pueden producir el mismo sintoma.

Actuaimente, el tratamiento es usualmente sintomatico, disminuyendo el
malestar causado por la nausea, diarrea y dolor.

En 1988 un repeorte documentd el uso de manitol intravenoso para el tratamiento
en casos muy severos de la intoxicacion (Palafox et al., 1988). El manitol intravencso
es el unico tratamiento funcional con el que se cuenta actuaimente y se desconoce su

mecanismo de accion.

4. Planteamiento del Problema

Dado el impacto de Ia ciguatera en el mundo y la potencia con que la MTX
gjerce sus efectos, resulta muy interesante conocer el mecanismo de accidn de dicha
toxina.

Hasta ahora no se ha realizado ningun estudio detallado que describa y
caracterice los efectos de la MTX para poder vislumbrar claramente cual podria ser el
mecanismo molecular subyacente a |la accion de la toxina.

Aqui se realizaron experimentos con la finalidad de caracterizar detalladamente
aspectos importantes de la accidn de la MTX ¢omo la naturaleza de la corriente
activada, dependencia de cationes divalentes intra y extracelulares y el bloqueo de la

corriente. Estos estudios se realizaron en fibroblastos de piel de humano debido a que
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tienen la mayor sensibilidad a la toxina de todos los tipos celulares reportados en. la
literatura y, por lo tanto, resultan un buen modelo de estudio.

Los resultados aqui mostrados permiten realizar inferencias importantes sobre el
mecanismo de accién de la MTX y proponer nuevas perspectivas para un mejor

entendimiento de los mecanismos subyacentes a la accion de la MTX.
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OBJETIVOS

Caracterizar las corrientes idnicas basales presentes en los fibroblastos de piel

de humano.
Caracterizar la corriente ionica producida por 1a MTX (Imx).
Determinar |a selectividad idnica de 1a lnx.

Evaluar la dependencia de Ca®" y otros cationes divalentes (Ba®*, Mg** y Mn%")
intra y extracelulares en la activacion de la Irntx.
Estudiar el efecto de varios agentes bloqueadores de canales cationicos (La3*,

Gd*), manito! y difenoxilato sobre 12 Imx.
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HIPOTESIS

La corriente idnica producida por la MTX {lms) es catidnica no selectiva, permea

K', Na* y Ca®", y no depende de voltaje.

La activacion de la lw requiere de la presencia de Ca® en los medios intra y

extracelulares.

El Ca® requerido para la activacion de la Imx no puede ser reemplazado por

otros cationes divalentes (Ba®" y Mg®).

La Imt« puede ser inhibida por bloqueadores de canales catidnicos no selectivos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cultivos celulares

Los fibroblastos de piel de humano adulto fueron obtenidos de biopsias de
individuos sanos sometidos a cirugias por procedimientos previamente publicados
(Soto et al.,, 1996). Los cultivos primarios de células se mantuvieron en medio Eagle
modificade por Dulbecco (DMEM) (Sigma) suplementado con 10% de suero fetal
bavino (FBS) (Gibco), 2 mM de glutamina {Gibco), 100 pg/ml de estreptomicina y 25
ng/ml de anfotericina B. Las células se conservaron a una humedad controlada en una
incubadora (Nuaire) a 37° C, en una atmosfera con 5% de CO, y se crecieron en cajas
de Petri de cultivo de 35 mm (Costar). Las células utilizadas en los experimentos

estuvieron entre los pasajes 8y 11.

2. Soluciones y reactivos

Para los registros de patch clamp se utilizé como solucion en ta pipeta (mM): 145
Aspartato de K*, 5 NaCl. 10 HEPES, 1 MgCl, y 2 EGTA: el pH fue ajustado a un valor
de 7.2 con NaOH. En los experimentos realizados bajo condiciones de bajo Ca®
intracelular el EGTA se reempiazd con 5 mM de BAPTA, La solucion extracelular fue
(mM): 140 NaCl, 5 KCI. 1 MgCl,. 10 HEPES, 5 Glucosa v 1.8 CaCly; el pH fue ajustado
a un valor de 7.4 con NaQOH. En los estudios de dependencia de cationes divalentes se
reemplazd el CaCl: por ei catidn correspondiente Para las mediciones de
concentracion intracelular de Ca” y Na” la solucién extracelular fue (mM): 120 NaCl,
1.2 KHaP Oy, 1.2 MgS0.s 4.75 KCIL 10 Glucosa, 20 HEPES, 1.8 CaCl; y 0.05% BSA; pH
= 7.2-7.4. En experimentos de bajo Na* extracelular, éste cation fue reemplazado con
N-metil-D-glucamina (NMDG). La Maitotoxina (Calbiochem) se disolvid en una solucion
de MES5mM, pH =56

La solucion de Verseno contiene:

KClI 5mM
NaCl 140 mM
EDTA 0.5 mv

HEPES 10 mM
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Y la selucion salina balanceada de Hank (HBSS):
KCI 54mM
Na;HPGs 0.3mM
KH2PQ, 0.4 mM
NaHCO, 42 mM

CaCl, 1.3 mM
MgCl, 0.5 mM
MgS0, 0.6 mM
NaCl 137 mM

Glucosa 56 mM

3. Preparacion de las células para registros de fijacion de voltaje en

configuracion de célula entera

Las células se lavaron 3 veces y se incubaron durante 10 minutos en la misma
caja de cultivo con verseno a temperatura ambiente (22-25 °C). Despueés se sustituyd el
verseno con 3 ml de solucidn extracelular y se despegaron las células mecanicamente
para luego ser transferidas a otra caja de Petri de 35 mm donde se dejaron a
temperatura ambiente durante 10 minutos para permitic que se pegaran al plaio. Una
vez que las células se encontraban adneridas a la caja se procedid a realizar los

registros electrofisiologicos.

4. Registros electrofisiologicos en configuracion de célula entera

Se utilizé el método de fijacion de voltaje (patch clamp) en configuracién de
célula entera ya descrito (Hamill et al., 1981) para registrar las corrientes idnicas
mediante experimentos de fijacidn de voltaje. Las células después de procesarse como
ya se describid anteriormente, fueron montadas en la platina de un microscopio
invertido {Nikon)}. Las micropipetas fuercn fabricadas con capilares de vidrio de alto
punto de fusion 8161 (World Precision Instruments, Inc.) mediante un jalador de pipetas
(Narishige Co. PP83). Las micropipetas tuvieron una resistencia en la solucién

extracelutar de 2-5 M. Se utilizd el AxoPatch 200A {Axon Instruments Inc.) como
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amplificador. El electrodo de referencia se conectd al bafio por medio de un electrodo
de Ag/AGCI. Los datos de los experimentos de fijacidn de voltaje se almacenaron en
cinta utilizando una video casetera (JVC) y se digitalizaron mds tarde para su analisis
utilizando la interfase analdgica-digital Digidata 1200 (Axon Instruments) y el software
pClamp 6.0.4 (Axon Instruments). La sefial fue filtrada a 10 KHz usando un filtro de 4
polos tipo Besell {(Axon Instruments) y se digitalizd a 100 Hz. La informacién binaria se
convirtié a ASCIl y experimentos multiples se combinaron para obtener la media y el
error estandar usando el software SigmaPlot 2.0 (Jande! Corporation). El potencial de
mantenimiento en todos los experimentos fue de 0 mV. Los pulsos de voltaje para la
medicion de corrientes se describen en ios pies de figura para cada condicion
experimental. En todos los experimentos que se describen n = nimero de experimentos
reatizados para cada condicion. Cada experimento se realizé en una sola célula a

temperatura ambiente (22-25 °C). La capacitancia de las células fue de 8-12 pF.

5. Medicidn de la concentracion de Ca®” intracelular

Las células confluentes se dispersaron mecanicamente con una pipeta de
pi&stico después de haber sido incubadas por 2 minutos con una solucion de tripsina al
0.01%. Se colocaran en la solucion extracelular para llegar a una concentracion final de
1.5-2 x 10° células/m! y se incubaron con Fura-2/AM 5 uM por 45 min. Después de
esto. ias ceélutas se lavaron 2 veces y se incubaron por 30 minutos en una solucion sin
Fura-2/AM. Luego las células se lavaron de 3 a 4 veces y se colocaron en la celda de
un espectrofluorémetro de luminiscencia Aminco-Bowman serie 2. La longitud de onda
de excitacién alterné entre 340 y 380 nm cada 2 segundos y la emisidon se colectd a
510 nm. Cada experimento se calibrd individualmente para obtener la fluorescencia
maxima después de lisar a las células con Triton X-100 ai 0.1% vy la fluorescencia
minima se obtuvo después de quelar el Ca®” en la solucion con EGTA 20 mM. Los
vaiores obtenides mediante este procedimiento se usaron para calcular la
concentracion intracelular de Ca®* de acuerdo a ecuaciones previamente publicadas
(Grynkiewicz et al., 1980). La auto-fluorescencia de las ceélulas no cargadas con Fura-

2{AM se sustrajo de cada experimento.
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6. Medicion de la concentracion de Na® intracelular

Las células confluentes se lavaron con solucidn salina balanceada de Hank
{HBSS) y se incubaron por 2 minutos en una solucién de tripsina (Sigma) al 0.01%.
Después las células se lavaron dos veces con ia solucidn extracelular y se incubaron
por 45 minutos con solucién extracelular adicionada con acido plurdnico 1% y 25 uM
del indicador fluorescente de Na® SFBIWAM (Molecular probes). Luego las células se
lavaron y se mantuvieron en una seolucion sin SBFIJAM por 15 minutos. Las células se
colocaron posteriormente en la celda de un espectrofluorometro de luminiscencia
Aminco-Bowman serie 2. La longitud de onda de excitacién usada fue 358 nm y la
emisién se colectd a 500 nm cada 2 segundos. Las curvas de calibracidon de Na“ se
realizaron conforme a procedimientos previamente publicados (Harootunian et al.,
1989, Zhao et al., 1995).
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RESULTADOS

1. Los fibroblastos de piel de humano poseen corrientes basales de K’

Primeramente se exploraron las corrientes ibnicas presentes en los fibroblastos
de piel de humano bajo condiciones basales. En la figura 4A se muestra ia corriente
rectificante saliente observada en los fibroblastos estudiados bajo la configuracion de
célula entera de la técnica de fijacion de voltaje (patch clamp). Se realizé un protocolo
de pulsos cuadrados de voltaje desde —100 hasta 100 mV en escalones de 20 mV para
observar las curvas de relacién corriente-voltaje (/-V). La corriente producida mostré un
potencial de reversion de -85+ 4 mV (n = 12).

Para determinar la participacion del K* en dicha corriente, se aumentd la [K'], de
5 a 25 mM. Después de la adicion del K' en el medio extracelular se observd un
cambio en el potencial de reversion hacia valores mas positivos. Bajo la condicion de
[K'}o alto, el potencial de reversién observado fue de -40 £ 5 mV {n = 5), que esta
cercane al potencial de equilibrio calculado con la ecuacion de Nernst para un electrodo
de K* en estas condiciones (-44.27 mV) {Figura 4B).

Esta corriente de K” es sensible al blogueador de canales de K’ tetraetilamonio
(TEA) cuando se agrega en el medio extracelular. La corrieénte rectificante saliente es
inhibida compietamente con 1 mM de TEA como se ilustra en la figura 4C.
La figura 4D muestra las curvas I-V de os registros mostrados en las figuras anteriores
{4A-C) obtenidas en condiciones basales (®), después de incrementar la concentracion
extracelular de K* a 25 mM () y después de la adicion de TEA 1 mM (A). Aqui se
aprecia de mejor manera el cambio tanto en el potencial de reversion como en la
magnitud de la conductancia de K* de los experimentos descritos anteriormente.
Estos resultados demuestran que bajo condiciones basales, la corriente mayaoritaria
que presentan los fibroblastos de piel de humano es producida por un canal rectificante

saliente de K’ sensible a TEA.
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FIGURA 4

Corrientes de K" en fibrobiastos de piel de humano.

En condiciones basales (ausencia de MTX), la corriente mayoritaria observada es producida por
un canal rectificante saliente de K’ (A @ } Alincrementar |a concentracidnextracelularde K de5a
25 mM, el potencial de reversion cambid de -85 a -40 mV, como lo predice la ecuacion de Nemnst
para un electrodo de K* (B. O). Esta corriente es bioqueada con TEA 1 mM (C, A). Curvas /-V
para las tres condiciones anteriores (D). Se realizd un protocole de fijacién de voltaje con la
técnica de patch clamp en configuracion de célula entera. Se hicieron pulsos cuadrados de voltaje
enescalones de 20mV entre -100y 100 mV con un potencial de mantenimiento de 0 mV como se
indica en la figura. Las flechas y lineas punteadas indican el nivel de cero carriente.



2. La MTX activa una corriente catiénica permeable a K*, Na'y Ca**

Posteriormente se procedio a explorar los efectos de la MTX en las propiedades
eléctricas de la célula. Se utilizd una concentracién saturante de toxina, es decir, la
concentracion para la cual ya no se observa un mayor efecto de la toxina aun cuando
se administre a dosis mas elevadas {Gutierrez et al., 1997). Se aplico toxina en
repetidas ocasiones {cada aplicaciéon de 500 pM cada una) hasta tener una
concentracion final en |a sclucion del bafio de hasta 2 nM gue no produjo mas cambios
en la amplitud de la corriente activada por la MTX en comparacién con una sola
aplicacion de MTX de 500 pM. Por lo tanto, la concentracion de MTX utilizada en todos
los experimentos de este estudio es de 500 pM.

Después de ia adicion de MTX al medio extracelular, se observo la activacion de
una corriente éhmica cuando se aplicaron rampas repetidas de voltaje (de —100 a 100
mV) durante experimentos de patch clamp en la configuracion de célula entera (Figura
6A). La corriente lineal activada por MTX {lm,) mostrd un potencial de reversion de =10
+ 6 mV (n = 10, Figura 5B). La figura 5C compara la corriente control {antes de la
aplicacidn de MTX, Figura 5A, @) con la corriente provocada por ta MTX (Figura 5B, &),
La corriente neta activada por ila MTX se puede calcular sustrayendo la corriente
control de la | total. La relacion /- V resultante (Figura 5C, A) es muy similar a la de la
Imix total (Imx Neta + corriente basal control), con un potencial de reversion ligeramente
mas positivo (-7.1 mV). Esto indica que ia MTX activa una corriente de mucho mayor
magnitud que la corriente basal de K' en estas células, la cual minimiza la contribucion
de la corriente de K™ en ia corriente total.

Se reemplazd el Na” de la solucidn extracelular con NMDG, para poder
determinar la selectividad idnica de |a |, Al reemplazar la solucidn extracelular con
NMDG-CI se observé un cambio en el potencial de reversion de 1a in 8 un valor mas
negativo que =100 mV, lo cual indica que la Inx permea cationes pero no NMDG, ni CI’
o Aspartato (Figura 5D). ya que el potencial de equilibrio calculado con la ecuacion de
Nernst para una corriente anionica en estas condiciones es muy cercano a cera.

Se calculd la permeabilidad relativa del Ca®" con respecto a la del K* (Pca/Px) en
la . con los datos obtenidos y utilizando una solucién extracelular con NMDG.

Suponiendc gue el paso de iones a través de la membrana es independients. que &l
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flujo de NMDG a través de la |my ©5 despreciable como ya se demostrd, y que tampoco
permean aniones a través de la Inw como ya se menciond. Bajo estas condiciones las
permeabilidades reiativas de los otros dos iones permeantes (Pk y Pca) Se pueden
calcular usando {a ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK), conociendo el potencial
de reversion de la comrriente en estas condicicnes (-125 mV) obitenido

experimentalimente:

_ RT,_ 4PcilCal,
Brev = 55 " 50K

Despejando y resoiviendo la ecuacion GHK anterior donde E., = -125 mV, R =
constante de los gases, T = temperatura absocluta en grades Kelvin, F = constante de
Faraday, [Ca), = 2 mM y [K]; = 145 mM, se obtiene que Pc./Pk = 0.001. Lo cual quiere
decir que a través de 1a lmw permean 1000 iones de K* por cada ién de Ca®*.

De los datos anteriores se puede asumir que 1a contribucion del Ca® 213 lmy
total es muy peguefia como se puede ver en la Figura 5D (W), donde la corriente de
entrada producida por el Ca** es muy reducida comparada con la corriente de salida de
K' Tomando esto en cuenta, se puede calcular la permeabilidad relativa del K™ con
respecto a la del Na™ (Pu/Py,) asumiendo que la permeabilidad relativa P/Pc, = 1000,

por medio dé {a ecuacion:

BI " [Nale + (Pw/Pna) [Kie
F {Na)i + (Pe/Pna) [Kl;

Erev =

Resolviendo esta ecuacién donde todas las constantes son las mismas que en et
caso anterior, Eey = -10.1 mV, [Naj, = 140 mM, [Naj; = 5 mM, [K], = 5 mM y [K], = 145
mM, se obtiene que Px/Puna = 1.49. Esto significa por cada 3 iones de K’ que pasan a
través de la lmx también permean 2 de Na™

Si se asume gue la permeabilidad del K™ (Pk) es igual a 1 entonces: Py, = 067 v
Pca = 0.001 aproximadamente. De estos resultados se obtiene el orden de

permeabilidades relativas de 1a lmw K* > Na* >> Ca”"



29

A I (nA) B I (nA)

MTX - Control
Control

3 8-
4_
n=10 ] MTX 500 pM
T T [ |
150
vV (mV)
Control
T | L}
150 150 10
-0.5- V(mV) 10
I (nA) I (nA)
C 10- D 10+
y MTX =
6- 6

-150

FIGURAS

Curvas corriente-voltaje de la corriente basal y la activada por MTX.

El panel A muestra la media y desviacion estandar de la curva -V de K’ encontrada en
condiciones basales (control, @). El panel B muestra la curva /-V de la corriente activada por MTX
500 pM (0O). La corriente fue medida cuando alcanzo el estado estacionario. El panel C ilustra las
curvas /-V de las corrientes control (de K7), la corriente total (controt + activada por MTX) y Ia
corriente neta activada por MTX (total control, A). ElpanelD muestralacurva/-Vdelal,, cuando
se reemplaza el Na' en el medio extracelular con NMDG (B} en comparacién con la |, en
condiciones control (). En todos los casos se muestran la media y desviacion estandar de n
numero de observaciones. La corriente se muestra en nanoamperios (nA) y el voltaje en
milivoltios (mV). Donde no aparecen, las desviaciones estandar son mas pequefias que el

simbolo.
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La figura 6 muestra el curso temporal de la activacion de la Inx €n respuesta a
500 pM de MTX (Figura 6A} alineado con los cambios en la concentracion de Ca®’
intracelular [Ca®); (6B) y la concentracion de Na® intracelular [Na’); (6C) monitoreados
con los indicadores fluorescentes Fura-2 y SBF| respectivamente. Como se muestra en
esta figura el curso temporal de la activacion de la I concuerda con el incremento en
la [Caz‘}; y la [Na"}; inducidos por la toxina, sugiriendo fuertemente que los cambios en
Ca® y Na’ intracelulares son el resultado de la entrada de estos cationes a traves de la
Imtx, 10 cual apoya los datos de permeabilidad obtenidos. Como ya se ha demosirado
anteriormente, la MTX no induce la liberacion de Ca®" de compartimientos
intracelulares en estas células {Gutierrez et al.. 1997), por consiguiente, los cambios en
la [Ca®"} observados después de la aplicacion de MTX deben ser producidos por la
entrada de Ca®* del medio extracelular a través de la Imx COMO consecuencia de la

despolarizacion.
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FIGURA 6
Cambios en conductancia, Ca™ y Na'intracelulares en respuestaa MTX.

Enelpanet A se muestra un experimento tipico con MTX. La corriente se evocd conunarampa de
-100 a +100 mV. Las rampas fueron interrumpidas para realizar pulsos escalonados desde -14.0 a
120 mV en escalones de 20 mV con el fin de obtener curvas corriente-voltaje (/-V). Laflecha indica
el momento de la aplicacion de la MTX (500 pM). El panel B muestra el curso temporal del cambio
enla[Ca”],enrespuestaa MTX, medida con el indicador fluorescente Fura-2, tal y como se indica
enmaterial y métodos. El panel C muestra el curso temporal del cambio en 1a [Na'], medida con el
indicador fluorescente SBF|. La escala de tiempo es lamisma en todos 10s paneles,
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3. El Ca* extracelular es requerido para la activacién de la corriente
catiénica

Dado que los efectos de la MTX han demostrade depender fuertemente de la
presencia de Ca® extracelular en muchos sistemas (Gusovsky y Daly, 1990; Escobar
et al, 1998, Weber et al., 2000) se realizaron experimentos en los cuales la
concentracion de Ca” extracelular [Ca®'], se vario para investigar la dependencia de
Ca” extracelular en la activacion de {a Imx.

Cuando se agregd MTX en presencia de concentraciones micromolares de
[Caz"]o, no se gbservd activacion de ia corriente Iy, Sin embargo, al incrementar la
[Ca®), 2 2 mM en la misma célula, se observd la activacion de 1a | siguiendo un
curso temporal muy parecido al de los experimentas control (n = 5) (Figura 7A),

Para descartar la posibilidad de que el resultado de los experimentos anteriores
fuera provocado por el incremento abrupto en la concentracion de ca® per se, a una
célula en medio extracelular con bajo Ca** (uM), se le afiadié 2 mM de este cation en
ausencia de MTX, después de lo cual no se observaron cambios en la corriente basal
de la célula, sino hasta después de la adicion de MTX, cuando la activacion de |a lny, se
indujo normaimente (Figura 7B; n = 5).

Con esto queda demostrado que Ia Iy ©s activada por la accion de la MTX y
que el Ca? extracelular es requerido a concentraciones milimolares para esto, ademas
de que el Ca?* por si mismo no produce ningun efecto a nivel de las corrientes basales
en estas células.

El Ca®* en el medio extracelular parece ser reguerido unicamente durante |a fase
inicial de activacidn de la Imy, ya que después de la activacion de Ia I, el agregar el
guelante de Ca® (EGTA 5 mM) repetidamente, con lo cual se reduciria la
concentracion de Ca’” nasta niveles nanomolares, no alterd la corriente imw. LO anteriar
indica que una vez activada la im,. la presencia de Ca®" extracelular es irrelevante para
el mantenimiento de dicha corriente (Figura 7C). Es posible que el Cz** extracelular se
reguiera para la unién de la MTX a su receptor, sin embargo esto no ha sido probado
debido a que no es posible a la fecha realizar experimentos de pegado especifico
{binding) con MTX



Para comprobar que la entrada de Na* a ia célula por accion de la MTX también
requiere de la presencia de Ca?" en el medio extracelular y tener mayor evidencia por
métados no electrofisiolégicos de la accion de la toxing, la [Na®), se monitored por
métodos espectrométricos usando el indicador selectivo para Na® SBFI. Cuando las
células se suspendieron en un medio extracelular con bajo Ca®' y 5 mM de EGTA, para
tener virtualmente cero Ca® en el medio, no se produjo ningun aumento en la [Na*);
inducido por toxina comparado con los experimentos control en presencia de 2 mM de
Ca®" extracelular (Figura 7D; n = 7). Estos experimentos indican que e Ca®* en el
medio extracelular también es necesario para que la MTX promueva |a entrada de Na*
a las celulas, confirmando de esta forma los experimentos electrofisiolégicos descritos
anteriormente. Este resultado sugiere nuevamente que el aumento en el Na’
intraceiular promovido por MTX es a través de ia lm, ya que no solo tienen el mismo

curso temporal, sino ademas la misma dependencia al Ca®" extracelular.
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ElCa” extracelular es necesario parala activaciondelal,,..

La aplicacion de MTX al medio extracelular (en la ausencia de Ca®’) no indujo ia activacion de ta
l,.. L& subsecuente adicion de Ca™ 2 mM resulié en una aciivacion normal de la l,... (A). Siel Ca”
se afiade antes dela MTX no se observa la activacion de la corriente. solo hasta la aplicacidnde la
toxina (B). La accion del Ca™ extracelular parece ser un proceso irreversible, la adicion repetida
de EGTA 5 mM después de la activacidn de la t,,, no tiene efecto sobre ia corriente (C). El aumento
enla[Na'].no se observa siel Ca™ extracelular es quelado con EGTA 5 mM antes de |a adicion ge
la MTX (D). El protocolo de estimulacién en los experimentos de patch clamp es el mismo que en
lafiguraé.
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4. E! Ca® extracelular no puede ser reemplazado por otros cationes

divalentes

Las acciones del Ca®' en muy diversos sistemas experimentales pueden ser
reemplazadas al cambiar el Ca?' con otros cationes divalentes como el Ba®" y el Mg®".
Estos cationes divalentes, inclusive pueden permear a través de canales de ca” igual
o mejor gue el mismo Ca®* (Tsien et al., 1988).

Por esta razon, en nuestros experimentos de dependencia de Ca* extracelular
se probaron otros cationes divalentes ademas del Ca®" para determinar si dichos
cationes pueden reemplazar la accion del Ca* extracelutar en la activacion de 1a b

Se probaron varias concentraciones extracelulares de los cationes divalentes
Ba®* y Mg® y se anadio MTX a la célula. Después de realizar esto, se afiadio 2 mM de
Ca®* como contro para observar la activacion completa de la lwy. Esta activacion
maxima lograda con el Ca®* se tomd como el 100% de la respuesta a la toxina {Figura
8). La corriente de las células fue registrada por métodos electrofisiologicos aplicando
rampas de voitaje repetidamente en la configuracion de celula entera del metodo de
patch clamp, tal y como se ha descrito en experimentos anteriores.

El Mg* resulté incapaz de reemplazar la accién del Ca? a nive! extracelutar a
concentraciones de hasta 10 mM (n = 5). Con este cation, justo después de Ia adicidn
de la MTX, se observd un decremento pequefio y transitorio de la corriente. Cuando el
Ca* se afiadié al medio extracelular, una hiperpolarizacidn momentanea de la corriente
se observo en algunos casos. al tiempo de empezarse a activar la huy (Figura 8A). La
hiperpolarizacion transitoria. aungue se llegd a observar también con Ca®" al momento
de |a activacion de la I fue muy superior con [Mg*'), alte.

De todos los cationes probados (Ba? Mg®. Mn?", Ni¥'}. el Ba®" fue el unico
cation divalente gque pudo reemplazar la accién del Ca?* a nivel extracelular, aunque se
requirieron concentraciones mucho mayores que las de Ca®. Se probaron varias
concentraciones extracelulares de Ba®>" (en mM): 0.1 (n = 4}, 1 (n =4).5(n=5y10(n
= 5) (Figura 8B). Cuando la [Ba®], es de 10 mM. se puede activar el 50% de la
respuesta maxima de |a Iq, obtenida con 2 mM de Ca® (100% de la respuesta), es
decir, se requieren 10 veces mas de Ba?" para activar la misma cantidad de corriente

activada con Ca®".



Estas observaciones muestran que el Ca® extracelular tiene un papel Gnico y
muy importante en el mecanismo de accion de fa MTX. El Ca se involucra en la
accion de la MTX de manera diferente y especifica de otros cationes divalentes que
comunmente son utilizados para sustituir al mismo.

Al obtener los resuitados anteriores con respecto al papel fundamental y unico
del Ca?* extracelular para que la MTX ejerza sus efectos, resultd interesante estudiar
como se ve afectada la accion de la MTX con respecto a la variacion en la [Ca®'],.

Para determinar si la [Ca”}, modula la magnitud de la Im, se realizaron
experimentos en donde se probaron tas siguientes [Caz’]o {enmM): 01 (n=4),1({n=
5), 1.5(n =6), 1.8 (n = 10} y 2 {n = 5). Aqui se monitored la corriente ionica de las
céluias por medio de rampas de voltaje. Después de afiadir la MTX y observar su
efecto en las corrientes idnicas de la célula, se incrementd la [Ca®], a 2 mM como
control {(Figura 8C). La corriente obtenida en presencia de 2 mM de Ca®* extracelular
fue tomada como el 100% de respuesta a la MTX para el anélisis de los resultados.

Unicamente a concentraciones de 1.8 mM y mayores fue posible activar a la
en respuesta a la adicion de toxina.

Cuando lo que se varig es la [Ba”]o‘ se observa que la activacion de la Iy con
respecto a la variacién en la [Ba*], es gradual, conforme va aumentando la [Baz*]o
también aumenta progresivamente el porcentaje de respuesta a la toxina (Figura 80).
Con estos experimentos queda demostrado gue se requiere gue 'a concentracion de
Ca®" extracelular sea de 1.8 mM o mas para que la MTX active a la . El efecto del
Ca® extracelular es altamente especifico, ya que de todos los cationes divalentes
probados, Unicamente el Ba® pudo reemplazar pobremente la accion del Ca®

extracelular.
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En ausencia de Ca* extraceluiar. el Mg no puede reemplazar al Ca™ para ia activacionde la | _ {A). sin
embargo. el Ba® fue efectivo parareemplazar al Ca™ en ia activacionde la |, (B). El panel C muestra dos
concentraciones de Ca™ {1y 2 mM). Se observa activacion de la |, soto con 2 mM det cation. El panel D
muesira el concentrado de datos oblenidos de expenimentes como los mostrados arriba (A-C). Se
considerd 100% de la respuesta a la cantidad de corriente activada con 2 mM de Ca”, Los simbolos
indican la media y desviacion estéandar del siguiente numero de experimentos. para Ca* (n = 25). para
Ba® (n=17)y para Mg” (n = 10). Como se observa soio el Ba*" puede reemplazar pobremente al Ca™
para la activacion de la I,. El prolocolo de estimuiacion es el misme que en la figura 6. Donde no

aparecen, las desviaciones estandar senmas pequefas que el simbolo
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5. El Ca®" intracelular también se requiere para la activacion de 1a by

Habiendo comprobado y caracterizado el requerimiento de Ca®* extracelular
para la accidn de la MTX, se decidié investigar también el papel del Ca*" intracelular en
la activacion de

En dichos experimentos se afiadid BAPTA 5 mM a la solucion de la pipeta para
quelar el Ca® disponible en el medio intraceluiar. La [Ca®'], se mantuvo en 2 mM
durante la realizacién de estos experimentos.

Bajo estas condiciones experimentales la MTX no indujo activacion de la
indicando que la presencia de Ca*’ libre en el rango nanomolar en et medio intracelular
también es necesaria para la accion de ta toxina (Figura 9A). Cuando el Ca®
intracelular es quelado con BAPTA 5 mM, dejando una concentracion libre de dicho
cation en el orden fM, [a MTX activa solamente el 4.57 % (n = 6) de |a corriente, 0.048 +
0.009 nA/pF, con respecto al control (1.05 *+ 0.31 nA/pF con 10 nM de Ca?" libre

intracelular) (Figura 9B).
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El Ca” intracelular también es requerido parala activaciéndelal,,,.

En el panel A se muestra un registro control de la activacion de la | . El panel B muestra la
activacion de la |, en un experimento con una [Ca®’], 2 MM y con una[Ca®], cercana a cero, de
acuerdo a io calculado por el programa Bound and Determined v4.35 (usando las ecuaciones
descritas en Brooks y Storey, 1992). El panel C muestra el efecto de BAPTA 5 mM intraceiular en
la |.,. Con BAPTA en la pipeta se activd Unicamente el 4.57 % de la corriente obtenida en
condiciones control. Los valores de la corriente [, fueron obtenidos al restar |a corriente basal de
K+ (/,, W) de la corriente activada por MTX (/.. 7 ). Los valores muestran la corriente corregida
por capacitancia (/-1,/C). Las barras muestran la media y desviacion estandar del nimero de
experimentos independientes (n} mostrado dentro de las barras. El protocolo de estimulacion es
elmismo que enlafigura . Lacapacitanciadelas células varioentre 8y 12 pF.
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6. El Ca® intracelular puede ser reemplazado por Ba®* pero no por Mg*

Asi como en el caso del Ca®* extracelular, se hicieron experimentos para probar
si el requerimiento de Ca?®’ intraceluiar para activar la Imx pudiera ser reemplazado por
otros cationes divalentes (Mg®* y Ba®*). Para estos experimentos se usé BAPTA 5 mM
en la solucién de la pipeta junto con una concentracion fija de Mg** o Ba®". La solucién
extracelular contuve 2 mM de Ca?".

Dado que el BAPTA no solo es capaz de quelar Ca®* en la solucion, sino que
también se une a otros cationes divalentes, aungue con menor afinidad, se utilizd el
programa Bound and Determined v4.35 {Brooks y Storey, 1992) para calcular ias
[Ca®y, [Mg®)y {Ba®'); libres en estos experimentos.

En dichas condiciones se aftadié MTX al medio extracelular para monijtorear |a
activacion de 1a lmu.

El Ba® pudo reemplazar al Ca®" intracelular. A una [Ba”"] libre de 8.5 uM, se
Obtuvo una activacion de I, similar a la obtenida con 100 nM de Ca** (n = 4). Por otro

Y libre en la

lado. el Mg® fue incapaz de reempiazar al Ca*" intracelular ain a una [Mg
solucién de 7.4 mM (n = 5). En estos experimentos la [Ca®"); libre esperada debe de
estar cercana a cero, asi que, los efectos obtenidos muy posiblemente fueron
preducidos exclusivamenie por el cation divalente con el que se experimentd (Baz‘ o
Mg,

En estos experimentos queddé demostrado que el Ca? intracelular también es
esencial para la activacion de la Im.. Sin embargo. debide a que resulta
extracrdinariamente dificil reemplazar ia solucidn intracelular, no se pudo determinar si
dicho cation dnicamente se necesita duranie |a fase inicial de activacién de 12 |, como
en el caso del Ca® extraceiular. EI Ba®" intracelular también puede resmpiazar ai Ca?,
pero aparentemente con menor eficiencia de como o hace a nivel extracelular. En e!
medio extracelular se reguiere 10 veces mas Ba® para activar la misma cantidad de
corriente que con Ca*’. sin embargo. a nivel intracelular se requiere mas de mil veces
la concentracién de Ba®" para activar el mismo nivel de corriente que con el Ca?". Cabe
mencionar aue por limitaciones técnicas no se pudieron probar [Baz'],- libre mencres a

las reportadas en los experimentos mencionados arriba.
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7. La imx €s inhibida por difenoxitato

Finaimente como parte de la caracterizacien de la lw, $e realizaron
experimentos en bisqueda de un inhibidor para esta corriente. En primer lugar se
utilizaron bloqueadores inorganicos de canales de Ca®, los cuales han demostrado
inhibir ia actividad de canales inducida por 1a MTX (Escobar et al., 1998). Tanto el Gd*,
el La® como el Ni** a concentraciones de hasta 200 uM no tuvieron ningun efecto
sobre lww. Sol6 un blogueo pequefio y transitorio fue cbservado con aigunos de estos
agentes.

En 1988, el uso de manito! intravencso fue reportado como un tratamiento
efectivo de la ciguatera {Palafox et al., 1988). este tratamiento sigue siendo hasta la
fecha ia Unica manera efectiva de tratar casos severos de la intoxicacion causada por
MTX. Debido a esto, se probo el efecto del manitol sobre 1a |n,.. El manitol tampoco
tuvo ningun efecto estadisticamente significative sobre esta corriente, ain a
concentraciones de hasta 100 mM.

Finalmente, se encontré que el difenoxilato (DPN) inhibid a la Im (Figura 10).
Este compuesto, comunmente utilizado como antidiarreico, es un agonista del receptor
a opioides subtipo 1 vy disminuye el transito gastrointestinal por sus efectos en el
musculo intestinal (Corazziari, 1999). Al momento de anadir 10 uM de DPN al medio
extracelular cuando la |, estaba totalmente activada se abservd una reduccion
considerable de la corriente. de 1.20 + 0.50 nA/pF en condiciones control a un valor de
0.20 £ 0.19 nA/pF después de la adicion del DPN {n = 5) (Figura 10A). Lo anterior
indica que 10 M de DPN inhibid aproximadamente el 85% de (a ly,.
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Lal,,es parciaimente inhibida por el DPN.

El panel A muestra un ejemplo representativo de la activacidon de lal,, por 500 pM de MTX (flecha
MTX). En el punto indicado por la segunda flecha (DPN) se anadié 10 ulM de DPN. El valorde Ia
corriente control (MTX) fue obtenido al restar la corriente basal (/W) de la corriente maxima
obtenidaalafadirMTX /., /) ytuvounvalor de 1.2 nA/pF, el valor de ia cornente en presencia de
DPN fue obtenido al restar ia corriente basal basal (I, W) de la corriente maxima obtenida al aRadir
MTX y posteriormente DPN (/... C) y tuvo un valor de 0.2 nA/pF. El panel B muestra la media y
desviacion estandar (n = 4) del efecto de DPN sobre la corrienie control corregida por
capacitancia (nA/pF). La corriente ionica presente después de |3 adicion del DPN es un 16.66 %
de la |, obtenida previamente. El protocoio de estimulacidn es el mismo que en lafigura 8. La
linea punteada en Aindica el nivel de cero corriente. La capacitancia de las células varid entre 8 y

12 pF.



DISCUSION

1. Efectos de la MTX en los fibroblastos de piel de humano

Los resultados aqui presentados muestran la activacion de una corriente
catidnica no selectiva en respuesta a la adicion de MTX. Corrientes macroscapicas y de
canal unico han sido registradas en diferentes tipos cefuiares (Escobar et al, 1998,
Schilling et al., 1999a), en todas ellas cuando se aplica MTX en un rango de 1 pM a 30
nM, se inducen grandes corrientes que son independientes del voltaje, como en
nuestro caso.

Como ya se reportd, la constante de activacidén media para inducir entrada de
Ca2+ en las células utilizadas en este estudio es de 450 fM (Gutierrez et al., 1997). Con
el fin de trabajar con una dosis saturante, en ! presente estudio utilizamas 500 pM de
MTX. Los fibroblastos de piel de humano tienen la mayor sensibilidad a MTX de todos
los tipos celulares reportados en Ia literatura.

Particularmente, en un estudio realizado con la linea celular SK45 de
fibroblastos de piel de humano, se reportan corrientes idnicas producidas con 1nM de
MTX, muy similares a las reportadas aqui (Schilling et al., 1899a}). En ese mismo
reporte, al sustiluir la solucién extracelular fisicldégica con NMDG-Ringer, en donde el
principal cation en la solucién del bafio es el NMDG, se produjo un corrimiento hacia la
izquierda en ei potencial de reversion de +7 a —35 mV. Este mismo fendmeno es
observado en los experimentos reportados aqui, no obstante. cuando sustituimos el
Na" de la solucidn extracelular por NMDG, €l cambio gue vemos en el potencial de
reversion €s mucho mayor (de —10 a —125 mV). Este cambio en el valor del potencial
de reversion de la lw, s mas drastico que el reportado anteriormente (Schilling et al.,
1999a) debido a que al momento de sustituir con €l NMDG se quita el Na* del medio
extracelular y ia permeabilidad relativa del Ca®* es mucho menor aqui que en el reporte
mencicnado.

Las permeabilidades relativas calculadas para el K'. Na” y Ca** en este estudic
concuerdan en general con las permeabilidades ya calculadas en otros sistemas. La
Imtx discrimina pobremente entre K™ y Na* (por cada 3 iones de K" que salen de ia célula

entran 2 de Na' aproximadamente), permea Ca® y no permea CI'. En la mayor parte
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de los casos donde la permeabilidad de |a corriente activada por la toxina es explorada,
las caracteristicas generales de permeabilidad descritas anteriormente se cumpien,
aungue en algunos casos se obtienen observaciones que no concuerdan con el
esquema general obtenido hasta ahora, se encuentra por ejemplo un caso donde el
Ca”" permea mejor que el Na' en células cardiacas de cobayo (Kobayashi et al., 1987),
resultado que ademas se contrapone con lo que nosotros encontramos.

La permeabilidad del Ca®* es el punto de mayor desacuerdo reportado hasta el
momento en la literatura concerniente a la corriente activada por MTX, no existe una
tendencia clara que indique la manera como permea el Ca®" con relacion a otros iones
en las corrientes idnicas activadas por MTX en muy diversos sistemas. Lo que si es
muy claro es que en todos ios sistemas pasa a través de la membrana celuiar
provocando aumerito en la [Ca®"};

Al parecer la activacion de canales catidnicas no selectivos (NSCC) precede a la
aparicién de otros efectos producidos por la MTX. Schilling y colaboradores reportan la
activacion de un poro gue permite el paso de grandes melecuias (375 Da) a traves de
la membrana celular después de la activacién de canales cationicos permeables a Ca®
{Schilliing et al. 1999a). Agui no observamos la activacion del mencionado poro que
permite el paso de grandes moléculas a través de la membrana, incluyendo al Fura-2,
debido a que las concentraciones de toxina utilizadas en nuestro estudio son hasta
cuatro veces menores a las reportadas, por lo cual es muy posible que solamente
esiemos activando a los NSCC y que para activar las otras vias de permeacion ya
mencionadas se necesite una concentracion mayor de toxina. Ademas el curso
temporal utilizado en este estudio (aproximadamente 5 min.) es menor al reportado
para la activacidn de poros gue permiten el paso de moléculas de alto peso molecutar
{> 5 min.}, por lo cual muy posiblemente estemos observando fenémenos previos a la
activacion de dichos poros. o sea la activacion de los NSCC. Como es mencionado por
Schilling y colaboradores es posible suponer que se estén viendo dos procesos en dos
cursos temporales distintos, primero la activacion de canales ionicos permeables a
Ca®, Na’" y K™y posteriormente la activacion de poros citoliticosfoncoticos (COP) en la
membrana (Schilling et al.. 19939b). La activacion de los pores COP ademas requiere de

algun tipo de acoplamiento con los primeros NSCC activados por la toxina, Aqui
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probablemente solo estamos observando la primera etapa de activacion de NSCC pero
debido a la concentracién de toxina y/o del curso temporal utilizados es posible que no
observemos la activacién de poros tipo COP, lo que concuerda con nuestras
observaciones en donde el NMDG no permea al interior de |a celula. Los registros de la
[Ca**); obtenidos aqui utilizando el indicador fluorescente Fura-2 se saturan, lo cuat
indica que muy posiblemente el indicador no se esta saliendo de la célula, lo cual es
similar a lo reportado previamente (Gutierrez et al.. 1997, Schilling et al., 1999a; Konoki
et al., 1999).

2. Mecanismo de accién de la MTX

Desde el descubrimiento de que la MTX es una de las entidades responsables
por la intoxicacion conocida como ciguatera, se han realizado muchos intentos para
elucidar el mecanismo molecular por el cual esta toxina ejerce su accion. Se ha
acumulado evidencia en afos recientes que indica que la MTX es un activador muy
poderoso de la entrada de Ca®' en practicamente todas las células donde se ha
estudiado. Esta entrada de Ca®" probablemente se dé a través de una corriente
cationica no seliectiva como la mostrada en este estudio y no necesariamente a traves
de canales de Ca®" activados por voltaje.

La MTX es usada comunmente como una herramienta efectiva para el estudio
de la homeostasis de Ca® en una gran variedad de células. Sin embargo, los
mecanismos subyacentes a los efectos de la MTX son todavia desconocidos.

Debido a que la MTX puede activar el influo de Ca“" en una gran variedad de
celulas de diferentes organismos, se propuso originalmente que la MTX pudiera estar
actuando como un iondforo (Gusovsky y Daly. 1990). No obstante. 1a incapacidad de la
MTX para ejercer su efecto en liposomas y mitocondrias (Takahashi et al., 1983) sugiric
fuertemente que la hipdtesis anterior probablemente era falsa. En otros estudios
(Gutierrez et al., 1997) la MTX no vacié los reservorios intracelulares de Ca®' y ademas
se encontrd que al tratar a las células con tripsina previamente a la aplicacién de la
toxina, se atenua fuertemente la respuesta a la misma, estos hallazgos también
sugieren fuertemente que el mecanismo de accidn de la MTX no es ionoforético.

También en estudios con fa técnica de patch clamp, én registros de canal dnico en
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configuracién de “inside out” con células MDCK, la MTX aplicada a la solucion del bafo
(intracelutar) no produjo ningun efecto en contraste con ia activacion de una corriente
de entrada dependiente de Ca’* que se desarrolla cuando el parche estd en la
configuracion de “outside out” (Dietl y V6lkl, 1994). Este resultado indica que la MTX
puede activar a la corriente solo cuando es aplicada en la superficie extraceiular de la
membrana. Mas aun, la MTX induce solo uno o dos canales unitarios dentro de un gran
rango de concentraciones en parches de miocitos de cobayo (Nishio et al., 19986).

Todos los resultados comentados anteriormente sugieren que la MTX no aclua
come un icndforo. En este estudio, el hecho de que la respuesta a la MTX se satura y
que se produzcan los efectos maximos con concentraciones picomeolares de la toxina
también indica que la MTX no es un iondforo.

Estos resultados abren la posibilidad de que la MTX pudiera estar actuando
mediante una proteina en la membrana ampliamente distribuida en muchos tipos

celulares.

3. El Receptor de la MTX

El aumento en las concentraciones intracelulares tanto de Na* como de Ca®’ y
también la activacién de la In,, €fectos agqui producidos con la MTX, son de aita
afinidad y saturables, lo cual sugiere que esta toxina esta reconociendo selectivamente
un sitio de unidn en la membrana celular.

La entidad molecular del receptor a la MTX todavia tiene que ser establecida, sin
embargo, ya sea que la MTX esla actuando mediante una nueva proteina o activando a
una proteina conocida, el receptor a la MTX tiene que estar altamente conservado a
traves de la evolucién, debido a que ias células donde la MTX tiene efecto provienen de
organismos que divergieron hace miliones de anos. Si la MTX actia mediante una
nueva proteéina o canal idnico, se abren nuevas lineas de investigacidon para intentar
responder preguntas como: ;cual es el papel fisioldgico del receptor a 1a MTX en todos
estos organismos?, y si el blanco de la MTX es un nuevo receptor entonces, ;cual es el
agonista enddgeno para este receptor tan ampliamente distribuido?.

Como el comun denominador en los efectos de la MTX es |la activaciéon de la

entrada de Ca®" a la célula, es posible postuiar que el receptor a Jla MTX pudiera ser
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una proteina membranal que activa el influjo de Ca® interactuando con canales
cationicos o de Ca®* o que el receptor fuera el canal idnico por si mismo. Elucidar esta
cuestiébn ha resultado muy dificil dada la falta de antagonistas especificos ©
blogueadores del efecto de la MTX. Nosotros probamos una amplia gama de
blogqueadores de canales de Ca®* y NSCC, ademas de manitol, y encontramos que solo
el difenoxilato (DPN) inhibe parcialmente los efectos de la toxina en este tipo de
células, como ha sido reportado previamente (Daly et al., 1995, Gutierrez et al., 1997).
Este hallazgo resulta importante dado gque actualmente no se cuenta con un
tratamiento efectivo contra la ciguatera (Palafox, 1988), Desde su descubrimiento en
los 1950's el DPN fue utilizado como antidiarreico hasta que fue reemplazado en ia
actualidad por la loperamida (Daly y Harper, 2000), nuestros resultados muestran que
este tipo de opioides podrian ser buenos candidatos para el tratamiento de |a ciguatera.

Existe evidencia en la literatura que indica que la MTX modula canales idnicos.
En algunos tipos celulares. la MTX parece activar a canales de Ca” dependientes de
voltaje (Freedman et al.. 1984; Meucci et al., 1992). En células que no poseen esta
familia de canales idnicos. se ha demostrado que la MTX activa NSCC (Dietl y VélkI,
1994; Musgrave et al., 1994). En los resultados aqui presentados se sugiere que la
entrada tanto de Ca*" como de Na* a las células se lieva a cabo a través de uno o més
tipos de NSCC que permean estos iones. La activacion de este(os) canal(es) por la

MTX depende de Ca" tanto en el madio extracelular como en e! intracelular.

4. Dependencia de Ca””

La dependencia de Ca" extracelular para que la MTX produzca sus efectos es
un fenomenc ampliamente reportado en la literatura y que se ha observado en muy
diversos sistemas (Gusovsky y Daly. 1990; Escobar et al., 1998; Weber et al., 2000).

Aqui se demostrd gue la entrada de Na“ a la célula requiere de la presencia de
Ca® en |a solucion extracelular, lo cual difiere con un reporte donde se ve que la MTX
induce canales unicos que permean Na“ en miocitos ventriculares de cobayo (Nishio et
al., 1996). Estos canales caracterizados por Nishio y colaboradores no requieren de
Ca® presente en alguna de las dos caras de la membrana. Muy posiblemente los

canales encargados de permitir ei paso del Na” al interior de la célula en nuestro caso
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son distintos a los encontrados por Nishio y colaboradores dado el requerimiento de
Ca® para la activacion de la imx. Desafortunadamente no es posible una mejor
comparacidén en ambos casos debido a que aqui solo estudiamos corrientes de célula
entera y mediciones de la [Na®'); utilizando un indicador fluorescente (SBF!) y en la
literatura solo se muestran registros de canal unico.

Para que la MTX active a la |« en las células aqui utilizadas, se requiere que la
[Ca2']p sea de 1.8 mM o mayor, observacion que concuerda con lo ya reportado (Faivre
et al., 1890; Diet! y Valkl, 1994; Leech y Habener, 1997). Sin embargo aqui es la
primera vez que se hace una caracterizacién de la dependencia de Ca®" en el medio
extracelular con diferentes {Ca®’),. en todos los estudios publicados solo [Ca®l,
fisioldgicas (> 1.8 mM) son probadas. La extrema dependencia al Ca? extracelular, es
decir, que a [Ca®’], menores a 1.8 mM no se active |a corriente y a [Ca®'], de 1.8 mM o
mayores se active totalmente la corriente, es un fenémeno muy extrafio, que no se ha
reportado en ofros casos hasta ahora, y del que no se tiene explicacion. Sin embargo
es posibie especular que solo se necesite la unidn de una molécula de Ca*" al complejo
formado por ia toxina y su receptor, y que por tal motive 1a curva de dependencia al
Ca” cambie tan drasticamente en un rango de [Ca®"), tan peguefo.

Esta dependencia de Ca® extracelular parecé ser muy especifica. Aqui se
mostrd por primera vez que otros cationes divalentes comunmente utilizados para
reemplazar la accion del Ca® como el Mg y el Mn?", son incapaces de sustituir el
efectc del Ca® en nuestro sistema, sin embargo, el Ba® puede reemplazar
pobremente la accidn del Ca®". Ademas la accion del Ca®” a nivel extracelular no es
reversible, una vez que se activa la lm, aungue se quele con EGTA el Ca®
exiracelular, la corriente permanece activada. Esto sugiere que el Ca® no necesita
pasar a través de la via de permeacion activada por la toxina, sino que podria unirse
irreversiblemente a algun sitio en la membrana para permitir que la MTX ejerza su
accién. Mas aun. dicha union del Ca®' extracelular a alguna region externa de la
membrana, probablemente una proteina, debiera ser altamente especifica puesto que
otros cationes divalentes no son capaces de reemplazar su accion. También existe la
posibilidad de que el Ca®* en el medio extracelular se una primero a la toxina para que

ésta produzca su efecto en la membrana. Este es el primer estudio en donde se realiza
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una caracterizacion tan detallada de la dependencia del Ca”* extracelular en el efecto
de la MTX,

También se exploré la dependencia de Ca®* a nivel intracelular en la activacion
de ia lmx. La dependencia de Ca?" intracelular en fenomenos relacionados con la MTX
ha sido una cuestién muy poco explorada hasta la fecha, ya que la mayoria de los
estudios realizados con la toxina hacen uso de técnicas bioquimicas en donde es muy
dificil la manipulacién de la [Caz*];. Con la técnica de patch clamp aqui utilizada, la
manipulacion de los niveles de Ca® intracelular se puede llevar a cabo con relativa
facilidad. Hasta el momento esta es una cuestién muy debatida, de seis estudios
reportados, en dos se menciona el reguerimiento de Ca?" a nivel intracelutar {Worley et
al.,, 1994; Leech y Habener, 1997) y en los otros cuatro se muestra que el efecto de ia
toxina no depende de 1a presencia de Ca® intracelular (Kobayashi et al., 1987; Faivre
et al., 1990 Diett y V&Ikl, 1994; Nishio et ai.. 1996). Con este pancrama es dificil
proponer un modelo que explique el mecanismo de accion del Ca®* intraceluiar en la
activacion de ia |

Esta dependencia de Ca®" libre a nivel intracelular es posible que sea debido a
un mecanismo molecular distinto al del requerimiento de Ca” en el medio extracelular,
ya que al parecer la MTX no tiene efecto cuando es aplicada en la parte interna de la
membrana celuiar (Dietl y V&lkl, 1994}, esto no es muy ciaro, dada la posibilidad de que
la toxina reconozca alguna region en ta parte extracelular de su receptor y al aplicarse
en ia parte intracelular no sea el Ca®" el factor determinante por el cual no causa un
efecto, sino el reconocimiento a su blance en la membrana. El Ca®* intracelular padria
pasar a través de |la membrana por medic de un canal y jugar algun papel en la unién o
el reconocimiento de la MTX a su recepior en la region extracelular, aungue esto no es
muy probable dado que se necesitan concentracionas nanomolares de Ca*" libre en e
medio intracelular, como se demostro aqui, v esta cantidad del cation divalente no
produciria una corriente significativa, ademas de que ya se cuenta con Ca®* en el
medio extracelular y la permeabilidad relativa del Ca® através de |a Iy, es muy baja.

Se evaiué el posible reemplazc del Ca® intracelular por otros cationes
divalentes. Hasta el momento no se ha reportado en la literatura ningun otro estudio al

2+1i

respecto. La MTX fallo en activar ia lmy con altas {Mg“"}; libre. Sin embargo, con [Ba™];
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libre aproximadamente 1000 veces mayores que en condiciones control se obtuvo el
mismo efecto de la toxina. No se probaron [Ba?) menores por limitaciones técnicas; el
BAPTA es capaz de quelar tanto Ca®* como Ba®, sin embargo su afinidad por el Ca®*
es mayor. Para poder quelar practicamente todo e Ca”" en el medio intracelular y
ademas tener una [Ba®") libre menor a la utilizada, se requieren concentraciones de
BAPTA, Ca® y Ba®* que provocan ta muerte de las células debido a la aita osmolaridad
de la solucién intracelular resultante. Asi que no es posible concluir si el Ba®
intracelular pudiera ser 0 no un buen reemplazo en la accién del Ca®" para que la
toxina actle. Sin embargo, dado que el Mg%' no puede reemplazar al Ca®>* en el medio
intracelular podria suponerse que el Ba® tal vez tampoco lo hiciera muy
eficientemente, como se vid en el caso de la dependencia de caticnes divalentes
extracelulares.

Si se descarta la posibilidad de que el Ca®* en el medio interno de ia célula esté
pasando al medio externco para jugar algun pape! en el mecanismo de accién de la
MTX, entonces se pueden propener diversas posibilidades en las cuales el Ca” libre
en el medio intraceiular tenga que participar para inducir ia accion de la toxina.

Por gjemplo, la toxina podria insertarse en la membrana como ha sido propugsto
por Konoki et al., 1999 y la porcidn de [a toxina que queda expuesta a! medio
intracelular estar interactuando con el Ca®" disponible ahi para formar multimeros o
agregados, que en realidad, sean los que provocan la activacion de la Im,. Otra
posibilidad es que el Ca® en el interior de la célula provea alguna interaccién que
facilite el reconocimiento y/fo unidn de la toxina con su receptor. También es posible
que la MTX active procesos celulares dependientes del aumento en ia [Caz’],- Como ya
se ha demostrado (Worley et. al., 1994). y que sean los responsables de desencadenar
los efectos de la toxina. Posiklemenie en nuestro caso la activacion del canal o canales
gue dan lugar a la lny sean regulados por la [Ca®), directa o indirectamente.

En cualquier caso. para entender mejor ei mecanismo de accion de la MTX, se
requiere |a identificacion del blanco de esta toxina en la membrana celular. Actualmente
estamos trabajando en varias estrategias que nos permitan aislar al receptor de la
MTX.
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