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RESUMEN

Los receptores B-adrenérgicos estimulan a una proteina Gs que a su vez se
acopla de manera estimulatoria a la adenilato ciclasa, esta enzima cataliza la
conversién de ATP a AMPc. La activacidn del receptor conduce a la acumulacion
de AMPc. El incremento del segundo mensajero activa a la proteina cinasa
dependiente de AMPc (PKA) y al fosforilar a diversas proteinas conduce a una
respuesta celular. Euglena gracilis es un organismo fotoheterotrofo, que contiene a
la enzima adenilato ciclasa, presenta variaciones de AMPc en el ciclo circadiano y
un receptor intracelular de AMPc, la PKA. Al contar con estos elementos, resulta
de gran interés investigar si existe un mecanismo de transduccion de sefales que
involucre la producciéon de AMPc en Euglena gracifis.

Para explorar lo anterior, se utilizaron los ‘agonistas adrenérgicos
isoproterenol y epinefrina, que son capaces de incrementar los niveles de AMPc.
Se estudio en estas células las posibles variaciones AMPc y si este segundo
mensajero participa en la proliferacién celular. Se encontro que el isoproterenol y
epinefrina no presentan un efecto sobre la proliferacion celular, sclo estimulan un
incremento en la densidad de la poblacién a ias 96 horas en células cultivadas en
medio de glu-mal, esta respuesta se observé mejor cuando el estimulo fue dado
por isoproterenol. El efecto de isoproterenol sobre la acumulacion de AMPc en
células Euglena gracilis presentd un incremento débil sobre la respuesta del
segundo mensajero en fase estacionaria (96 horas), en comparacion con células
de mamifero. Estos efectos se sugieren como parte de una respuesta (-
adrenérgico, por lo cual se desed conocer si habia y el numero de estos
receplores presenies en Euglena gracilis. Los ensayos de unién a ligando,
utilizando el antagonista especifico ["*1]ICYP, mostraron que Euglena gracilis
presenta un nimero pequefic de receptores de tipo B-adrenérgico (4.19 fmol/mg
de protelna de membrana). Para transmitir Ja sefal del receptor a la adenilato
ciclasa, se requiere de la proteina Gs, misma que se detecté previamente en
Euglena gracilis por estudios hechos en el laboratorio. Para conocer si la proteina

G, esta acoplada a la adenilato ciclasa se utilizaron analogos no-hidrolizables de



GTP (GTPyS o GMpNHpp), que provocan Ia discciacién de la proteina Gs y su
activacion de manera continuai. Se mostrd que efectivamente, 1a proteina Go, de
Euglena gracilis esta acoplada de manera estimulatoria a la adenilato ciclasa. Por
Gltimo se estudi6 si la degradacién del paramilo es regulada por AMPc. Esto se
determiné midiendo la degradacién de paramilo en presencia de los inhibidores
de fosfodiesterasas: teofilina o cafeina. Estos inhibidores mostraron efectos
diferentes sobre la regulacién de fa sintesis o degradacién de paramilo. Se midid
ademas, la actividad de la paramilo fosforilasa en presencia del agonista p-
adrenérgico. La fosforilasa se estimulé ligeramente por isoproterencl. No obstante
estos datos son insuficientes para poder concluir si el AMPc tiene algun efecto a
este nivel del metabolismo de Euglena.

Con lo anterior concluimos que Euglena gracilis presenta un namero
pequefio de receptores de tipo p-adrenérgico, una proteina acoplada de manera
estimulatoria a la adenilato ciclasa, pero queda por determinar el papel fisiologico
de este mecanismo de transduccion en el protozoario.
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INTRODUCCION

En organismos multicelulares gran cantidad de sefiales extracetulares son
reconocidas por receptores de la membrana plasmatica, que transmiten la sefial al
interior de la célula a través del mecanismo de transduccion de la sefial. La
consecuencia de ésta, es la produccion de segundos mensajeros como: el
adenosin monofosfato ciclico (AMPc), el diacilglicerol (DG), cambios en la
concentracion de calcio intracelular ([Caz"]i), que alcanzan un blanco final por
medio de las proteinas cinasas o por modificaciones alostéricas sobre las enzimas
blanco.

Los receptores que estan acoplados a las proteinas G tienen siete dominios
transmembranales, cuyo mecanismo de transduccion de |a sefial involucra a tres
componentes:

i} Ef receptor que recibe el estimulo de la superficie celular.

ii) La proteina G que acopla la sefial recibida por el receptor y la transmite

al efector.

iii) El efector que produce el segundo mensajere en respuesta a la

activacion del receptor.

Los receptores adrenérgicos comesponden a la familia de receptores
acoplados a proteinas G. Estudios farmacoidgicos, fisiolégicos y de biologia
molecular, han determinado la existenqia de tres tipos: a4, az vy P. La clonacion y
secuenciacién de los correspondientes genes y el andlisis farmacolégico de sus
productos expresados en células transfectadas, dio como resultado la
identificacién de tres subtipos para ¢ada uno de ellos denominados: aiapp; Gzapc
y B123 (Strosberg, 1993). En la tabla | se muestran algunas caracteristicas de los
receptores adrenérgicos, asi como las propiedades farmacolégicas en términos de
agonistas y antagonistas selectivos para cada tipo de receptor.

Los receptores adrenérgicos transmiten la sefial a través de la membrana
por mecanismos diferentes (figura 1). Los receptores B-adrenérgicos estimulan a

la adenilato ciclasa (AC) via proteinas Gs. L.a AC cataliza la conversion de ATP en



A TIPQDE LONGITUD | POTENCIA DE | POTENCIA DE DISTRIBUCIONDE | TIFODE Sistema
RECEPTOR | DEL AGONISTAS | ANTAGONISTAS | TENDO (RATA) PROTEINA { Efector
PEPTIDO
B 477 1SO>NEZE BETAX>>ICI118551 | CORAZON, Ga TAC
HEPATOMA AS-304d, Activacidn de
ADIPOCITOS, CELS. canales idnicos
YUXTAGLOMERULA
RES DE RINON
B 413 ISO>E>NE |C1118551> BETAX [ PULMON, Gs TAC
PROSTATA, HIGADO 4 canales de Ca™
HIPOTIROIDEQ
Bs 402 NE>ISO>E ICT118551>>ALP TENDO ADIPOSC Gs taC
(blanco y cafg)
P 450 E2 NE> UK14304 | YOH>>>PRAZ CEREBRO G LAC
: AORTA
o 450 E2NE> UK14304 | YOH >> PRAZ HIGADO G T canales K'
RINON { cenales de Ca?*
aac 461 E2NE>UK14304 | YOH > PRAZ CEREBRO G 1T cambio Na' /H* '
= 1 fosfolipasa C, A;
ap 466 OXY~= A61603 PRAZ = WB-4101 CEREBRO, Gy T fosfolipasa C
>»>E=NE SNIG > 5-MU VASOS DEFERETES, T fosfolipasa Aq
PROSTATA DE
MAMIFEROS
op 51§ OXY>E2 PRAZ > WB-4101 HIGADO, BAZO, Gy T fosfolipasa C
NE=A61603 CEREBRO 1 fosfolipasa A,
oo 560 NE2E BMY 7378 » PRAZ = | CEREBRO, VASOS G, T fosfalipasa C
SOXY=A61603 | WB-410] DEFERENTES, 1 fosfolipasa A
AORTA DE RATA

Tabia .- Caracteristicas de los receptores adrénergicos.

Algunas abreviaturas usadas en esta tabla son: Betaxolol (BETAX), Epinefrina (E), Norepinefrina
(NE), Oxymetazoline (OXY), Prazosina (PRAZ), Yohimbina (YOH), 5-metiturapidil (5-MU),
niguldipina (NIG). Tomada y modificada de Lomasney y col., 1995 |barra, 2000; Garcla-Sainz y
col., 1989,

AMPc, elevando sus niveles intracelulares, este incremento activa a la proteina
cinasa A dependiente de AMPc (PKA), y ésta conduce una respuesta celular al
fosforilar diversas proteinas.

Los receptores oz adrenérgicos inhiben a la adenilato ciclasa, via proteinas
Gi, esto provoca la disminucién en la produccion de AMPc. La activacién del
receptor as-adrenérgico conduce a la activacion de la fosfolipasa C, via proteinas
Gq; la enzima hidroliza ai fosfatidilinositol de membrana y asi genera dos
segundos mensajeros: el IP; y el DG (Strader y col., 1989; Strosberg, 1893). £l IP;
libera ai calcio del reticulo endoplasmico, el DG y el calcio libre estimulan algunas
familias de préteinas cinasas sensibles a Ca®' (por ejemplo: PKC) dando una

respuesta celular.
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Figura |- Via de transduccién de sefal de receptores adrenérgicos. Los receplores asapc
adrenérgicos inhiben a la adenilil ciclasa via Gi, los receptores By2a adrenérgicos estimulan a la
adenilil ciclasa via Gs y los receptores auagp adrenérgicos estmulan a la fosfolipasa C. Las
abreviaturas utilizadas en la figura son: Hormona (H), receptor az-adrenérgico (RazagcA), receptor
P12 adrenérgico (RB123A), receptor aasp adrenérgico (RoyaapA), proteina unida a nuctedtides de
guanina (Gs, Gi, Gg). adenilato ciclasa (AC), fosfolipasa € (PLC), fostatidil inositol-1,4,5 trifosfato
{IPy), fosfatidil inositol4.5-bifosfato (PIPy), diacilglicerol (DG), proteina cinasa A dependiente de
AMPC (PKA), proteina cinasa C dependiente de célcio {PKC). Tomada de Lomasngy y col., 1985,



RECEPTOR

Los estudios bioquimicos y de biologia molecular de los receptores
acoplados a proteinas G, cuya estructura primaria ha sido determinada, incluyen a
fos receptores adrenérgicos (a, o, B), los de vision u opsinas (Savarese y Fraser,
1992), los receptores muscarinicos (M1,M2, M3, M4, M5), los dopaminérgicos (D1
y D2), los serotoninérgicos (5-TH-1a y 5-TH-2), los receptores de substancias K y
P y el receptor de angiotensina entre ofros. A pesar de la amplia variedad de
funciones de estos receptores la semejanza estructural es considerable, lo que
refleja un mecanismo de transduccion comun (Strader y col., 1989; Savarese y
Fraser, 1992).

La estructura primaria, de los diferentes receptores acoplados a las
proteinas G presénta caracteristicas comunes. Tedos ellos son moléculas de una
cadena polipeptidica de 400 a 500 residuos, con un peso molecular de 64 a 80
kDa. El andlisis de la secuencia primaria de aminodcidos ha revelado la existencia
de siete dominios hidrofébicos de 20-30 aminodcidos cada uno, los cuales
constituyen siete dominios espaciados en la membrana lipidica. Estos dominios
transmembranales son conservados entre los diferentes miembros de la familia de
receptores acoplados a proteinas G y estan conectados por seis asas hidrofilicas
de longitud variable. Ademas, presentan regiones amino terminal y carboxilo
“terminal que varian en longitud y en secuencia. La topologia transmembranal que
se ha propuesto para el receptor B adrenérgico se muestra en fa figura Il. De
acuerdo con el modelo (figura 11}, cada uno de los siete dominios hidrofébicos del
receptor forma alfa hélices transmembranales (tm” en figura ), con asas
hidrofilicas alternadas al interior (i) y exterior (e) de la célula. La region amino
terminal estd expuesta sobre la cara extracelular de la membrana y la region
carboxilo terminal sobre la cara citopldsmica (Strader y col., 1989; Strosberg,
1993}

Ofras caracteristicas que tienen estos receptores son:
a) Cuentan con secuencias consenso (N-X-S/T) para la N-glicosilacién las cuales
son requeridas para la expresién y funcionalidad del receptor; la delecién de estos

dominios llevan a la pérdida de la funcion.
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Figura Il.- Receptor B, adrenérgico. La cadena polipeptidica estd representada en la membrana.
Las uniones disulfuro (S-S), involucran a fos residuos Cys'® y Cys'®. Los sitios de N-glicosilacion
en la regidn amino lerminal se representan por (A). La palmitoilacién del residuo de cys:"1 que
puede formar una cuarta asa, es indicado por {f ). Las regiones de interaccion del receptor con la
proteina G estan marcadas por—-, los aminoacidos cuya presencia es indispensable se indican por
las flechas R-G. Los residuos de Aspartico involucrados en la unidn del agonista se indican por la
leyenda R-Ag Los residuos fosforilables estan indicados con { *). Los dominios transmembranales
se indican como: tmi..tm7; las asas extracelulares se indican comoe2...e4, las asas
intracelulares se indican como: i1,i2, i3. Tomada de Strosberg, 1993

b) Presentan residuos de serina y treonina en la tercera asa citoplasmica y en el
carboxilo terminal, los cuales son sitios que sirven como sustrato para cinasas y
fosfatasas, asimismo su fosforilacién esta involucrada en la desensibilizacién del
receptor.

¢) Poseen sitios conservados para modificaciones postraduccionales tal como la
acilacion de acidos grasos. Tal es el caso del palmitato, que asociado a residuos
de cisteina en el carboxilo terminal puede insertarse sobre la membrana formando
ofra asa citoplasmica; la cual puede influir sobre la movilidad del receptor y/o el
acoplamiento con la proteina G. La delecion de estos residuos de cisteina en el
carboxilo terminal del receptor Bz-adrenérgico, impide la formacion de fa cuarta
asa haciendo asequibles los residuos de fosforilacion, permitiendo asi un

mecanismo de regulacion (Strosberg, 1993).



d} Forman puentes disulfuro entre los residuos conservados de cisteina {en cada
una de las primeras asas extracelulares) que estabilizan la estructura funcional de
la proteina. La mutacién de estas cisteinas altera la funcion y las propiedades de
unién de algunos agonistas de los receptores p-adrenérgicos, de los muscarinicos
y de la rodopsina (Strader y col., 1989; Prosbst y col., 1992; Strosberg, 1993,
Lomasney y col., 1995).

El sitio de unidn del ligando al receptor adrenérgico esta formado por los
siete dominios transmembranales (figura ll1); la eliminacién de los residuos amino
yfo carboxilo por proteélisis (Rubenstein y col., 1987; Wong y col., 1988) o por
delecién (Dixon y col., 1987) produce un efecto pequerio o nulo sobre la unién del
ligando al receptor adrenérgico (Strosberg, 1993). '

Los residuos que componen los segmentos carboxilo y amino terminal de ia
tercera asa intracelular del receptor, parecen constituir el principal sitic de
interaccién con las proteinas G, esto fue demostrado con estudios de ‘
remplazamientos homélogos con secuencias de otros receptores y con deleciones

de las regiones mencionadas (Lomasney y col., 1985),

Wl

Figura [IL.- Modeto del receptor B-adrenérgico insertado en la membrana y la unién de un agonista. La regién
de unién 2l ligando est4 formado por los siete dominios transimembranales del receptor. el,€2,¢3, representan
asas extracelulares; il,i2, representan las asas intracelulares; tml,tm2 representan lfos dominios
transmembranales (Tomade de Strosberg, 1993).



PROTEINAS G

Las proteinas G pertenecén a la familia de proteinas que unen GTF cuyos
miembros comparten caracteristicas estructurales y funcionales. Todas las
proteinas G asociadas a receptores de 7 dominios transmembranales son
heterotriméricas, formadas por las subu‘nidades a, B v v, cada una codificada por
distintos genes. | ,

Se han descrito 18 isoformas de la subunidad Ge, estas presentan. una
masa molecular de 39 a 54 kDa, tienen la capacidad para unir nucledtidos de
guanina y actividad intrinseca de GTPasa. De acuerdo a la homologia en
secuencia y funcion de la subunidad Ga se pueden reconocer 4 familias: Gosror,
Goyo, Gotg11 ¥ Gorgzna. Los miembros de la familia Gsqrestimulan a la AC, per su
parte la familia Gay, participan en la inhibicién de la AC, asi como en la regulacion
de canales ibnicos (Goy activa canales de potasio y Ga, inhibe canales de calcio
en neuronas). Los miembros de la familia Gogny activan la hidrolisis de
fosfoinositidos a través de las isoformas f de la PLC. Los miembros de la familia
Gosans modulan la actividad del intercambiador Na'/H'. (Neer, 1995; Spiegel y
col., 1995; Fields y Casey, 1997).

La subunidad p tiene una masa molecular entre 35 - 36 kDa, con at menos
5 isoformas. La subunidad y de 1a cual se han identificado ai menos 12 isoformas,
tiene una masa molecular entre 8 - 10 kDa. Las subunidades B y y estan asociadas
estrechamente, pero no de forma covalente y forman un complejo funcional py. La
funcién de las proteinas G, es acoplar la informacion a través de la membrana
plasmatica entre receptores y efectores. Estas actlan como una molécula de
encendido y apagado, gobernadas por ei ciclo de la proteina G, (figura V)
(Gilman, 1987; Spiegel y col., 1992, Clapham, 1898).

La region de interaccion det receptor-proteina G ocurre entre la segunda y
ja tercera asa intracelular y el carboxilo terminal del receptor (Lomasney y coi.,

1995).
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Figura IV.- E! ciclo de la protelna G. En su estado basal {estado inactiva), 1a subunidad a
de las protelnas G friméricas esta unida a GDP y ésta se asocia en forma de un heterotrimero con
el complejo By. L.a union de un agonista especifico a su receptar conduce al intercambic de GDP
por GTP. La union Ga-GTP conduce a la disociacion del receptor y del complejo Py. Asi la
subunidad Go-GTP y el complejo By interactuan con algunos efectores. La actividad intrinseca de
GTPasa de la subunidad conduce a la hidrélisis de GTP a GDP + Pi, esto causa la disociacion de
1a subunidad a del efector y su reasociacion con el complejo By. La formacién del heterofrimero se
requiere para el acoplamiento de la protelna G con & receptor--Foxinas bacterianas como la
“toxina de! colera” (TC) modifican covalentemente a la subunidad « y por lo tanto alteran la
transduccion de 1a sefial. (Tomado de Spiegel ¥ col., 1992) ‘

Para el estudio de las proteinas G se han empleado productos de diferente
tipo y origen.
1- Algunas toxinas bacterianas modifican fa funcion de la proteina G, estas
transfieren un grupo de ADP-ribosa del NAD* a un aminoacido especifico en la
subunidad a.
a) La toxina del célera transfiere la ADP-ribosa al residuo de arginina 201 en la
subunidad Gas, impidiendo la reasociacion de las subunidades Ga con Gy, por la
inhibicién de la actividad de GTPasa lo que ocasiona la union permanente a GTP,



causando una activacién constante de la subunidad Gos. Esto provoca el aumento
en la actividad de la adenilato ciclasa (figura IV} y por consiguiente la acumulacion
de AMPc¢ (Spiege! y col., 1992).

b) La toxina pertussis transfiere Ja ADP-ribosa al residuo de cisteina 347 en la
regién carboxilo terminal de la subunidad Goy, Ga,, Goy, causando un
desacoplamiento del receptor con la proteina G, lo que provoca una activacion
contnua de la adenilato ciclasa. Esta modificacién covalente (figura V) no
previene la disociacion del trimero, es decir, no afecta la aétividad de GTPasa
(Huff y Neer, 1986; Spiegel y col., 1992).

2.- El mastoparan, es un péptido que forma una a hélice anfifilica, capaz de activar
directamente a la proteina (G,, Gi) (Higashijima y col., 1988, 1990; Probst y col.,
1992).

3.- Los analogos no hidrolizables de GTP promueven fa activacidn continua de la
proteina G.

4 - Los iones fluoruro (en forma de complejo fluoruro de aluminio) también causan
una activacién de fa proteina G (Spiegel y col., 1992).

EFECTCR

Los sistemas efectores a quienes la proteina G acopla con su receptor,
incluyen, a la adenilato ciclasa, a la fosfolipasa C y algunos canales de Ca** yK".

La adenilato ciclasa es una enzima transmembranal que cataliza la
formacion de AMPc a partir de ATP. La enzima tiene una masa molecular
aproximada de 120 kDa constituida de 1064-1248 aminodcidos aproximadamente.
Su estructura tridimensional (figura V) sugiere una regidn amino terminal
citoplasmica corta y dos dominios citoplasmicos (C1y C2) aproximadamente de
40 kDa, antes de cada dominio 'se encuentra una region hidrofdbica (M1 y M2);

cada una de las cuales esta constituida por seis hélices transmembranales,

(Taussig y Gilman, 1995).
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Fig. V.- Estructura de la adenilato ciclasa. Los cilindros muestran los dominios transmembranales,
la iinea obscura indica la regidn de aminodcidos altamente conservados entre las familias de la
adenilato ciclasa, Las abreviaturas utilizadas en la figura son: N, dominio amino terminal; M1,
primer dominio transmembranal, C1a y C1b, ia primer asa citoplasmica iarga; M2, segundo dominio
transmembranal, C2a y C2b, la segunda asa citopldsmica larga y &%) residuos glicosilados.
Tomada de Taussig y Gilman 1995,

En mamiferos, se conocen al menos 10 isoformas de la adenilato ciclasa,
éstas son reguladas por numercsas hormonas y neurotransmisores via receptores
acoplados a proteinas G, de manera estimulatoria (Gs) ¢ inhibitoria (Gy). Estudios
de fa regulaci6n de las isoformas de adenilato ciclasa de mamifero describen la
presencia de caracteristicas comunes. Todas las isoformas son activadas por



forskolina y por la subunidad Gas unida a GTP (Tang y Gilman, 1992; Taussig y
Gilman, 1995) _

Todas las adenilato ciclasas de mamifero, son inhibidas por algunos
andlogos de adenosina, conocidos como inhibidores de sitio P; por ejemplo el
2'deoxiadenosina. Las diferentes adenilato ciclasas de mamifero presentan
batrones de regulacién especificos, algunas son modificadas por el complejo GBy
y otras son estimuladas por Ca?-calmodulina. Otras mas son reguladas por
proteinas cinasas A o por cinasas dependientes de Ca®’-calmodulina, (Tang y
Gilman, 1892; Taussig y Gilman, 1995).

Regulaci6n de la actividad de los receptores adrenérgicos

La eficacia con la cual los receptores adrenérgicos transducen las sefiales
extracelulares es regulada dinAmicamente. Existen mecanismos de control que
por un lado, permiten que la célula responda rapidamente al agonista y por el otro,
le permitan mantener un nivel de respuesta menor ante un estimulo prolongado.
La estimulacién prolongada del receptor es seguida por una disminucion en la
sensibilidad al agonista (desensibilizacion). Los receptores p-adrenérgicos, en
particular el subtipo 8., se han utilizado como sisterna modelo para el estudio de
los mecanismos que participan en la desensibilizacion (Lomasney y col., 1985).

Se han identificado dos patrones generales de desensibilizacion: a) la
desensibilizacién homdloga que se caracteriza por una disminucion de la
respuesta det receptor ocupado por el agonista y b) la desensibilizacién heterdloga
en la cual la estimulacion de un receptor por su agonista disminuye Ia respuesta
de otros receptores que comparten el mecanismo de fransduccion, desde la
proteina G hacia abajo de la cascada.

En la desensibilizacion homéloga intervienen 3 procesos importantes: El
desacoplamiento répido (segundos a minutos), se da entre el receptor vy la
proteina G; sin perdida en el nimero de receptores. Un evento fundamental que
interviene en la desensibilizacion répida es la fosforilacién del receptor (figura V1),

esta fosforilacion se lleva a cabo por al menos dos clases de cinasas que
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Figura Vl.- Regulacion de la funcién del receptor adrenérgico. El mecanismo de
desensibilizacién es mediado por proteinas especificas del receptor (GRKs) y por proteina cinasa A
dependiente de AMP¢ (PKA) via fosfarflacion. Modificada de Lomasney y col.,, 1995; Lefkowitz,
1998).

fosforilan residuos de serina y treonina: las cinasas activadas por segundos
mensajeros (PKA y PKC) y las cinasas de los receptores acoplados a proteinas G
(GRKs). Se han identificado 6 miembros de las GRKs (GRK1-6), quienes se
caracterizan por reconocer y fosforilar sélo a los receptores en su forma activa. La
fosforilacion del receptor por las GRKs produce el desacoplamiento parcial de las
proteinas G y permite la interaccion de las proteinas reguladoras, arrestinas; estas
al unirse al receptor fosforilado impiden el acoplamiento del receptor con las
proteinas G, Se han idendificado dos miembros de las arrestinas que participan
directamente en la desensibilizacién de los receptores B-adrenérgico, la p-arestina
1 y la B-arestina 2. En la mayoria de los receptores acoplados a proteinas G los
sitios potenciales de fosforilacién por GRKs se localizan en el carboxilo terminal y

en un subgrupo de ellos (M, Mz, cpa- adrenérgico) en la tercera asa intracelular.
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Estas regiones participan en el acoplamiento del receptor con la proteina G, como
se ilustr6 en la figura |l. La desensibilizacion homéloga de los receptores B1- ¥ Be-
adrenérgicos puede ser mediada por la PKA y por las GRKs. Ambos subtipos de
receptores contienen la secuencia de aminoacidos RRSS, que es la secuencia
consenso para la accién de PKA, en la tercera asa intracelular y en el extremo
carboxilo terminal. La PKA actia preferentemente en ei sitio de la tercera asa
intracelular, mientras que la GRK2 y la GRKS3, tienen sus sitios blanco para la
fosforilacion en el carboxilo terminat (Lefkowitz, 1998). Los receptores pa-
adrenérgico presentan dos sitios consenso para la forsforilacién por PKC uno
localizado en la tercera asa intracelular y el otro en el carboxilo terminal. La
participacién de PKC en la regulacién de la actividad del receptor se ha estudiado
en células tratadas con ésteres de forbol, como el 48-forbol 12-miristato 13-acetato
(TPA), que activa directamente a la enzima (Béhn y col., 1997).

b) El secuestro de receptbres. a los pocos minutos de estimulacién por el
agonista, se da como consecuencia de la internalizacion de éstos a
compartimentos intracelulares, y por ende permanecen inaccesibles al agonista.
Durante la estimulacién det receptor por el agonista las p-amestinas son
translocadas a }a membrana plasmética, en donde se unen al receptor fosforilado
y lo desacoplan de la protelna G, dando como resultado el inicio de la
internalizacién. El complejo receptor fosforilado-p-arrestina se une a moléculas de
clatrina, formando asi vesiculas cubiertas de clatrina 6 endosomas. La disminucion
del pH endosomal promueve la asociacién de la fosfatasa con el receptor y su
desfosforilacién subsecuente (figura VI). A su vez las B-arrestinas pueden ser
desfosforiladas y regresar a la membrana plasmatica para interactuar con otro
receptor fosforilado. Posteriormente el receptor es reciclado a la membrana
plasmatica para iniciar un nuevo ciclo de activacién y desactivacion, (Lomasney y
col., 1995; Lefkowitz, 1998).
| c) La regulaciéon por disminucion de receptores de membrana (figura V),
que se da después de la estimulacion prolongada por el agonista (horas), se
ocasiona por la reduccién en su sintesis o el aumento en su degradacion, (Krupnic

y Benovic, 1998).



Euglena gracilis

a) Generalidades

Euglena gracifis (figura VIl) es un organismo unicelular, con una longitud
variable de aproximadamente 10- hasta 500-um que puede crecer de manera
autétrofa o de manera heterétrofa con diferentes fuentes de carbono.

E. gracifis tigne en la parte anterior una invaginacién que consiste de un
canal estrecho, por donde entra el alimento, que se expande posteriormente
formande un reservorio en donde se vacia la vacuola contractl. También se
pueden apreciar otros organelos tales como: el flagelo, el ndcleo, el nucleolo, los
cloroplastos, las mitocondrias y la mancha ocular (figura Vil).

Las células son delimitadas por una membrana plasmética, la cual presenta
una serie de “tiras” (strips) flexibles, hechas de mucoproteinas con una disposicién
helicoidal. Estas estructuras junto con la membrana plasmética, forman una
pelicula que en comparacion con la pared celular rigida de plantas, permite a las
células de E. gracilis cambiar su forma. Adyacente a la pelicula se encuentran
mucosistos los cuales secretan material mucoide o mucilage que tiene la funcién
de lubricar entre los surcos o estrias de las ondulaciones durante las
contracciones. Otra caracteristica unica de la pelicula es su alto contenido de
carbohidratos. La pentosa y la metilpentosa componen el 80% del total de
azacares de las membranas, ademas presenta el aminoazicar glucosamina. La
proporcién proteina-lipidos de la membrana de Euglena gracilis es de 3-8, la cual
es alta cuando se compara con la de las membranas celulares de otros eucariotas
que varia entre 1.0 y 2.0 (Nakano y col., 1987; Uribe, 1982).

El genero Euglena sp. presenta una distribucion amplia en habitats como:
agua dulce, salobre, acida 6 alcalina, ya sea en condiciones serobicas &
anaerdbicas. '

Euglena gracilis es un organismo muy interesante por su origen y por sus
caracteristicas comparfidas con animales y plantas superiores. Cuando se
cultivan en presencia de luz desarrollan cloroplastos y al igual que las planias,
realizan fotosintesis utilizando agua y CO2 come sustratos y liberando Qj; sin
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embargo, la fotosintesis no es capaz de mantener el crecimiento pues necesitan
vitamina By, amincacidos y una fuente de carbono. Sus cloroplastos son muy
similares a los que presentan las algas verdes, excepto por la membrana que los
cubre: la cual es doble en algas verdes y triple en Euglena gracilis. Poseen
clorofila a y b, B-carotenos y derivados caratencides {(alozantinas, anteroxantina,
astraxantina). A semejanza con las células animales presenta mitocondrias, las
cuales tienen una superficie irregular y varian en tamafo y cantidad segin el
volumen de citoplasma (Uribe, 1992),

A diferencia de animales y plantas, Euglena gracilis sintetiza paramilo un
polimero glucosidico con enlace B-1-3 entre los monosacaridos (Buetow, 1968).

Su reproduccion es asexual por fision longitudinal binaria con division
semitrogénica; es decir, produce células hijas en imagen especular, el tiempo de
division varia de 10 a 14 horas dependiendo de la fuente de carbono (Buetow,
1968).

b) Taxonomia

El género de Euglena presenta problemas para su taxonomia por el hecho
de presentar caracteristicas animales y vegetales, como es la presencia de una
envoltura compleja o peticula y de cloroplastos, por lo que, han sido ubicados
tanto en el Reino Animal como en el Reino Vegetal.

Los zoélogos Ila han ubicado en el Phylum protozoa, clase
Phytomastigophorea. Desde el punto de vista botanico Euglena gracilis pertenece
a la division Euglenophyla.

Por otra parte, si se considera como organismo protista, la clasificacién de
Eugfena (Uribe, 1992) seria:

Reino: Protista

Phylum: Sarcomastogophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Phytomastigophorea
Orden: Euglenidae

Género: Euglena
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Especie:  gracifis

Flagelo

i
. Mitocondria

Figura Vil. Representacién esguematica de Euglena gracilis.
Se indican sus organelos (Tomadz de Wolken, 1967).
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Antecedentes

Existen diversas evidencias que sugieren un mecanismo de transduccion
mediade por el AMPc en Euglena gracilis, como son las que a continuacion se
" refieren:
1) La existencia de variaciones en los niveles de AMPg, en el ciclo circadiano,
aungue se desconocen los mecanismos que lo regulan. Trabajos realizados por
Carré y col. {1989) sefialan la existencia de altos niveles de AMPc¢ (en un intervalo
de 10 a 40 pmol/1 0° células) en Euglena gracilis. Al respecto se encontré que en
células expuestas a periodos de luz-obscuridad (de 12 h. de luz y 12 h. de
obscuridad), el AMPc celular presenta una oscilacion bimodal en un periodo
circadiano (aproximadamente 24 h) y con un intervalo de 5 a 20 pmolMOEi células.
Se registraron niveles mas altos de AMPc tanto al inicio del periodo de luz (0-2 h)
com del periodo de obscuridad (12-14 h). Se observé que, la variacion de la
cantidad de AMPc no depende del periodo de luz-obscuridad ya que en
obscuridad se sigue observando. En organismos multicelulares el AMPc juega un
papel importante en el encendido de varias actividades celulares; tales como
motilidad, divisién celular, fototaxis y un sin nimero de actividades enzimaticas.
Como ejemplo de éstas actividades enzimaticas, estan la glucogeno sintetasa y la
glucogeno fosforilasa. En Euglena gracilis se desconoce auin gque procesos
celulares son regulados por este segundo mensajero.
2.- Se ha detectado y semipurificado una proteina cinasa A, que es €l receptor
intracelular de AMPc¢ (Carré y col., 1992). Esto sugiere que la sefial del segundo
AMPc se esta traduciendo en una respuesta celular.
3.. Mientras que las adenilato ciclasas de mamiferos son estimuladas por una
variedad de hormonas, prostaglandinas, catecolaminas y neurotransmisores, en
Euglena gracilis se ha encontrado una adenilato ciclasa que es ligeramente
estimulada por catecolaminas (epinefrina y serotonina) y prostaglandinas (Keirr_'is y
col., 1973}
4.- En ofros organismos cercanos como en Tetrahymena se ha detectado la
sintesis de norepinefrina y epinefrina, y en Crithidia la norepinefrina (Janakidevi y



col., 1966). Lo anterior sugiere, que algunos flagelados de vida libre son capaces
de sintetizar catecolaminas, lo que nos hace suponer que ya a éste nivel
filogenético se generan sefiales de tipo hormonal.

5.- Otra evidencia que apoya la existencia de un mecanismo de transduccitn
homonal en protozoarios es la obtenida con estudios de asociacion con un
hgando marcado radiactivamente, realizados en el parasito flagelado
Trypanosoma cruzi. En este organismo se encontré un receptor tipo B-adrenérgico
(Be Castro y Olivera, 1987).

Ef AMPc juega un papel esencial controlando muchas de Ias actividades de
las células eucarictas y células procariotas, por ejemplo en la levadura S.
cerevisiae el AMPc es requerido para el crecimiento (Matsumoto y col., 1985). En
veriebrados, el AMPc intracefular puede mediar varias de las sefiales hormonales )
que regulan el metabolismo y la proliferacion celular.

El polisacarido de reserva en células animales es el glucgeno, éste es
utilizado cuando la célula se encuentra en condiciones de ayuno. La degradacién
del glucoégeno se fleva a cabo por la enzima glucdgeno fosforilasa, la cual es
regulada alostérica o covalentemente por calcio y por PKA, respectivamente
(Lenhinger, 1993). Euglena gracilis acumula paramilo como reserva energética,
este es un polimero de glucosa con uniones beta 1,3; es posibie que la presencia _
de catecolaminas en protozoarios sirva para regular la cantidad de polisacéridos
de reserva de una forma similar como a la que se lleva a cabo en mamiferos, lo
que sugiere un tipo de regulacién metabdlica.
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Hipbtesis

Si Euglena gracilis presenta procesos que son regulados por AMPc, entonces
puede contener los elementos de éste sistema de transduccion. Dado que algunos
protozoarios sintetizan catecolaminas, entonces el receptor podria ser uno del tipo
B-adrenérgico. Otro de los elementos del sistema transductor que no se ha
explorado en Euglena gracilis es la proteina G, que también esperamos que esteé
presente para establecer la conexion con el receptor y ia adenilato ciclasa.

Una hipotesis mas es que los cambios en los niveles de AMPc (estimulados por
agonistas p-adrenérgicos) participen en la regulacion de la proliferacién y el
metabolismo (sintesis y degradacion de paramilo) de Euglena gracilis.

OBJETIVO GENERAL
Explorar la presencia de un mecanismo de transduccion de sefiales que involucre
ta produccién de AMPc en Euglena gracilis y conocer si esta sefial es generada
- por un receptor tipo p-adrenérgico.
OBJETIVO PARTICULARES

. Determinar el efecto de isoproterenol y epinefrina (agonistas p-adrenérgicos) en

ta proliferacion celular de Euglena gracilis.

- Determinar el efecto de los agonistas p-adrenérgicos (isoprotereno! y epinefrina)
en la acumulacion de AMPc en células de Euglena gracilis, en fase estacionaria.

- Cuantificar e numero de receptores B-adrenérgicos presentes en Euglena

gracilis.
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Si Euglena gracilis presenta procesos que son regulados por AMPc, entonces
puede contener los elementos de éste sistema de transduccion. Dado que algunos
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f-adrenérgico. Otro de los elementos del sistema transductor que no se ha
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Hipotesis

Si Euglena gracilis presenta procesos que son requlados por AMPc, entonces
puede contener los efementos de éste sistema de transduccién. Dado que alguncs
protozoarios sintetizan catecolaminas, entonces el receptor podria ser uno del tipo
B-adrenérgico. Otro de los elementos del sistema transductor que no se ha
explorado en Euglena gracilis s ta proteina G que también esperamos que esté
presente para establecer la conexion con el receptor y la adenilato ciclasa.

Una hipotesis mas es que los cambios en los niveles de AMPc {estimulados por
agonistas B-adrenérgicos) participen en la regulacion de la proliferacion y el
metabolismo (sintesis y degradacién de paramilo) de Euglena gracilis.

OBJETIVO GENERAL
Explorar la presencia de un mecanismo de transduccion de sefales que involucre
la produccién de AMPc en Euglena gracilis y conocer si esta sefial es generada
- por un receptor tipo p-adrenérgico.
OBJETIVO PARTICULARES

- Determinar e! efecto de isoproterenol y epinefrina (agonistas p-adrenérgicos) en

la proliferacion celular de Euglena gracilis.

- Determinar el efecto de los agonistas p-adrenérgicos (isoprotereno! y epinefrina)
en la acumulacién de AMPc en células de Euglena gracilis, en fase estacionaria.

- Cuantificar el nimero de receptores B-adrenérgicos presentes en Euglena

gracilis.



- Determinar el acoplamiento de 1a proteina G, con la adenilato ciclasa.

- Determinar si la degradacion del paramilo en Euglena gracilis es regulada por
AMPc.

- Estudiar el efecto de un agonista p-adrenérgico sobre la actividad de la paramiio

fosforilasa de Euglena gracilis.
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METODOLOGIA
Cultivos

Euglena gracilis fue cultivada axénicamente en un medio orgénico que
contenia como fuente de carbono: glutamato-malato (glu-mal) 34 y 15 mM
respectivamente, 6 lactato 36 mM 6 etancl 200 mM como lo reportan Moreno-
Sanchez y Raya (1987), en ausencia de luz, con agitacién constante (140 r.p.m.) a
temperatura ambiente.

Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento se iniciaron con 2 X 10° células, en ausencia
(control) o en presencia isoproterenol o epinefrina a concentraciones desde 10°
hasta 10® M. E! isoproterenol se adiciond cada tercer dla vy la epinefrina se
adiciond diariamente, debido a que se oxida rapidamente. Se tomaron diadamente
alicuotas de 100 pl de cada cultivo, se diluyeron (1:10) en agua y se les adiciond
HCI 1% (v/v) para inmovilizar a las células y realizar el conteo. Este se realizé en

una camara de Neubawer por medio de un microscopio de contraste de fases.

Determinacion de AMPc

Las células de E. gracilis cultivadas en medio de glu-mal, lactato 6 etanol,
se cosecharon en fase estacionaria (4 dias de cultivo), se lavaron y
resuspendieron con una solucién amortiguadora de fosfatos {KH,PO4 10 mM, pH
7). Se-utilizé una concentracion de 2X107 células /mi para la curva dosis respuesta
a los agonistas adrenérgicos (isoprotereno! & epinefrina). El intervalo de
concentraciones de los agonistas fue de 10 a 10"* M, el ensayo se realizd por 2
min en presencia de 3-isobutil-1-metilxanthina, un inhibidor de fosfodiesterasas de
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AMPc. La reaccién se terminé con la adicién de HCI [10 mM} y se hirvieron .
durante 10 min. Posteriormente, las muestras se colocaron en hielo durante 15
min, se centrifugaron y el sobrenadante se transfiri6 a otros tubos donde se le
ajustod el pH entre 6-7.5, con NaOH 1N. La cantidad de AMPc en cada muestra se
determind por medio de radioinmunoensaye (Rianen cAMP ({‘25!]
radioinmmunoassay kit adenosine 3", 5'cyclic honophosphate, Amershamm). La
determinacién se basa en la competencia por los sitios de unién al anticuer]:io anti-
AMPc, del AMPc formado con el ['#]] AMPc adicionado como estandar. Se realiza
al mismo tiempo una curva patron de desplazamiento que permite determinar por
interpolacién la concentracién del nucledtido desplazado. La emisién de
radiactividad fue evaluada en un contador de radiacién gamma, (Beckman clase
5000).

Obtencidén de membrana plasmatica de Euglena gracilis

Para obtener las membranas de Euglena gracilis se siguié el método
propuesto por Nakano y col. (1887), con algunas modificaciones, como se
describe brevemente. Las células de Euglena gracilis provenientes del medio glu-
mal, se cosecharon después de 4 dias de crecimiento {fase estacionaria), y se
lavaron con una solucién amortiguadora de fosfatos (KH:PO4, 10 mM a pH 7),
posteriormente se les adicioné una solucién amortiguadora de lisis (KH2PO,4 2 mM,
sacarosa 0.3 M, NaCl 0.1 M, EDTA 10 mM y B-mercaptoetanol 0.1%, pH 7.2), se
sonicaron en hielo con un sonicador Branson con una amplitud de 20-25 micrones,
con intervalos de 30/60 seg c/u, 5 veces. Se centrifugd por 10 minutos a 1,000 X g
para efiminar las células que no se rompieron y el paramilo. El sobrenadante se
colocé en un gradiente discontinuo de sacarosa de 2.4/1.9/1.4 M en relacion 3:2:2
y se centrifugd a 92,000 X g durante 45 min. La interfase del gradiente entre
2.4/1.9 M de sacarosa, se colectd y se lavd dos veces con solucién amortiguadora
de Tris 50 mM, MgCl, 10 mM a pH 7.4 (Tris—Mgz*) a 27,000 X g durante 30 min. E
sedimento se resuspendié en el menor volumen posible con amortiguador Tris-
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Mg”, las membranas obtenidas se guardaron a -70 °C. La proteina se determiné
por el método de Lowry y col. (1951) utilizando como estandar albdmina de suero

de bovino.

Ensayos de unién con radioligando

Estos ensayos se realizaron como lo describen Garcia-Sainz y col., (1989).
A una solucion amortiguadora Tris-Mg?* (Tris 50 mM, MgCl, 10mM, pH 7.4), se
afiadié propanolol 10 uM, éste es un antagonista p-adrenérgico utilizade para
determinar el pegado total del ligando a los receptores, y ['?*1]ICYP en un intervalo
de concentraciones de 25 a 800 pM, éste antagonista f-adrenérgico se utifizé para
determinar el pegado total a los receptores; el volumen final fue de 250 ul. E
ensayo se inicié con la adicion de 50 pi de membranas (200-300 pg de proteina)
de Euglena gracilis, que se incubaron durante 45 min. a 37 °C. La reaccion se
detuvo por dilucién con la solucion amortiguadora Tris-Mg?" v su filtracion rapida a
través de filtros de fibra de vidrio {(Gelman Sciences P/N 66213, 25mm), utilizando
un cosechador de células, Brandel 48-R. Los filtros se lavaron cuatro veces con la
misma solucion amortiguadora y se fransfirieron a viales para determinar ia
radiactividad, retenida en los filtros, en un contador de radiacion gamma {Beckman

clase 5000).
l.a curva de saturacion y e! analisis de Scatchard se realizo con el programa

LIGAND 2.0 de McPherson G.A.

Estimulacién de la adenitato ciclasa por analogos de GTP

La actividad de adenilato ciclasa se determiné por la produccion de AMPc a
pariir de (a32P] ATP, el AMPc se cuantificé por el método de Salomon y col.

(1974), como se describe a continuacién:
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El medio de reaccidn esta compuesto por un sistema de regeneracién de
ATP (fosfocreatina 20 mM, creatina cinasa 0.8 Wimi), ATP 20 nM, [*?P] ATP
1uCiftubo, teofilina 10 mM (inhibidor de fosfodiesterasas), la solucién
amortiguadora (Tris-HCl 25 mM, MgCl, 5mM pH 7.5) y los analogos de GTP a la
concentracion indicada en un rango de 10® - 10™* M. La reaccién se inicid con la
adicién de membranas (50 pg de prot.) de Euglena gracilis, se incubé en agitacion
a temperatura ambiente. Después de 20 min. se adiciond 1 ml de SDS 1% para
parar la reaccion y se adicionaron 10 uf [2,8-°H] AMPc (aproximadamente 28,500
cpm, 50 Ci/mmol; 254 fmolftubo), como estdndar, se agitdé y se adiciond en
columnas de 0.4 X 15 cm que contenian un ml de resina Dowex previamente
activada con 1 N de HCI, el eluido de ésta y un lavado de 2 ml de agua se
_desecharon, se colocaron las columnas de Dowex sobre las de alimina gque
previamente fueron lavadas con 8 ml de imidazol 0.1 M, azida de sodio a pH 8, se
agregaron 3 mi de agua, se adicioné 4 m! de imidazol 0.1 M. y se colecto esta
fraccion en viales a los que se les anadid liquido de centelleo; se cuantifico la
radiactividad en un contador de centelieo (Beckman clase 156000TSA).

Actividad de la paramilo fosforilasa

Las células de Euglena gracilis se cosecharon y se lavaron con una
solucién amortiguadora de fosfatos (KH:PO4 10 mM a pH 7). Se le adicioné a las
células 100 ul de mezcla de incubacion (KHPO4 10 mM, BSA 18%, Piruvato 0.1
M, Lactato 1 M), y se incubaron durante 20 min a 30 °C. Se adiciond el agonista
{isoproterenol 10® a 10° M), y se incubaron por 10 min. De esta mezcla se
tomaron 25 ui vy se adicionaron a un tubo que contenia 100 pl del siguiente medio:
MES 10 mM, NaF 50 mM, EDTA 10 mM, p-glicerofosfato 25 mM, 25 ul de
digitonina (10 mg/ml), este paso se realizé en bafio de hielo.

La actividad enzimdtica de las muestras obtenidas, se determiné en una
mezcla que contenia (glucosa-1P 100mM, paramilo 25 mg/mi, NaF 17 uM, cafeina

1 mM pH 6), de esta solucién se tomaron 650 pl y se le adicionaron 5.5 uCi de
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14C-glucosa. Cada tubo con 25 i de mezcla de reaccién se incubé durante 5 min
a 37 °C, se adicionaron las muestras obtenidas y se incubaron durante 30 min a
37 °C. La reaccién se detuvo al agregar 25 pl de acido acético glacial y los
productos de la reaccién se absorbieron en papel filtro tipo Whatman 3 MM, los
filtros con las muestras se lavaron con etanci al 66% durante 20 min (dos veces) y
una vez mas con acetona. Una vez deshidratados los filtros se secaron, se
colocaron en viales, se les adiciond liquido de centellec y se les midié la
radiactividad en un contador de centelleo (Beékman clase 156000TSA).

Obtencién de paramilo

El paramilo se obtuvo siguiendo el método reportado por Yokota y col
(1982) con algunas modificaciones como se describe a continuacién. Las células
de Euglena gracilis se cosecharon por centrifugacién y se lavaron con solucion
amortiguadora de fosfatos, como se describié anteriormente. Posteriormente, se
lisaron con un sonicador Branson a una amplitud de 20 a 25 micrones, durante 3
min con intervalos de 30 seg en bafio de hielo. El lisado se centrifug6 durante 20
min a 1,200 X g y se conservd el precipitado que contenia al paramilo. El paramilo
se disolvié en SDS al 1% (p/) y se hirvié por 5 min para disolver los pigmentos
contaminantes y se centrifugd. Posteriormente, se sedimentd y lavd, primero con
SDS al 0.1 % hasta eliminar los pigmentos (3-4 veces) y posteriormente con HxO

destilada
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RESULTADOS

En las curvas de crecimiento de Euglena gracifis (Figura 1 A, B y C)
reafizadas en medio de glu-mal, se observa que el isoproterenol no tiene efecto
en la proliferacién celular a ninguna de las concentraciones utilizadas. Sin
embargo, la densidad poblacional a las 96 h presenta un incremento
estadisticamente significativo (p < 0.005) cuando el isoproterenol se utiliza a
concentraciones de 1y 10 pM ( 1Ay 1B).

En la figura 2 (A, B y C) se muestra las curvas de crecimiento de Euglena
gracifis cultivadas en medio de glu-mal en ausencia (controf) y en presencia de
epinefrina (el agonista adrenérgico natural) a concentraciones de 1, 10y 100 uM.
Cuando las células se encuentran en presencia de epinefrina 1 uM, se observa un
incremento .en la densidad poblacional a las 72 y 96 h, sin embargo cuando la
epinefrina se da a una concentracién de 10 y 100 uM no se observa ningun efecto.

Una caracteristica de Euglena gracilis es que puede crecer en diferentes
fuentes de carbono. Para evaluar si la expresion de un receptor p-adrenérgico en
Eugtené gracilis pudiera estar relacionado con la adaptacion al medio o a una
determinada fuente de carbong. Se cultivaron las células en medios que contenian
lactato o etanol, como fuente de carbono, en presencia de 1uM isoproterenol
(Figura 3). El resultado obtenido mostr6 que en las célutas cultivadas en medio-de
lactato, en presencia de isoproterenol 1 uM (Figura 3 A), o epinefrina 1 pM (Figura
4A), el crecimiento no se ve afectado con respecto a las células control y solo se
observa un incremento de la densidad poblacional a las 96 h; de forma similar a la
observada en células crecidas en glu-mal. Cuando las células son cultivadas en
medio de etanol en presencia de isoproterenol se observa una disminucion de la
poblacién a partir de las 72 h, ésta disminucién permanece también a las 98 h con

. respecto ai contro! (Figura 3 B). -

. Cuando el estimulo es dado por epinefrina 1uM, el crecimiento de las
células en medio de lactato (Figura 4) no se afecta, solo se observa una
disminucién de la poblacién a las 72 h, perc a tas 96 h |a poblacién de células es
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Figura. 1.- Efecto del isoproterenol sobre el crecimiento de Euglena gracilis. Las células de Euglena gracilis se
cultivaron en medio de glu-mal, sin {®) o con isoproterenc! (l}, a concentraciones de 10° M (panet A), 105 M (panel B) o

10™* M (panei C). Los valores representan la X + ES de 5 experimentos realizados por duplicade. * p < 0.005.
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Figura 3. Efecto del isoproterenol sobre el crecimiento de Evglena gracills cultivadas en
medio de lactato y etanol.

Las células de Euglena gracilis se cultivaron en medio de lactato (panel A} & etanol {panel B),
grupa control (®) 6 en presencia de isoproterenol 1 pM (W). Los valores representan la X + ES
de 4 experimentos realizades por duplicado. *p< 0.01
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Figura 4. Efecto de ia epinefrina sobre el crecimiento de Euglena gracilis cultivadas en
medio de lactato y stanol.

Las células de Euglena gracilis se cultivaron en medio de lactato (panet A) o etano! {panel B},

grupo control () o en presencia de epinefrina 1 uM (l). Los valores representanfa X + ES de 5
experimentos realizados por duplicado.” p < 0.01
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similar al control. Cuando las células son crecidas en etanol (figura 5 B),
presentan una disminucién de la poblaciéon a las 96 h similar al observado en
células crecidas en etanol cuando se estimulan con isoproterenol 1 yM.

Dado que el efecto de los agonistas isoproterenol o epinefrina sobre el
comportamiento del crecimiento poblacional se observé principalmente a las 96 h
en el medio de giu-mal, se elaboré una grafica de la comparacion del efecto de los
agonistas sobre la densidad poblacional a este tiempo. Cuando el estimulo es
dado por isoproterenol 1 & 10 uM la densidad poblacional se incrementa 15y 10%
respectivamente (figura 5). Cuando el estimulo es dado por epinefrina 1 puM la
densidad de la poblacién se incrementa 10% (figura 6). Este patron de
estimulacion en el incremento de la densidad de la poblacién a las 96 h, se
cbserva con ambos estimulos adrenérgicos, pero la mayor respuesta con
isoproterenol puede deberse a que posiblemente en esta participa un receptor de
tipo B-adrenérgico, ya que el isoproterencl es un agonista especifico para este
receptor.

La respuesta que se obtuvo con los agonistas adrenérgicos en las células
cultivadas en los diferentes medios fue diferente a las 96 h, por lo que se comparé
la produccién de AMPc de éstas células, en fase estacionaria. Con este fin, se
realizaron curvas de dosis respuesta (CDR) a los agonistas adrenérgicos. La
respuesta se midié6 como el cambio en la concentracion de AMPc durante 2
minutos. En la figura 7 se observa la CDR a isoproterenol en células provenientes
de los diferentes medios: glu-mal 6 lactato 6 etanol. Cuando las celulas cultivadas
en glu-mal se estimuiaron con isoproterenal (figura 7 A) se observé un incremento
pequefio (no significativo) de AMPc¢ a fa concentracion de 10 nM y este aumento
permanece constante para las diferentes concentraciones utiizadas. En células
cultivadas en lactato no hay un incremento de AMPc por el estimulo con
isoproterenol (figura 7 B). En células crecidas en etanol al dar el estimulo con
isoproterenol se observa que la estimulacion es dependiente de la concentracién,
enire 10 nM y 1 uM (significativa solo para 100 nM y 1uM), pero a aitas

concentraciones 1-10 uM se observa una disminucion de la respuesta por lo cual
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Figura .- Efecto del Isoproterenol sobre la densidad celular en cultivos de Euglena gracilis

en fase estacionaria.

Las células de Euglena gracilis se cuitivaron durante 96 horas en medic de glu-mal, sin (0} o con
isoproterenol a las concentraciones indicadas. Los barras representan la X t ES de 2 a §
preparaciones por duplicado {n= 4 a 10). Los valores se presentan como porcentaje de la densidad
celular obtenida a las 96 horas, que fue de 5.1 x 10°% células. *p < 0.001
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Figufa §.- Efecto de Ia epinefrina sobre [a densidad celular en cultivos de Euglena gracilis en

fase estacionaria. .
Las células de FEuglena gracilis fueron cultivadas durante 96 horas en glu-mal, sin {0} 0 en
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31



B A %1 B
" g ¢ §
=9 W ng =3
I3 i 5.2
R v 8 o~
= c e O
8's g2 9 I
8= & = 85
= == S E
E E E £15 - E L
EE 38" 3
< < <
25 10 - 10 -
T ] t | ] 1 1 | | t 1 ] 1 1
8 7 6 5 4 8 7 6 5 4 8 7 6 5 4

-Log (Isoproterenol) M

-Log [Isoproterenol} M - Log [!soproterenclj M

Figura 7.- Efecto de isoproterenol sobre la acumuiacion de AMPc en células de Euglena gracilis.

Las células de Euglena se cultivaron en los medios de glu-mal (panel A), lactato {panel B} o etanol (panel C); en fase estacionaria se cosecharon
y lavaron, como se describe en métodos y se incubaron con isoproterenol a las concentraciones indicadas en la figura, el incrementc de AMPc fue
determinado por radioinmunoensayo. Los valores representan la X £ ES de 7 experimentos realizados por duplicado.  *p <0.05
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podriamos pensar que a estas concentraciones las células podrian sufrir de una
desensibilizacién de la respuesta (Figura 7 C).

Cuando el estimulo adrenérgico es dado por epinefrina, se observa en la
CDR de las células cultivadas en glu-mat que a concentraciones de 10 a 100 pM
se presenta una produccion de AMPc dependiente de la concentracion, y que ésta
estimulacién es aproximadamente del 40% sobre el basal a la dosis maxima,
(Figura 8 A), no obstante, sdlo se trata de tendencias pues debido a la dispersién
de los datos, las diferencias no son significativas. Cuando la epinefrina se afiade
en las células cultivadas en etanol solo se observa un incremento en los niveles de
AMPc a la concentracién de 100 uM del agonista, (Figura 8 C), que tampoco
resulté significativo. En células crecidas en Iadéto el estimulo dado por epinefrina
no presenta ningun efecto sobre la acumulacién de AMPc, (Figura 8 B). El
isoprotereno! ejerce una estimulacién pequefia, sobre fa respuesta del segundo
mensajero en células de Euglena gracilis en comparacion con ia que puede inducir
este agonista en células de mamifero.

Los resultados obtenidos sugieren, que si Euglena gracilis presenta un
receptor tipo p-adrenérgico, éste podria ser un receptor. atipico, presente en
pequefias cantidades, o ser un receptor que presente un acoplamiento muy débil
entre los elementos de transduccién de la sefial.

Para ver, si la limitada respuesta adrenérgica se debe a la cantidad de
receptor, se realizaron ensayos de union a ligando para conocer el nimero y la
afinidad de dichos receptores en Euglena gracilis, crecidas en medio de glu-mat.
La curva de saturacién con el antagonista p-adrenérgico ['**]lodocianopindolol
(["51JICYP) se muestra en la figura 9. En esta se observa que existe una union
especifica con el antagonista que es saturable. Al realizar un anélisis de Scatchard
(inserto en la Figura 9) se calcula que el nimero de receptores es de 4.19 fmol/mg
de proteina de membrana y que ta Kq es de 73.9 pM, valor que se encuentra
dentro del rango reportado para receptores p-adrenérgicos. Dado que nuestro
receptor estd presente en pequefias cantidades no se pudo profundizar en la

caracterizacion famacolbgica.
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Figura 8.- Efecto de la epinefrina sobre la acumulacién de AMPc en células de Euglena gracilis. Las células de E. gracilis se cultivarcn en
los medios de glu-mal {pane! A), lactato {pane! B} y etanocl {panel C}; en fase estacionaria se cosecharon y lavaron como se describe en métodos
y se incubaron con epinefrina a las concentraciones indicadas en la figura. El AMP¢ fue determinado por radioinmunoensayos. Los valores
representan la X £ ES de 7 experimentos realizados por duplicado,
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Figura 9.- Ensayo de unidn con el radioligando ["“IJICYP en membranas de E. gracilis

provenlentes del medio de giu-mal.
El inserto corrésponde al regréfico de Scatchard realizado a partir de los datos obtenidos en la

saturacion. La grafica es representativa de 3 ensayos realizados por triplicado
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El acoplamiento de la sefial generada por un receptor B-adrenérgico con la
adenilato ciclasa es mediado por una proteina G;, éste sistema es bien conocido
en células de mamiferc. Esta proteina acopla la sefial recibida por el receptor y 1a
transmite a 1a adenifato ciclasa. Trabajos en el laboratorio sugieren la presencia
de una proteina G, en Euglena gracilis (Torres-Marquez y col., 1994). Para saber
si esta potencial proteina G, est4 acoplada a la adenilato ciclasa en Euglena
gracifis, se midi¢ la actividad de la adenilato ciclasa en ausencia o en presencia de
GTPyS y GMpNHpp, andlcgos del GTP no hidrolizables. En la figura 10, se
muestra que tanto GTPyS como el GMpNHpp estimulan la actividad de la
adenilato ciclasa de manera dependiente de la concentracion. La respuesta fue
mayor con GTPyS que con GMpNHpp, 50% vs 20% respectivamente a la
concentracién méaxima. Estos datos nos sugieren que la proteina Ga,, presente en
Euglena gracifis, esta acoplada de manera estimulatoria a la adenilato ciclasa.

Otra forma de ver el acoplamiento de la adenilato ciclasa con la proteina G,
consiste en activar a la proteina G, con toxina del cblera. Esta toxina permite la
disociacion de la proteina Gas del complejo By y la activacidon pemmanente de la
adenilato ciclasa. L.os resuitados obtenidos en este ensayo muestran que en fas
celulas de Euglena incubadas en medio de glu-mal con toxina del colera por 2 h,
se indujo un incremente en la produccidn de AMPc del 76% sobre el basal o
controi {la Tabla 11). Al obtener membranas de las células crecidas bajos las
mismas condiciones, se encontrd que la actividad de la adenilato ciclasa se
incrementd tres veces sobre la basal. Estos datos sugieren que la proteina de
tipo Gs en Euglena gracilis esta acoplada de manera estimulatoria a la adenilato
ciclasa.

El polisacarido de reserva en células animales es el glucdgeno, éste
polisacarido es utilizado cuando las células se encuentran en condiciones de
ayuno, el balance entre la sintesis y la degradacion del glucégeno es mediado por
regulacion alostérica (Ca®") y covalente (AMPc-PKA) de la glucégeno fosforilasa.
Euglena gracilis acumula paramilo, un polisacarido de reserva energética (glucosa;
enlaces § 1,3). La sintesis y degradacién del paramilo en Euglena gracilis no son
procesos del todo conocidos. Por otra parte, Euglena es capaz de generar AMP¢
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-Log [Analogos de GTP] M

Figura 10.- Estimulacién de la adenilato ciclasa por an&logos de
GTP en membranas de E. gracilis.

La actividad de la adenilato cictasa se ensayé por 10 min en
presencia de las diferentes concentraciones de los analogos de GTP.
Los valores son expresados como el porcentaje de la actividad basal,
la cual fue de 237 + 27 pmol/min/mg prot.
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BASAL PREINCUBACION
(pmol/1 07 células) CON TOXINA DEL COLERA
(pmol/min/mg proteina)

AMPc 677+0.78 11.9+12

Actividad de la 1458 + 2.7 54.48 £+ 5.1
adenilato ciclasa

Tabla i.- Efecto de toxina del célera sobre la acumulacién del AMPc en células y la actividad
de la adenilato ciclasa en membranas de Euglena gracilis. Las células cultivas en medio de giu-
mal, se incubarcn en amortiguador de fosfatos 10 mMa pH 7, en ausencia (control) 6 presencia de
toxina del célera {100 pM) durante 2 h, después las células se utilizaron para medir AMPc o para
obtener membranas y medir la actividad de la adenilato ciclasa como sé describe en la seccidn de
métodos. Los datos representan la X £ ES de 5 experimentos realizados por triplicado.

intracelular por lo que nos preguntamos si el AMPc podria regular el metabolismo
del paramiloc de manera semejante al metabolismo del glucdgeno en células
animales. La concentracion de AMPc depende de su sintesis y su degradacion,
proceso Ulltimo realizado por las fosfodiesterasas ‘del AMPc. Por lo tanto,
transferimos células que estaban creciendo en medio de glu-mal en fase
estacionaria al medio salino que sirve de base para los cultivos, pero en ausencia
de cualquier fuente de carbono. A éstos cultivos se les adicioné inhibidores de
fosfodiesterasas del AMPc; teofilina (10 mM) o cafeina (1 mM).

En la figura 11 A, se observa como se presenta una degradacion del 36%
del paramilo después de 48 h. Cuando se adicionaron los inhibidores de la
fosfodiesterasa, para evitar la degradacidn de AMPc, se observd, que en
presencia de teofilina (Figura 11 B) hay incremento en la sintesis del paramilo a
las 24 h y degradacion a las 48 h. Esta sintesis y degradacion del paramilo mostré
un patrén ciclico, con niveles por arriba dei basal de las células control. Las
células expuestas a cafeina, (Figura 11 C) mantienen el nivel de paramilo
practicamente constante.

A Debido a que ambos inhibidores de fosfodiesterasas utilizados presentan un
patron diferente, no podemos comparar la regulacién de la sintesis y degradacion
del paramilo en células de Euglena gracilis con el metabolismo del glucégeno en

células animales.
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Figura 11. Degradacién de paramilo en células de Euglena gracllis. Las células provenientes
del medio de glu-mal en fase estacionaria, se pasaron a un medio sin fuente de carbono y se
incubaron en ausencia (panel A) o en presencia de teofilina 10 mM (panel B) o cafeina 1 mM
{panel C). Se tomaron muestras a los tiempos de incubacién indicados y se les midid la cantidad de

paramilo.

Vale la pena mencionar, que la acumulacién de paramilo depende de la
fuente de carbono que utilice la céluta. La concentracion de paramilo en las células
provenientes de glu-mal, lactato y etanol en fase estacionaria es de 70,200y 600
pg de glucosa /10° células respectivamente.

Otra estrategia que se siguié para saber si el receptor p-adrenérgico
presente en Euglena gracilis funciona de manera similar al de células de
mamiferos, en la regutacién del metabolismo del glucogeno, fue la de medir ia
actividad de paramilo fosforilasa. La enzima equivalente en mamifero es la
glucbgeno fosforiiasa b y ésta es regulada por AMPg, tras la estimulacion con
isoproterenal. En la figura 12 se observa que al incrementar la concentracion de
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isoproterenol, la enzima paramilo fosforilasa se estimula ligeramente {12%)
aunque no de manera significativa. Desafortunadamente, no sabemos si esto se
debe a que el incremento de AMPc generado por ¢l estimulo no fue suficiente para
activar a la paramilo fosforilasa o que la enzima no es regulada de manera
semejante a la de los mamiferos, o que participan otros factores no evaluados.
Por ejemplo, que el paramilo pudiera haber tenido contaminacion con et SDS que
se usa para lavarlo cuando se extrae de las céluias, éste se lavod extensivamente
~ después de su extraccion, sin embargo no sabriamos la sensibiiidad de la enzima
a éste detergente en caso de que hubiera algdn residuo. No se uso paramilo
comercial porque no sabemos de algun distribuidor que lo tenga disponibte.
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Figura 12. Actividad de la paramiio fosforilasa de Euglana grachis. Las células provenientes de
medio de glu-mal en fase estacionaria se incubaron por 19 min. con isoproterenct a las
concentraciones indicadas, se lisaron y se les midié la actividad de paramilo fosforilasa como se
describe en |a seccién de métodos. Los datos representan laX ES de 3 experimentos realizados

por duplicado.
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DISCUSION

La regulacién de la actividad bicquimica en respuesta a sefiales externas es
un procesc extremadamente complejo, uno de los mas estudiados es el mediado
por los receptores acoplados a protelnas G. En tal caso fa activacién de un
receptor de superficie celular por un ligando especifico, conduce a la produccitn
de segundos mensajeros de bajo peso moiecular (AMPc, GMPc, 1P;, DG, etc.)

Los agonistas f-adrenérgicos, a través del AMPe¢, estimulan la proliferacién
celular en células paratiroideas de rata in vivo y en cultivo (Tsang vy col., 1980). La
regeneracion del higado de rata, timocitos, melanocitos y cultivos celulares
(Whitfield y col., 1970; Pawlek y col., 1975;1983 ;1987; Nakamura y col., 1983)
proveen también interesantes ejemplos de este mecanismo. En Euglena gracilis
se han observado variaciones de AMPc en ritmos circadianos (Carré y col., 1989)
los cuales coinciden con los picos en la sintesis de DNA (Carré y Edmunds, 1993).
En este trabajo se estudié la respuesta de agonistas p-adrenérgicos (isoproterenol
y epinefrina) en células de E. gracilis, en relacion con la proliferacién celular. El
segundo mensajero (AMPc) generado por el isoproterenol o la epinefrina no
participa en la proliferacién celular, como se aobserva en las curvas de crecimiento
de E. gracilis; sin embargo, estimuta un incremento en la densidad poblacional a
las 96 horas (fase estacionaria), principaimente cuando el estimulo es dado por
isoproterenol. Es posible que en este punto, el incremento de AMPc generado por
isoproterenol participe en una “prolongacién” de la sobrevida celular.

Por otro lado, la baja respuesta de epinefrina en la proliferacién celular de
E. gracilis puede deberse posiblemente a que ademas de iz estimulacién de los
receptores B-adrenérgicos, se estimulen los receptores op-adrenérgicos,
produciendo un efecto contrapuesto sobre los niveles de AMPC.

La estimulacion de E. gracilis, provenientes de diferentes medios de cultivo
(glu-mal, lactato y etanol) en fase estacionaria a tiempos cortos, por el agonista p-
adrenérgico, di¢ resultados diferentes de acuerdo amedic en que se cultivaron. En
células crecidas en glu-mal el nivel de AMPc se incrementé ligeramente y la
estimulacién se mantuvo constante a las diferentes concentraciones del agonista
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(0.01 a 100 pM). En las células cultivadas con lactato como fuente de carbono no
hubo incremento de AMPc por el agonista B-adrenérgico, mientras que en las
células crecidas en etanol .se observd respuesta estimuiatoria sélo a la
concentracion de 1 uM, no obstante al aumentar la concentracion del isoproterencl
se observs una disminucién de los niveles de AMPe. Este ultimo comportamiento
podria ser debido a una desensibilizacion de la respuesta. Cuando el estimulo es
dado por epinefrina, las células crecidas en glu-mal mostraron un incremento de
AMPc con cierta dependencia de la dosis del agonista hasta un maximo del 40%
sobre el basal que correspondio a la dosis méxima de agonista. La respuesta
estimulatoria de la produccién de AMP en células crecidas en etanol, solo se
presentd a la dosis maxima. Entonces, el estimulo generado por los agonistas
adrenérgicos sobre la respuesta del segundo rﬁensajero es muy pequefio, con
relacion al efecto que éstos agonistas tienen sobre células de mamifero.

Nuestros datos muestran solo tendencias en el incremento de la
acumulacién de AMPc estimulado por isoproterencl o epinefrina, ya que las
desviaciones estandar de la media son muy grandes (observadas en las graficas 8
y 9). E. gracilis desarrolla ritmos circadianos en células crecidas bajo ciclos de
tuz-obscuridad, ta modificacién en la duracién del ciclo se desfasé por 2 h cuando
se vario la periodicidad del ciclo luz-obscuridad (Carré y col, 1989).
Desconocemos s en E. gracilis crecidas en obscuridad constante como lo
hacemos en el |aboratorio se mantenga este ciclo circadiano y/o si la periodicidad
del mismo pudiera variar. Estos ritmos circadianos correlagionan con los niveles
de AMPc y nuestras determinaciones no se hicieren en horarios constantes, por lo
que creemos que esto podiia representar una de las razones para que la
estimulacién no se observara de manera constante. Por ejemplo, si se estimulara
una célula con una [AMPc} basal aita, podria no responder igual que una célula
cuyos niveles del segundo mensajero en ese momentoc son bajos. Por otro lado,
en la figura 13 se observa que la desviacion estandar de a media en la curva
patrén de determinacion de AMPc, de 4 experimentos diferentes es muy pequefia
(0.04 a 0.05), lo que nos permite descartar que las variaciones en la determinacién
del segundo mensajero se deban a problemas técnicos de la determinacion per se.
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Figura 13. Curva patron para la determinacién do AMPc.

La relacién bib, expresa la cantidad de AMPc marcado que permanece unido al anticuerpo
después de ir afiadiendo 1as concentraciones indicadas de AMPc no marcado. La relacion bibg
sbtenida de nuestras muestras de £, gracilis se interpolaron en este tipo de curvas, elaboradas en
cadauno de los experimentos para obtener las concentraciones del nuclettide correspondientes.
Los valores representan la X + ES de 4 experimentos por realizado duplicado.

Ademas de sugerir que la respuesta adrenérgica en células de E. gracilis
depende de las condiciones de crecimiento, la estimulacion de ta produccién de
AMPC pbr catecolaminas, nos sugiere que el recepter tipo B-adrenérgico de este
organismo pueda ser un receptor atipico, o que el receptor presente un
acoplamiento muy débil entre los elementos de transduccién de la respuesta.

Se ha detectado un receptor f-adrenérgico, en el protozoario parasito
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flagelado Trypanosoma cruzi y en esta tesis encontramos por estudios de unién
ligando ['*I]ICYP, también un receptor tipo pB-adrenérgico en E. gracilis. El
namero de receptores presente en membrana de E. gracilis es de 4.1 fmolimg de
proteina y una Kd 73.9 pM. Esto indica que el receptor se encuentra en pequeiias
cantidades en Euglena, si lo comparamos con los niveles de receptores presentes
en algunos tipos de células animales. Por ejemplo, en células de hepatoma AH130
y hepatocitos de rata el nimero de receptores es de 1928 o 69.9 fmolimg de
proteina respectivamente (Sanae y col., 1989; Garcia-Séinz y col.,1989), en las
células de corazén de hamster es de 37 fmol/mg de proteina (St-Onge, 1993) v en
higado de perro es de 67 fmolimg prot. {Garcia-Sainz y col., 1998). Cuando se
compara el nimero de receptores presentes en un organismo filogenéticamente
mas cercano, T. cruzi, observamos que aln en éste organismo existe un nimero
mayor de receptores comparadd con el de E. gracilis, 348 vs 4.1 fmolimg prot
respectivamente,

En este contexto se obtuvieron evidencias de que, la transduccion de la
sefial B-adrenérgica se manifiesta en un protozoario de vida libre como E. graciiis
y por tanto que el sistema de transduccién de sefiales aparece antes de la
divergencia de los parasitos y de los organismo flagelados de vida libre.

Elementos del mecanismo de transduccién del receptor p-adrenérgico que
participan cascada debajo de la proteina G, como son: la enzima gue sintetiza
AMP¢ o la adenilato ciclasa (Keims y col., 1973; Torres-Marquez y col., 1994;
Vega y col., 1996), la proteina aceptora de éste o PKA (Carré y col., 1992), estan
presentes en Euglena gracilis. Los receptores que activan de manera estimulatoria
a la adenilato ciclasa, lo hacen por medio de una protelna G, (Spiegel y col.,
1992). En el laboratorio se habla demostrado previamente la presencia de una
protefna tipo Gu, en E. gracilis, con un PM aproximado de 42 kDa, susfrato para
toxina del cblera y reconocida por un anticuerpo dirigido contra el decapéptido
carboxilo terminal de la subunidad Gos (Torres-Marquez y col., 1994). En éste -
trabajo, se demostrd que esta proteina esta acoplada con la adenilato ciclasa,
mediante la activacién de ésta dltima con analogos de GTP. Ademas se encontrd
que en membranas de células pre-incubadas con toxina del célera se induce la
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activacion de ésta enzima, al mismo tiempo que en células intactas se
incrementan tos niveles AMPc. Estos resultados nos indican la existencia de una
proteina G, acoplada a fa adenilato ciclasa en E. gracilis, que a su vez pueda estar
asociada con el sistema de transduccién acoplado al receptor de tipo pB-
adrenérgico. La proteina G acoplada con la adenilato ciclasa en E. gracilis, otro de
los elementos del sistema de transduccién que aparece en organismos
ancestrales del phylum Protozoa, antes de la divergencia de los parasitos.

Se pretendié también en este trabajo, explorar si el AMPc generado en
Euglena cumpliera una de las funciones gue tiene en las células de mamifero,
como es la regulacién del metabolismo del glucégeno. El glucégeno es el
polisacaride de reserva de células animales, el balance entre la sintesis y
degradacién de glucogeno es mediada por regulacion alostérica y/o covalente de
la glucégeno fosforilasa. Esta respuesta es modulada de manera alostérica por
Ca® y por regulacion covalente, ya que es fosforilada por la PKA. En E. gracilis el
polisacarido de reserva es el paramilo. Los experimentos realizados con teofilina y
cafeina, que son inhibidores de las diferentes familias de fosfodiesterasas
caracterizadas hasta ahora (Beavo, 1995), tuvieron e! fin de evitar la degradacion
de AMPc y asi incrementar sus niveles; esto nos permitiria estimular a la paramilo
fosforilasa por medio de Ia fosforilacién mediada por PKA. Al utilizar los inhibidores
de fosfodiesterasas se aobservd un comportamiento diferente para cada uno de
elios en la degradacién del paramilo: mientras que la teofiina incrementé los
niveles de paramilo, la cafefna no los modifico. En éste sentido, se ha reportado
que si bien la teofilina y/6 la cafeina pueden inhibir a las diferentes isoformas de
fosfodiesterasas, la Ki para cada una de ellas puede variar (Howell, 1993; Beavo,
1995), y desconocemos que isoformas de fosfodiesterasas estén presentés en
Euglena gracifis. Otra variable que no podemos descartar es que la permeabilidad
de la teofilina y la cafeina sean diferentes. En un futuro estos experimentos
podrian ir acompafiados con la medicion de los niveles intracelulares de [AMPc]
para corroborar que éstos compuestos estan ingresando a la célula e induciendo
los efectos sobre el nucledtido ciclico.

In vivo varias hormonas promueven la activacion de la glucégeno fosforilasa
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por medio de la fosforilacion de la enzima. Uno de los mecanismos de
transduccién involucrados en la activacién de la glucégenc fosforilasa es el
mediado por la estimulacion del receptor p-adrenérgico. En este frabajo al
estimulaf in vivo a la paramilo fosforitasa con isoproterenol (agonista f-
adrenérgico) se observé una pequena estimulacion del 12% de la actividad; sin
embargo, esta es una respuesta muy pequefia en relacién con la observada en
células de mamiferos. El que nuestros resultados solo muestren una tendencia en
la activaciéon de la paramilo fosforilasa puede ser debido a que el numero de
receptores p-adrenérgicos presentes en Euglena gracilis es pequefio y o
pobremeﬁte acoplado al sistema transductor.
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CONCLUSICN

Euglena gracilis presenta elementos de un sisterha de transduccién de sefales
que involucra la produccion de AMPc. Un pequefio nimero de receptores tipo f-
adrenérgico, una adenilato ciclasa Yy una proteina G, acoplada de manera
estimulatoria a la adenilato ciclasa. La produccion de AMPc estimulada por el
receptor no parece estar acoplada a la sintesis de paramilo, ni a la proliferacion
celular, por lo que el significado ﬁsiolégico de esta vfa aln esta por determinarse.
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