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RESUMEN

Se ha observado que el protozoario Fuglena gracilis tiene una importante tolerancia a
algunos metales pesados y una de sus respuestas es la sintesis de agentes quelantes como
fitoquelatinas y glutatién. Considerando que el sub-grupo de cinasas activada por mitégeno
(MAPK) denominado p38 responden a estimulos asociados con estrés, se analizd la
presencia de una cinasa con caracteristicas similares a las de una MAPKp38 en E. gracilis
y su respuesta frente al estrés por cadmio. Se realizd la immunoprecipitacitn e
identificacién de una cinasa con caracteristicas de una MAPKp38, con un peso molecular
de 38kDa, con actividad de cinasa, reconocida por anticuerpos especificos de pMAPKp38 e
inhibida por el inhibidor SB203580. Al realizar cultivos de £ gracilis en presencia o
ausencia de cloruro de cadmio 200 pM, se pudo observar en los cultivos con cadmio, la
activacién de esta cinasa a partir de una hora de exposicién y que dicha activacién se
mantenia en niveles altos indicando que [a exposicién a metales pesados induce respuestas
del tipo estrés. En un segundo tipo de células, unas células pre-adaptadas a una
concentracidén 1.5uM de clorure mercirico, se pudo notar una activacién de la cinasa
semgjante a una MAPKp38, ain al estar en un medio sin metales pesados, sugiriendo que
existe un cambio permanente en la £. gracilis generado por el contacto con mercurio. El

uso del inhibidor SB203580 in vivo, muestra que a una concentracion de 340uM el efecto

es toxico aungue esto no se puede relacionar directamente con la cinasa semejante a una

MAPKp38.




INTRODUCCION

Los metales pesados son sumamente toxicos para el ser humano asi como para los
organismos vivos, en particular el mercurio y el cadmio, pues la toxicidad de estos metales
s¢ basa en su union a proteinas abatiendo sus funciones. Sin embargo, algunos organismos
son capaces de tolerar a dichos metales e incluso llegan a ser resistentes por su gran
capacidad de adaptacion, un caso particular seria el protozoario Euglena gracilis (Navarro
et al., 1997, Aviles et al, 2003). Algunos mecanismos de defensa contra los metales
pesados son el impedimento del paso del metal a través de la membrana hacia adentro de la
célula, o la disminucién de su transporte, la expulsion activa, la compartimentalizacién de
los metales en algunos organelos, v otro método importante es la formacidn de quelatos que
engloban a los metales que son protefnas o péptidos como metalotioninas y fitoquelatinas,
volviéndolos menaos tdxicos. Se ha podido ver que la cinasa activada por mitdgeno (MAPK)
p38 activa a algunos factores de transcripcidn para la activacion de la sintesis de

filoquelatinas y sus precursores (Torres-Marquez ef af., 2001).

Las proteina cinasas son cnzimas que reconocen a otras proteinas especificamente ¥ que
fosforilan residuos de serina (Ser), treonina (Thr), tirosina (Tyr) e histidina (His),
provocando una activacién o una desactivacion, de acuerdo al caso, de vias de transduceidn
de sefiales particulares. Hay varios tipos de cinasas, el primer tipo son las de serina-
treonina, de éste se desprende la familia de las cinasas activadas por mitdgenos (MAFPK).
Una caracteristica tipica de las MAPK es que requieren una fosforilacion previa por cinasas
anteriores a éstas en la cascada de fosforilacidn, Existen tres familias de MAPK, y una de
ellas son fas MAPKp38; la MAPKp38, tiene un peso molecular de 38kDa, de alli viene su
nombre, su regién consenso tiene la secuencia: treonina-glicina-tirosing, Thr-Gly-Tyr
{Torres-Mérquez e al, 2001). La respuesta de fas MAPKp38& proviene de estimulos
asociados con estrés como radiacion ultravioleta, choques de calor y otros; por esta razon se
le nombra a esta familia proteina cinasas activadas por estrés. Los sustratos mas comunes
de las MAPK son diversos factores de transcripcion, es decir proteinas que modulan la
expresidn de genes. Para ¢l caso de la MAPKp38, se piensa que activa la sintesis de
fitoquelatinas y sus precursores, que quelatan a metales, como seria el caso del contacto con

cadmio.




Se puede pensar que la MAPKp38 se activa frente a un estrés por metales pesados ya que
es parte de cascadas de sefializacidn de respuesta a estrés, ademds, seria interesante
observar el comportamiento de dicha cinasa en un organismo con alta tolerancia a metales
pesados, por ello nuestro objetivo es el de determinar ta activacion de la MAPKp38 en el

mecanismo de respuesta a metales pesados en Euglena gracilis.
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I- ANTECEDENTES

1.1)  Las cinasas de proteinas o protein-cinasas y las cascadas de sefializacion

Algunos fenémenos como la apoptosis, el crecimiento de las células y su diferenciacion,
son regulados por sefiales que provienen del exterior de la célula; la informacién se
transfiere en la célula a través en una red de cruces entre vias de sefializacion que se conoce
como transduccion de sefiales. Las células reciben estas sefiales extracelulares por contacto
con otras células, ¢ por interaccién con sustancias al interior de la célula, o finalmente, por
el estimulo con un factor de seflalizacién soluble (Heldin, 2000). Una cascada de
sefializacién es un sistema de moléculas, por ejemplo proteinas transductoras, que unen la
recepcion de una sefial externa con la respuesta celular (Ferrell, 1999). Estas cascadas de
sefializacion pueden amplificar, filtrar, integrar y caracterizar las sefiales que se transmiten.

Las cascadas de transduccion de sefiales inician con una sefial externa a fa célula que
activa a los receptores. Los organismos pueden recibir sefiales gracias a estos receptores
que en general se encuentran a nivel de las membranas celulares: provocan una serie de
eventos cominmente llamada cascada de sefializacion, que modifican la actividad celular o
metabdlica para responder al estimulo dado. Los componentes celulares de una cascada de
sefializacion son los receptores en donde se recibe la sefial, los transductores que
comunican la informacién dentro de la célula, y los efectores que responden al estimulo
inicial. Un ejemplo de receptores serian los receptores de interleucinas, también conocidos
como receptores de citocinas, dentro de los transductores de esta via pueden encontrarse
algunas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK), v los efectores de respuesta serian los
factores de transcripeion que son activados por dichas cinasas (Heldin, 2000}

Las proteinas denominadas cinasas participan dentro de estas cascadas catalizando la
transferencia de un grupo tosfato de un polifosfato como el fosfato gama del ATP a algin
terminal receptor especifico que puede ser un atomo de oxigeno, de nitrogeno o de azufre,
dentro de una proteina blanco (Metzier, 2001); por ejemplo, las MAPK suclen activar a
factores de transcripcidn, que son proteinas que modulan la transcripcion de genes, al

fosforilarlos {Woodgett, 2000). Las cinasas gobiernan la regulacién de procesos esenciales

en la célula por esta transferencia (Sowadski ef af, 2000).




Las protefn-cinasas, 6 ATP fosfotransferasas, reconocen entonces a sus proteinas blanco
especificas y las fosforilan en residuos de serina, treonina o tirosina particulares
provocando uma activacion o una desactivacidn, de acuerdo al caso, de las vias de
transduccion de sefiales. Existen tres clases principales de cinasas que fosforilan a
proteinas: las de serina-treonina que transfieren un fosfato de ATP 2 un residuo de serina o
de treonina de la proteina blanco y se asocian abundantemente con sefializaciones en el
citoplasma; las de tirosina que transfieren un fosfato de ATP a un residuo de tirosina de la
proteina blanco y varios receptores de membrana se autofosforilan al ser activados por
factores de crecimiento y otros ligandos; y las de especificidad dual que transfieren fosfato
de ATP a unos residuos de treonina y de tirosina de la proteina blanco (Sowadski et a/,
2000). La fosforilacion reversible de protefnas es la base quimica de una gran cantidad de
sefiales de transduccién tanto en eucarionte como en procariontes. En células eucariontes
las proteinas se fosforilan principalmente en las cadenas laterales de serina, treonina o
tirosina; en cambio, en células procariontes existe un mecanismo de dos componentes en
donde se fosforila primero una cadena lateral de histidina y luego se transfiere el grupo
fosfato a un aspartato. Es frecuente la observacion de esta dicotomia pero no es absoluta ya
gue se encuentran cinasas de histidina/aspartato en eucarionte y cinasas serina/treonina en
procariontes (Hengge, 2003).

La fosforilacion se lleva a cabo gracias al grope -OH del residuo de interés, serina,
treonina o tirosina, un ejemplo muy esquematizado de la reaccién es el que se puede
observar en la figura 1-A: una molécula de ATP en contacto con la cinasa (modelo muy
simplificade) de serina-treonina provoca la fosforilacion de dicha cinasa activandola para
que a su vez fosforile a otras proteinas. La cinasa debe ser representada como una
estructura en tres dimensiones en cuyo sitio activo se encuentra el residuo que se va a
fosforilar, activando asi a la cinasa, y todos los demas residuos necesarios para la catélisis.
Una vez que se tiene en ésta un grupo fosfato, puede transferirse a su sustrato. En realidad,
es un esquema muy simplificado ya que las reacciones de desptazamiento nucleofilico de
fosforo, como seria el caso de la transferencia de un grupo fosfato de ATP hacia una
proteina, son mas complejas. Las ATP fosfotransferasas se forman por dos dominios con

plegamientos variables que tienen cavidades profundas que contienen a los sitios activos;




en el mecanismo de reaccion de las ATP fosfotransferasas, se sugiere que dichas enzimas

Teconocen y atrapan a sus dos sustratos, ¢l ATP y la
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Figura A-1: Reaccidn de fosforilacion de las cinasas de serina-treonina

proteina blanco, y después se cierran las cavidades del sitio activo para colocar a los
sustratos en una posicién adecuada para que se lleve a cabo la reaccién (Metzler, 2001).
Para la reaccion de sustitucion nucleofilica existen dos mecanismos posibles que serian el
mecanismo asociativo o Sy2 y el mecanismo disociativo o Syl. En este caso, al ser una
reaccion enzimatica, el mecanismo por el cual se realiza la sustitucidn es asociativo debido
a que las enzimas permiten la colocacion de los sustratos alineados adecuadamente para
este mecanismo. En la figura A-2 se puede observar una ecuacién general de sustitucién
nucleofilica pero se considera la posibilidad de tener un segundo estado de transicién ya
que el fosforo, a diferencia del carbono, puede tener una valencia de cinco. El nucledfilo Y
. que en este caso seria el residuo de serina, treonina o tirosina de la proteina blanco, ataca
al fosforo del grupo fosfato gamma del ATP pues al estar rodeado de oxigenos que son mas
elecironegativos, tiene una carga parcial positiva; se forma entonces un estado de transicidn
en donde Y, el fésforo gamma y lo que serfa el ADP se encuentran alineados, despuss, se
desprende el ADP obteniendo asi la sustitucidn nucleofilica en el fésforo (Metzler, 2001).

Cabe mencionar que la reaccién requiere comunmente de jones Mg para neutralizar las
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cargas negativas de los oxigenos del ATP que podrian aumentar la nucleofilia del grupo

ADP obstaculizando la sustitucion.

P
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Figura A-2: Mecanismo de sustitucion nicleofilica asociativa o Sy2. El nucledfilo Y~
ataca al fosforo que se encuentra deficiente de electrones, se forma entonces un primer
estado de transicidn pentavalente relativamente estable; en un segundo estado de
transicion, la carga negativa se distribuye en todos los enlaces P-O, finalmente se
desprende el producto de la sustitucién nucleofilica.

A pesar de que existe una cantidad enorme de cinasas y de que su regulacion es compleja,
existe un alto grado de conservacion en la evolucion no solo de las cinasas sino que
también de las vias en que participan. En muchos casos las cinasas tienden a activarse en
serie en las cascadas de sefializacion, esta organizacién en cadena de cinasas sirve para que
se presenten entrecruzamientos, diversas respuesias y se preserve la especificidad
(Woodgett, 2000).
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1.2- La MAPKp38

Del primer tipo de cinasas, las de serina-treonina, se desprende la familia de las cinasas
activadas por mitégenos (MAPK). Estas MAPK tienen una alta conservacidn entre los
organismos y sus pesos moleculares oscilan entre 38-55 kDa. Las subfamilias tienen
grandes similitudes con una homologia del 40% (Torres-Méarquez e al, 2001). La
activacion de las MAPK se realiza por diferentes cinasas en una region en donde se tiene la
secuencia treonina- Xaa-tirosina, Xaa es un aminoécido que varia de acuerdo a la subfamilia
considerada (Torres-Marquez ef af, 2001). La cascada de sefializacion de las MAPK se
forma basicamente con tres cinasa: la MAPK, las cinasas que fosforilan a la MAPK, es
decir las MKK o MEK, y las cinasas que fosforilan a las MKK o MEK que se conocen
como MKKK. Existen tres familias de MAPK que son: las que se activan por estimulos
extracelulares y que se encuentran involucradas en procesos de proliferacidn (ERK.1/2}, las
que son activadas por estrés de tipo metabélico vy fosforilan el N-terminal de c-JUN
(SAPK/INK), y las MAPKp38 que participan en fenomenos de estrés celular. Una
caracteristica tipica de las MAPK es que requieren una fosforilacion previa por cinasas

anteriores a éstas en la cascada de fosforilacion.

La MAPKp38, forma parte de una subfamilia de las MAPK y tiene un peso molecular de
38kDa, de alli viene su nombre. Su region consenso tiene la secuencia: treonina-glicina-
tirosina y de esta clase de cinasas se conocen 4 isoformas que tienen algunas caracteristicas
que las diferencian. Las cinasas que fosforilan a las MAPKp38 son las MKK3 y MKK6
{(Woodgett, 2000), v Ia respuesta de las MAPKp38 proviene de estimulos asociados con
estrés como radiacidn ultravioleta, choques de calor y oiros; por esta razdn se e nombra a
esta familia protein-cinasas activadas por estrés. Los sustratos mds comunes de las MAPK
son diversos factores de transcripcidn, es decir proteinas que modulan la expresién de
genes. Para el caso de las MAPKp38 también pueden fosforilar a otras cinasas. Algunos
ejemplos de factores de transcripcidn que son fosforilados por este tipo de MAPK serfan: el
factor de transcripcion de la familia C/EBP que se activa induciendo la diferenciacion de
eritrocitos por eritropoyetina, el factor activador de transcripcion 2, la proteina bésica de
mielina, el factor de transcripcién del complejo ternario, formado entre otros por los
factores de respuesta al suero y elementos de respuesta al suero; algunos ejemplos de

proteinas cinasas fosforiladas por la MAPKp38 serian: la MAPKAP cuya fosforilacion
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induce por ejemple 1a fosforilacién de una proteina de choque térmico como respuesta al
estrés oxidativo. La MAPKp38 también tiene una papel en la apoptosis que depende del
tipo de induccién y del tipo de célula, y ademas es selectiva (Torres-Marquez et al., 2001}
Entonces, 1a MAPKp38 es de gran importancia en las respuestas al estrés ya sea induciendo
factores de franscripcidén o a otras cinasas cascada abajo. Entre las respuestas en que
participa la MAPKp38 se encuentran, la diferenciacion celular, la apoptosis y la secrecién
de citocinas. De aqui surge el interés por estudiar las vias que conducen a su estimulacion y

los elementos posteriores a ésta,

1.3- Estrés por metales pesados y mecanismos de defensa

Los organismos vivos pueden sufrir de estrés debido a cambios del ambiente que los
rodea. Esto quiere decir que existen tensiones dafiinas para dichos organismos que van
desde la temperatura, el flujo de agua, el viento, hasta la presencia de sustancias toxicas
como metales pesados. Los tipos de estrés se clasifican a como abidticos o ambientales, y
bidticos o biolégicos (Rhodes y Nadolska Orczyc, 1999). Los abidticos o ambientales son
los que dependen de condiciones del ambiente en que se encuentra el organismo, y los
bidticos o bioldgicos son los que se basan en la convivencia con otros seres vivos. Cuando
se encuentra un organismo en presencia de metales pesados se considera que se trata de un

estrés abidtico.

Los metales pesados se definen como aquelios metales que tienen una densidad superior a
5 gem™! (Herrera Estrella ef af, 1999). Todos ellos son toxicos a altas concentraciones por lo
que los organismos tienen que responder activamente para protegerse del envenenamiento
en sitios contaminados. Entre fos metales pesados se encuentran el cadmio y el mercurio,
este altimo es conocido por ser uno de los metales mas toxicos para ¢l ser humano as{ como
para muchos otros organismos. El cadmio se encuentra dentro del segundo periodo de
transicion y es considerado con el plomo y el mercurio, como uno de los tres grandes
venenos entre los metales pesados. Este metal siempre se encuentira con un estado de
oxidacién de +2 en sus compuestos. Al encontrarse justo debajo del zinc en la tabla
periddica de los elementos, ¢l cadmio tiene un comportamiento similar al del zinc y esto

puede formar parte de su toxicidad pues el zinc es un elemento esencial que puede ser
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sustituido por el cadmio (Manahan, 1992). El cadmic ataca principalmente al higado, los
rifiones y los huesos. Este metal se acumula en el cuerpo con una vida media entre 20 y 30
afios en el ser hunano y afecta a ciertas enzimas responsables de la absorcion de proteinas
en los rifiones. También ataca a otras enzimas importantes en ¢l metabolismo energético. El
cadmio se utiliza para recubrir metales contra la corrosion, como un constituyente de
baterias, y en la manufactura de ciertos plasticos. Otro metal pesado muy tdxico es el
mercurio y s¢ encuentra justo abajo del cadmio en la tabla periddica y tiene muchos usos
como en lAmparas de mercurio, bombas de vacio, vilvulas, sellos, entre otros, y también los
derivados de este metal tienen usos interesantes. Se puede inhalar al mercurio elemental y
los compuestos inorganicos de mercurio se pueden absorber por el intestino. El Hg(O) se
acumula generalmente en el cerebro pues es liposoluble, mientras que el Hg(Il) tiende a
acumularse en los rifiones (Manahan, 1992). El mercurio, como el cadmio, tienen una
fuerte afinidad por los grupos sulfidrilo de las proteinas como las enzimas, la hemoglobina
y la albumina, afectando sus funciones. La presencia de mercurio en el cuerpo afecta al
sistema nervioso dafiando a la barrera hematoencefélica. Esto muestra bien que estos dos
metales pesados son sumamente toxicos para el ser humano asi como para los organismos
vivos pues la toxicidad de estos metales se basa en su unién a protefnas y tejidos y estas

moléculas son muy similares entre diversas especies.

A pesar de estar tratando con sustancias de alta toxicidad, algunos seres vivos han
encontrado mecanismos de defensa frente a jos metales pesados: se puede unir el metal a la
pared celular o a la cara externa de la membrana plasmatica impidiendo su paso hacia el
interior celular, otra posibilidad es que se reduzca el transporie a través de la membrana
celular, también existe la expulsion activa por medio de Ja cnal se permite que salga una
mayor cantidad del metal de la que entra en la célula, ademds también se puede
compartamentalizar al metal para que quede secuestrado en algunos organelos, igualmente
existe la posibilidad de quelar al metal por proteinas o péptidos como metalotioninas y
fitoquelatinas, compuestos organicos como sulfuro o fosfato, volviéndolo menos téxico, y
finalmente existe la opcién de precipitar y atrapar a los metales por secrecidon de
compuestos en el medio extracelular (Cervantes y Moreno-Sanchez, 1999). En el caso
particular del mercurio, diversos organismos lo pasan a un estado de oxidacion 0 que es

menos toxico que el Hg(11).
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1.4 — Euglena gracilis

Algunos organismos, al exponerlos a metales pesados sin llegar a una dosis letal, llegan a
adquirir una cierta tolerancia e incluso llegan a ser resistentes a dicho estrés adaptandose asi
a su medio. A este fendmeno se le llama aclimatacion (Herrera Estrella et o/, 1999). Un
ejemplo bastante particular es el de la Fuglena gracilis, pues se ha estudiado que dicho
organismo puede preadaptarse a la presencia de mercurio para darle una mayor tolerancia
después a otros metales pesados como cadmio (Navarro er al., 1997). Este organismo se
clasifica como un protozoario. Hs capaz de vivir en un medio con o sin luz, teniendo
cloroplastos y mitcocondrias al vivir en un medie con luz, v inicamente mitocondrias al
vivir en la oscuridad. Puede ser entonces un organismo cuya fuente energética es la
fotosintesis es decir un autitrofo, o puede alimentarse por el medio en el que vive con
fuentes de carbono diferentes del CO; es decir un heterdtrofo (Navarro ef af, 1997), esta es

una de las caracteristicas de la especie de Euglena gracilis.

Otras caracterfsticas de la Euglena gracilis es que se tiene un flagelo que por tanto le
permite nadar para encontrar su comida, ver figura A-3; por otro lado tiene una especie de
ajo fotoreceptor que le sirve para localizar la luz (Buetow, 1999). Fuglena gracilis vive en
el agua dulce, incluso en los charcos, y puede ser un signo de que el agua en que se

encuentra esta contaminada pues come algas y se amalgama formando suspensiones verdes.

Palicula

15 Ty a4 I Yacuoks

Cloroplasts

Veruoi contrdctl
! Paramilo

Mukchan

Figura A-3: Esquema de Euglena gracilis.
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Por el medio en el que vive la Euglena, se dice que es un protozoario de vida libre, es
decir que no es parasito y el hecho de vivir en un medio que puede cambiar mucho hace
que se pueda adaptar a circunstancias diflciles como cambios bruscos de concentracion de
componentes del ambiente en el que vive. Esta adaptacion es caracteristica del género pues
se encuentran especies que viven en aguas residuales, en la nieve, en aguas de mina de
carbén que son muy acidas. En particular, la especie E. gracilis sobrevive a temperaturas de
1°C a 38°C y pH de 2.3 a 11 (Buetow, 1999). De misma manera se puede pensar que se
adapta posiblemente a Ia presencia de metales pesados por lo cual es interesante estudiar

dicha interaccion.

Los organismos celulares del género Fuglena tienen una estructura compleja y muestran
caracteristicas tanto animales como vegetales. Las diversas especies conocidas son
asexuales y se reproducen por fision binaria (Buetow 1999). La especie de Euglena gracilis
tiene una longitud de aproximadamente 50m y un ancho de aproximadamente 10 pum con
una apariencia alargada, ver figura 2. Los cloroplastos de esta especie son labiles v se
pueden perder ficilmente, por lo tanto, esta especie puede perder su color por varios

agentes como temperatura arriba de 34°C, o antibidticos.

Se Ilega a asumir que la mayoria de las mutaciones de la Euglena no son cromosomicas y
que provienen mas bien de los genomas de mitocondrias o de plastidos. Como la Evglena
es un aerobio y requiere de oxigeno para sobrevivir, las mutaciones a nivel de la
mitocondria que afecten sus funciones serian letales, en todo caso para las que se cultivan a
oscuras, Ademés, teniendo mdas de 500 mitocondrias por célula, es poco probable que una
mutacion en una mitocondria se segregue para formar una linea celular (Schiff ef al., 1968).
Experimentalmente se sugiere que las mutaciones a nivel del genoma de cloroplastos son
las que se observan, y se asume gencralmente que sucede lo mismo con el DNA de

plastidos.

Un mutante es aquella cepa que tiene una aiteracion de su fenotipo que es heredable.
Existen diversos tipos de mutantes de Euglena que se han clasificado como: mutaciones
que afectan el color de la colonia, mutaciones que afectan las funciones fotosintéticas,
mutantes tesistentes a farmacos, mutantes sin movimiento, mutantes resistentes a la

temperatura, mutantes auxotropicos, mutantes de morfologia celular y mutantes de
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morfologfa colonial. Al mutante, para identificarlo, se le da un cddigo de cuatro letras que
describe el fenotipo de aislamiento, que depende de la clasificacién anterior, la especie
parental, el mutigeno utilizado y si se ha cultivado al mutante con ¢ sin luz (Schiff ef al.,
1968). La especie parental puede ser B de Euglena gracilis Klebs var.bacillaris,

Pringsheim, o Z de Euglena gracitis Klebs, cepa Z, Pringsheim.

Por las caracteristicas seflaladas en los parrafos anteriores, se puede notar que este
microorganismo es facil de cultivar. Ademas fue uno de los primeros microorganismos
domesticados para el uso en el laboratotio, se regenera en 10 a 25 horas. Sus propiedades
dependen del medio en el que se le cultiva, ¥y como tiene una gran flexibilidad en
morfologia, fisiologia y bioquimica, es un organismo bastante popular. Como se pueden
aislar diversos organelos de esta especie, se permite un estudio de procesos bioldgicos y
bioquimicos a nivel del nicleo vy de organelos subcelulares. Ademds se pueden hacer
distinciones entre esta especie y los eucariontes més evolucionados para adquirir
informacion relativa a evolucién (Buetow, 1999).

A la Euglena se le han dado usos diversos: se ha utilizado para ensayos de determinacion
vitamina B12, para monitorear radiaciones ultravioletas y solares artificiales, es un sistema
de purificacionde aguas contaminadas, sirve de bioreactor en la produccitn de vitamina E y

para la transformacién de terpencides y compuestos asociados.

1.5- Cascada de sefializacion en E. gracilis con MAPKp38 y estrés por metales
pesados.

E. gracilis tiene una tolerancia importante a algunos metales pesados (Navarro et af.,
1997). Anteriormente, para empezar a elucidar el mecanismo que tiene este organismo para
tolerar al mercurio, se realizd un estudio {Devars ef al, 2000} del cual se obtuvo como
conclusidn que en realidad la volatilizacién biolégica del mercurio no es un mecanismo
realmente efectivo para su eliminacién por el protozoario; sin embargo, se observa un alto
contenido de glutatién en la célula. En otro trabajo (Aviles ef al., 2003), se encontrd que las
c¢élulas de E. gracilis que se exponen por varias generaciones a una dosis ligera de mercurio
(11} adquieren un cambio permanente que mejora su resistencia a un estimulo posterior con
cadmio. En estos estudios se pudo observar que hay una compartimentalizacion del cadmio

en las mitocondrias y que ademas aumentan los niveles de malato, cisteina y glutation en la
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célula y la mitocondria. De aqui se deduce que podrian existir dos mecanismos de
tolerancia del organismo a los metales pesados: por un lado hay compartimentalizacion del
metal y ademds se estdn sintetizando compuestos quelantes. Por lo que se observa en ¢se
estudio, parece haber una modificacion permanente dentro del mecanismo de respuesta de

E. gracilis frente a metales pesados al tener una exposicién previa a mercurio.

Para entender la interaccién de la Euglena gracilis frente a metales pesados, se tiene que
pensar en la posibilidad de una cascada de sefializacion que explicase estos hechos. A
continuacidn, se puede observar un esquema simplificado de lo que esto significa y en qué

parte entrarian las MAPK en la figura A-4,

Este esquemna es muy simplificado y representa lo que podria estar pasando como respuesta
al estrés por metales pesados. El primer paso es el estimulo de cadmic en la membrana
celular, este cadmio puede estar penetrando en la célula, incluso se ha podido estudiar que
efectivamente se acumula en las células de Fuglena gracilis (Navarro et af., 1997), y una de
las posibles entradas de dicho metal pueden ser los canales receptores de otros metales con
carga similar, en particular el zinc. Esto provocaria fa activacion de diversas cinasas, como
son las dos descritas anteriormente, es decir l]a MKKK y la MKK o MEK, hasta llegar a la
MAPKp38 que a su vez toma una via para activar algunos factores de transcripcion

{Torres-Marquez ef al., 2001).

Estimulo externo :
Luz, citosinas, metales pesados J Transportadores de Fe®*, Ca2+, n*

Activacion de factores de transeripeiin |

wEC sintetasa

LisH sintetasa | Tl »
< > Y+EC, GSH, P(
P similetasi =

Figura A-4: Transduccidn de seflales en Euglena gracilis frente 2 un estimulo de cadmio.
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Los factores de tramscripcion a su vez, activan a las sintetasas descritas en el esquema y
esto permite la sintesis de vEC, GSH y PC {fitoquelatinas y sus precursores) (Mendoza-
Cozatl et af., 2002). Finalmente, las fitoquelatinas permiten formar quelatos con el metal
invasor para inhibir en lo posible los dafios que ocasiona (Cervantes y Moreno-Sanchez,

1999).

En el modelo propuesto ya se han estudiade diversos pasos del mecanismo descrito, pero
aun no se sabe si la MAPKp38 se encuentra efectivamente en la cascada de seflalizacion
presentada. Por lo tanto, para estudiar como reacciona la Euglena gracifis frente al estrés
por metales pesados, nos proponemos analizar la presencia de la MAPKp38 en diversos
cultivos de este protozoario, que hayan sido expuestos a metales pesados, para demostrar su
importancia como factor de respuesta. También se propone ver si la activacién de la

MAPKp38 es un factor que trasciende con la preexposicion a metales pesados.
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2- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipétesis: Al estar en contacto con metales pesados como el Cd** o el Hg™', el organismo
Euglena gracilis tiene un mecanismo de respuestza en donde interviene una cinasa

semejante a MAPKp38,

Objetivo general: Determinar la intervencién de una cinasa semejante MAPKp38 en el
mecanismo de respuesta a metales pesados de Euglena gracilis y observar 1a temporalidad

de la activacion de la cinasa frente al estimulo de cloruro de cadmio (II).

Objetivos particulares:

- Montar una técnica de separacién e identificacién de una cinasa semejante a
MAPKp38 de Euglena gracilis a partir de técnicas como la electroforesis,
inmunoprecipitacién, inmunoblot, transferencia de proteinas, y revelado.

- Identificar a la cinasa que se ha separado a través de su ubicacidn en un western y
observando su actividad al estar en presencia de un inhibidor especifico.

- Estudiar las diferencias entre los lisados de los cultivos en los diferentes medios:
unos controles sin metales pesados, unos controles preadaptados a la presencia de
mercurio, unas muestras con presencia de cadmio en organismos sin adaptacion y
unas muestras con presencia de cadmio en organismos preadaptados a la presencia
de mercurio.

- Trabajar a diferentes tiempos de estimulo con cloruro de cadmio (II) durante el
cultivo, observando [a presencia de una cinasa semejante a MAPKp38 fosforilada
con el uso de anticuerpos especificos.

- Analizar el efecto in vivo de un inhibidor especifico de una cinasa semejante a la
MAPKPp38 sobre la cinasa estudiada gracias al estudio de la curva de crecimiento de
la Euglena gracilis en los diferentes medios de cultivo utilizados.

- Deducir como interviene la cinasa semejante a la MAPKp38 de Euglena gracilis en

la respuesta del microorganismo a un estimulo de Cd** 200pM.
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3- PARTE EXPERIMENTAL

3.1- Reactivos y material

Las materias primas para realizar los diferentes amortiguadores provienen de Sigma,
Tecsiquim y Baker.

Los anticuerpos para la inmunoprecipitacion de MAPKp38 total son policlonales de chivo y
provienen de Santa Cruz Biotechnology con numere de catdlogo sc-335-G, se generaron,
Este anticuerpo estd dirigido contra los altimos 20 aminoacidos del carboxilo Terminal de
la MAPKp38 de ratén y se ha probado por Santa Cruz que reconoce el antigeno en raton,
rata y humano.

Los anticuerpos para el inmunoblot de la MAPKp38 fosforilada son: un anti-fosfo-
MAPKp38 de conejo que proviene de Cell Signaling con niimero de catilogo 92118, estos
anticuerpos policolonales se generaron imnunizando congjos con un fosfo-péptido sintético
correspondiente a los residuos alrededor de Trel80/Tirl182 de la MAPKp38 humana, y el
segundo anticuerpo es un anti-conejo de chivo de Zymed con nimero de catilogo 81-6120.
La proteina A-sefarosa es de la marca RepliGen y su niimero de catalogo es el IPA300,

La cristaleria y el material de plastico provienen de Corning, Nalgene, Pyrex, Kartell,
Wilson,

Se utilizan lo agitadores MAXI ROTATOR vy ORBIT SHAKER, ambos de Lab-Line
Instruments Inc..

Para centrifugar se utiliza una centrifuga Universal 32-R con refrigeracién de Hettich
Zentrifugen.

Las muestras se congelan en un congelador REVCQO a -70° C.

Para los revelados se utilizan placas de Kodak y soluciones de Kodak y de Pierce.

Las cdmaras de electroforesis vy tranferencia provienen de Owl Scientific Products.

El sonicador es un Soniprep 150.
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3.2- Desarrollo experimental

En esta seccion solo se incluye a la figura Exp-1 en donde se resummen en forma de un
esquema simple las etapas principales del procedimiento global que se comenta en la

seccidn 3.3.

Cultive de células | Cultivo de células | Cultivo de eélulas | Cultivo de células

de Euglena | de Euglena | de Englena de Euglena
gracilis control gracilis con | gracilis gracilis
cadmio preadaptadas a preadaptadas a
mercurio mereuric en un

medio con cadmio

l o

Lisado de las células con un buffer de lisado y con

sonicado
Medida de proteina Inmuneprecipitacion
de los lisados por el > de MAPKp38 total en
método de Lowry 1mg de proieina

AR TR T
L LT 11

Transferencia del =

gel a una Carga y corrida de
membrana de \am las muestras en an
nitrocelnlosa gel de poliacrilamida

Inmunoblot ¥ revelado

Figura Exp-1 : Esquema simplificado de la metodologia general de este trabajo
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3.3- Metodologfa global
Cultivos y condiciones de crecimiento

Lo primero que se lleva a cabo es la siembra de cultivos stock de Euglena gracilis Klebs
cultivadas a oscuras para los diversos ensayos requeridos. En general las siembras se
realizan de 50mL o 100mL de acuerdo a la cantidad de células requeridas en los ensayos
posteriores y se mantienen en agitacion orbital. El medio en el que se siembran las células
es en todos los casos un medio con Acido lactico como fuente de carbono y que contiene
vitaminas (Schiff e al., 1971). Se tiene disponibilidad de dos stock: uno control y otro que
contiene mercurio en una concentracién de 1.5uM de cloruro de mercurio (H). El cultivo se
inicia con 0.2¥10° células/mL para los controles y de 0.3*10° ¢élulas/mL para los medios
con mercurio (Navarro et af., 1997). Se cambian los cultivos a un medio fresco cada 3 o 4
dias. El conteo de células se realiza mediante una cdmara de Neubauer con una dilucion de
1:10 con agua inmovilizando con 4cido clorhidrico concentrado.

Para cada ensayo se prepararon 4 matraces con medio y vitaminas: uno control, uno con
cadmio, uno de preadaptadas a mercurio y uno de preadaptadas a mercurio con cadmio. Los
ensayos tienen una composicién similar a la de los stock, pero en ¢l caso de las
preadaptadas a mercurio, ya no se agrega mercurio al medio, ¥ en el caso de las que
contienen cadmio la concentracion final es de 200pM de cleruro de cadmio (II). En estos
ensayos, se variaron los tiempos de cultivo para observar los resultados correspondientes,

los tiempos estudiados fueron de 30minutos, 1, 2, 5, 8, 24, 48 y 96 horas.
Lisado e inmunoprecipitacion

Una vez concluido el tiempo de incubacion de cada ensayo, se realiza una centrifugacion
de las células durante 8 minutos a 4000rpm para eliminar el medio de cultivo. Para romper
las células se ocupa un buffer de lisis utilizado anteriormente para la obtencion de
MAPKp38 (Franco ef af., 2001), se realiza todo en frio a 4°C, y se sonican las células con
pulsos de 30 segundos 12 micrones ¥ 30 segundos de reposo, se repite tres veces el

procedimiento.
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Para medir proteina se ocupa el método de Lowry que consiste en el uso de reactivo
fendlico de Folin y un tratamiento alcalino con cobre en donde se detectan principalmente
los residuos de tirosina y de triptofano; la reaccién se lleva a cabo en dos pasos: la reaccion
del cobre en medio alcalino con la proteina y después la reduccion del reactivo
fosfomolibdico-fosfotungstenico, o reactivo de Folin, con la proteina pre-tratada con cobre
en medio alcalino (Lowry et al. 1951). De esta manera se calcula el volumen para tener
lmg de protefna total para inmunoprecipitar. Entonces se le agrega a este volumen de
lisado una cantidad de 0.8uL, equivalente a 160ng de anticuerpo policlonal de conejo de
MAPKp38 total, es decir no fosforilada y fosforilada, se realiza una incubacién, se le
agregan después 160ul. de proteina A-sefarosa (RepliGen), se incuba, y finalmente se
elimina ¢l sobrenadante por centrifugacion. Se le agrega a las perlitas de proteina A-
sefarosa el buffer de muestra para la corrida de las muestras en un gel de archilamida de

acuerdo a la metodologia descrita previamente (Franco R., 2001).

Corrida de gel y transferencia

Una vez cargados los inmunoprecipitados de los cuatro cultivos en un gel concentrador de
acrilamida al 4%, se realiza la corrida en un gel de corrida de acrilamida al 10%, de
acuerdo al método de Laemli (1970); utiliza para el gel separador Tris 1.5M pHB.8, y para
el gel concentrador Tris 0.5M pH6.8. Se trata de una electroforesis SDS-PAGE y se corre a
30mA. Después se realiza una transferencia a una membrana de nitrocelulosa durante una
hora y media a 90V. Finalmente se tifie el gel con Coomasie y la membrana con Poincean S

para corroborar la eficiencia de la transferencia.

Inmunoblot y revelado

Si la transferencia fue buena, se procede al inmuoblot. Para ello se lava bien a la
membrana hasta que no esté roja y entonces se puede poner 2 bloquear en una solucion de
TBS con 5% de leche durante una hora a temperatura ambiente y en agitacion. Después de
esto se agrega el primer anticuerpo que en general es de anti-PMAPKp38 (Thr180/Tyr182)
de conejo 1:3000 en TBS, y a veces se ocupa anti-MAPKp38 total en la misma
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concentracién; se deja incubando toda la noche en el refrigerador. El siguiente dia se lava
primerc a la membrana varias veces con TBS y tween at 0.1% (TBS-T) v luego se le pone
el segundo anticuerpo que es antiinmunoglobulina del animal de! que proviene el primer
anticuerpo unido a una peroxidasa, el anticuerpo estd en una concentracion de 1:10000 y se
incuba media hora a temperatura ambiente. Una vez mds se lava bien a la membrana con
TBS —T y después con TBS sin detergente. Finalmente se procede al revelado agregando a
la membrana luminol y buffer de perdxido, se exponen las placas a la membrana, se
revelan, se lavan, se fijan, se vuelven a lavar y se dejan secar para su observacitn y

interpretacion.
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4 - RESULTADOS OBTENIDOS
4.1)  Identificacion de una cinasa semejante a MAPKp38

Se ha reportado, en diversos organismos y microorganismos como levaduras, la existencia
de la familia MAPK (Woodgett, 2000), sin embargo, para ¢l microorganismo Euglena
gracilis no se ha reportado alin su existencia. Para poder estudiar la participacion de una
cinasa semejante a MAPKp38, se utilizaron anticuerpos especificos de MAPKp38 para
inmunoprecipitarla ¥ posteriormente ver si se encontraba activa por medio de anticuerpos
contra la forma fosforilada o medir su actividad in vitro. En el analisis por Western blot, se
encontro la banda de una cinasa semejante a la MAPKp38 activada o p-MAPKp38, con un
peso molecular de 38kDa que corresponderia a la MAPKp38 Ver figura R-1A. En los
experimentos donde se utiliza un anticuerpo para inmunoprecipitar una proteina, se espera
que si la region inmunogénica con la que se preparé el anticuerpo es reconocida por éste, la
proteina deber4 precipitarse, con otras protefnas que puedan acompafiarla, de tal manera
que encontrar una banda con el peso molecular esperado es una evidencia un tanto
indirecta de la presencia de la protcina de interés. No obstante, en la membrana el
anticuerpo que se utilizd para reconocer a la proteina semejante a la MAPKp38 es diferente
al utilizado para la precipitacién y generado contra la regién que se encuentra fosforilada en
la proteina activa (pTrel80/pTyr182), que vale la pena resaltar se encuentra altamente
conservado en la escala filogenética (Chang er al, 2002), lo cual impone una cierta
restriccion al reconocimiento inespecifico. Considerando lo débil que puede ser aun esta
evidencia fue interesante corroborar que una actividad de cinasa que utiliza un sustrato,
reconocible por la MAPKp38 (factor activador de transcripcion 2 -ATF), se encontraba
presente en el inmunoprecipitado; ver figura R-1B. De manera que de aqui en adelante
denominaremos a la banda reconocida por el anticuerpo pMAPKp38, proteina semejante a
la MAPKp38, con todas las salvedades que implica el establecimiento definitivo de la
identidad de Ia proteina como la obtencion del gen y/o la secuencia a partir de la proteina,
pues esto si bien es parte de las metas que se tienen en el laboratorio, se encuentran dentro

de las atendibles a un mediano plazo.
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Figura R-1: Reconocimiento de la proteina semejante a pMAPKp38 y determinacitn de la

actividad de cinasa in vitro.

Las Euglenas control o las pre-tratadas con Hg (pre-Hg) se incubaron por 48 hs en ausencia
o en presencia de CdCl; 200 pM, se inmunoprecipitaron con el anti-MAPKp38 y se realizé
el Western (A) con el anti pMAPKp38 o se midio ta actividad de cinasa in vitro (B)
utilizando ATF como sustrato.
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Como parte de la identificacién de la actividad semejante a MAPKp33, se probd su
susceptibilidad al inhibidor especifico de MAPKp38 (Torres-Marquez M-E et al. 2001)
cuyo nombre es SB203580 que inhibe a las isoformas MAPKp38c y p33p y cuya

estructura se observa en la figura R-2.

MNH [ 4]
E ( } g
A1
CH,

Figura R-2 : Inhibidor SB-203580, su nombre exacto es
4-(4-fluorofenil}-2-(4-metilsulfinilfenil)-5-(4 .piridil} 1 H-imidazo!

Se realizé un ensayo de actividad ir vifro con este inhibidor en cultivos de 48 horas de
exposicion a cadmio; las muestras preparadas fueron un control, unas celulas con
exposicion a cadmio y unas células con exposicion a cadmio pero en presencia de
inhibidor. Se puede observar en la fig R-3 que la activacion producida por la exposicion a

Cd*", se disminuye casi a nivel basal en presencia del inhibidor SB 203380,

~s —» p-ATF
Cd> - + +
SB 203580 - + -

Figura R-3: Efecto del inhibidor SB203580 sobre la actividad de la cinasa semejante a
MAPKp38.

Las Euglenas se incubaron en ausencia o en presencia de CdCl, 200pM por 48 horas, se
procesaron para obtener la actividad de cinasa asociada con el anti-MAPKp38 y se realizo
el ensayo de actividad en presencia o en ausencia del SB203580 100pM.
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4.2} Tiempos largos:

La MAPKp38 es una cinasa de respuesta a estrés como choque térmico o choque osmotico
{Johnson y Lapadat 2002), por ello se esperaria que al exponer a Euglena gracilis al estrés
por metales pesados, como es el caso del cadmio, la cinasa semejante a MAPKp38 se
active. Se expusicron dos cultivos diferentes de Euglena gracifis a cloruro de cadmio
200uM, el primer cultivo era de células control (C), es decir que no han estado en contacto
con ningiin metal, mientras que ¢l segundo cultivo era de células preadaptadas a mercurio
(pre-Hg) 1.5 puM, es decir que levaban varias generaciones en contacto con cloruro
mercirico. Los tiempos considerados corresponden a tiempos de culiivo de las células con
o sin cadmio en el medio. Lo que se considerd como tiempos largos fueron tiempos de 48
horas en adelante ya que en estos tiempos se tienen las fases de crecimiento exponencial y
estacionaria del microorganismo (ver més adelante en esta seccion de resultados las curvas
de crecimiento). Para tiempos largos se escogieron placas para la cinasa semejante a la
MAPKp38 fosforilada represemativas de cuatro experimentos de cultivos de 48 horas y de

96 horas, éstas ultimas seleccionadas como caracteristicas de cada fase de crecimiento.

Como resultado de la exposicién a cadmio a tiempos largos se puede observar, en la figura
R-4 que a 48 y 96 horas, la cinasa se encuentra activada o fosforilada en mayor proporcién
que sus controles, cuando las células han estado en presencia de CdCl; 200pM. Ademds, en
el carril en donde se tiene la muestra de células preadaptadas a mercurio, ya sin un estimulo
de metales pesados, se puede observar una banda de la cinasa fosforilada que es mas tenue
que en el caso donde hay exposicién adicional a cadmio. Finalmente, comparando a los dos

cultivos con cadmio, parece ser que la banda que proviene de células control es més intensa

que la banda que proviene de células preadaptadas a mercurio.




CdCl, 200 uM - + -+

Células C + + - -

Celulas Hg - - + 4+
48 horas P-MAPKp38
96 horas p-MAPK p38

Figura R-4: Activacion por Cd*" de la MAPKp38 (P-MAPKp38) de Ias células control, y
pre-adaptadas a mercurio.

Las Euglenas control ¢ las pre-tratadas con Hg (pre-Hg) se incubaron por 48 hs y 96 hs en
ausencia ¢ en presencia de CdCl: 200 pM, se inmunoprecipitaron con el anti-MAPKp38 y
se realizo el Western con el anti pMAPKp38.
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43) Tiempos cortos:

En tiempos largos se observé que desde 48 horas de exposicion a cadmio ya hay una
fosforilacién de la cinasa semejante a MAPKp38, esto nos sugiere que la respuesta que
produce esta fosforilacién se genera en la fase de adaptacion del microorganismo, lo cudl
tiene sentido pues el microorganismo debe sensar el medio durante esta fase. Se ha visto
anteriormente que la MAPKp38 responde de manera muy rdpida a los estimulos
extracelulares tales como estrés oxidativo o nitrosativo (Capone et al., 2004), y estrés
osmotico (Kiiltz y Avila, 2001), estos tiempos de activacion llegan a ser de hasta 15
minutos después de la exposicién. Los tiempos cortos, son los que corresponden a la fase
lag o fase de adaptacién del microorganismo, estos tiempos tegan entonces hasta 24 horas
de exposicion a cadmio (ver mas adelante en esta seccion de resultados las curvas de
crecimiento). Para dichos tiempos se selecciond un rango de 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3
horas, 8 horas y 24 horas. Estos resultados se presentan en la figura R-5.

A treinta minutos de exposicién a cadmio, se observa una activacion marginal en las
células control que no se supera por la exposicion a Cd*". En las células preadaptadas a
Hg”' se observa que [a enzima tiene una actividad basal mucho mayor que la de las células
control, no obstante, la presencia de Cd*" no provoca una mayor activacion de la cinasa en
dichas células. A partir de una hora de exposicién a cadmio en el cultivo, se empieza a
observar una fosforilacion de la cinasa semejante a la MAPKp38 en las células control, que
es mucho mayor a lo observado en ambos cultivos de células preadaptadas a mercurio, en
donde no se observa todavia activacion por Cd*'. En los tiempos siguientes se conserva esta
importante fosforilacion de ta cinasa en el carril de células control expuestas a cadmio. A
partir de dos horas de cultivo se puede ver que la cinasa semejante a MAPKp38 fosforilada
tiene un basal activado que no es superado por la estimulacion por Cd”". No obstante las
células pre-adaptadas muestran un incremento en la forma fosforilada de la cinasa
semejante a la MAPKp38 entre 2 ¥y 5 horas en respuesta al Cd”', para posteriormente

mantener una actividad semejante a sus contrapartes no expuestas a este estimulo.
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Figura R-5: Activacién por Cd*" de la cinasa semejante a MAPKp38 de las células
control, y pre-adaptadas a mercurio a tiempos cortos. Las Euglenas contrel o las pre-
tratadas con Hg (pre-Hg) se incubaron los tiempos indicados en ausencia o en presencia de
CdCl; 200 pM, se inmunoprecipitaron con el anti-MAPKp38 v se realizé el Western con el
anti pMAPKp38.
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4.4)  Curvas de crecimiento

De los experimentos anteriores pudimos observar que el cadmio estimulaba a la cinasa

semejante a MAPKp38, lo que nos llevaba a plantear la posibilidad de que podria participar
en alguno de los eventos que estimulan su resistencia a metales pesados. Entre los eventos
que se disparan por el cadmio, esta la produccion de agentes quelantes de metales pesados
como las fitoquelatinas y sus precursores (Aviles et al, 2004). Estos fenémenos parecieran
tener un arranque visible a las 48 horas, por lo que si tenfamos la posibilidad de inhibir a la
cinasa semejante a la MAPKp38 antes de las 48 horas, podriamos predecir si ésta tiene
alguna participacién en dichos eventos.
Por otro lado se pudo ver en la primera parte de la seccidn de resultados, que el inhibidor
especifico de MAPKp3§ inhibe a ésta o una cinasa semejante de Euglena gracilis en un
ensayo in vifro. De tal manera que podiamos explorar si la exposicion de las células al
SB203580 in vivo tenia algiun efecto sobre la capacidad de resistir a los metales pesados,
por la sobrevida, Por esto, se realizaron curvas de crecimiento en medios con y sin cadmio
con el inhibidor SB203380 en diferentes concentraciones; los resultados obtenidos se
pueden observar en las graficas G-1, G-2, G-3 y G-4 , en donde se ocuparon las
concentraciones de inhibidor 340 pM, 100nM, 1uM y 10 1M respectivamente.

El crecimicnto poblacional de Euglena (C) se lleva a cabo en tres fases que censisten en
una fase lag que dura alrededor de 24 hs, seguida por una fase exponencial o de crecimiento
acelerado durante las 48 y 70 horas, para estabilizarse posteriormente en lo que se conoce
como fase estacionaria, la cual seguimos hasta las 96 hs. Cuando a las células se les afiade
200 pM de CACl, (C+Cd*") su crecimiento se ve practicamente bloqueado (80% respecto
a las células control). Las células pre-adaptadas a mercurio (pre-Hg), al estar en un medio
sin metales pesados, tienen a partir de 48 horas de cultivo un crecimiento més lento (30%
menor) que las células control e incluse no logran llegar a tener la misma densidad al cabo
de 96 horas. Al exponer a estas células al reto con CdCl, (pre-Hg + Cd*"), se observa que si
bien el crecimiento poblacional decae solo es en una proporcion del 38% a las 96 hrs. Estas

observaciones son muy semejantes a las realizadas previamente (Avilés et af, 2003).

33




Solo cabe hacer que nuestra poblacién pre-Hg alcanza una menor densidad poblacional a
las 96 hrs., pero la resistencia a Cd*" es mayor que en los trabajos previos, posiblemente

por una mayor cantidad de subcultivos en Hg?' (Figs G-1 a G-4).

Si el inhibidor SB203580 entra a la Euglena gracilis, es muy probable que esté inhibiendo
a la cinasa semejante a MAPKp38 que se encuentra en el citosol de la célula. Se pensaria
que el SB20:3580 podria afectar dnicamente a las células en contacto con cadmio ya que la
cinasa se activa al contacto con dicho metal, mieniras que los cultivos sin metales pueden
no tener minguna reaccidn particular. La constante de inhibicion de SB203580 para la
cinasa es de 0.034mM con MgATP como sustrato (Torres-Marquez et al, 2001), en un
primer experimento se utilizd un exceso (340 pM) de este inhibidor en el medio de cultivo
para ver si estaba entrando a las células. Los resultados de este experimento se pueden
observar en la gréfica G-1. Para esta concentracion, se observa que el crecimiento se inhibe
en los cuatro cultivos diferentes (células con o sin cadmio), indicando que el inhibidor esta
entrando 2 las células pero que esta afectando su crecimiento e incluso tuvo un efecto
toxico. Para evitar esta consecuencia y tratar de ver un efecto parcial sobre la enzima
probamos concentraciones menores de inhibidor. No se observa alguna respuesta particular
en las tres gréficas, es decir a concentraciones de inhibidor de 100nM (gréfica G-2), 1pM
(grafica G-3) v 10 uM (grafica G-4), el crecimiento es muy similar entre los cultivos con

inhibidor y sin &l.
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Gréfica G-1: Efecto de SB-203580 340 pM sobre el crecimiento de Englena gracilis cony
sin cadmio.

Las células se incubaron como se describio en la seccion de Parte experimental, el inhibidor
SB203580 (SB) se afiadié a la concentracion indicada, después de 24 hs de iniciado el

cultivo.
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Grifica G-2: Efecto de SB-203580 100 nM sobre el crecimiento de Fuglena graciiis cony
sin cadmio.

Las células se incubaron como se describié en la seccion de Parte experimental, el inhibidor
5B203580 (SB) se afladio a la concentracién indicada, después de 24 hs de iniciado el
cultivo.
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Grifica G-3: Efecto de SB-203580 1 pM sobre el crecimiento de Euglena gracilis con'y

sin cadmio.

Las células se incubaron como se describio en la seccion de Parte experimental, el inhibidor
SB20358(0 (SB) se afiadié a la concentracion indicada, después de 24 hs de iniciado el

cultivo.
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Grafica G-4: Efecto de SB-203580 10 uM sobre el crecimiento de Euglena gracilis con y
sin cadmio,

Las células se incubaron como se describio en la seccion de Parte experimental, el inhibidor
SB203580 (SB) se afiadic a la concentracion indicada, después de 24 hs de iniciado el
cultivo.
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5- DISCUSION

A lo largo de este proyecto se ha hablado de la cinasa como una MAPKp38, sin embargo,
en Euglena gracilis no se ha reportado la existencia de dicha cinasa, en este trabajo surgen
varios puntos que apuntan hacia la existencia de una cinasa que comparte alguna de sus
propiedades. En primer lugar, al realizar ensayos de actividad con las proteinas
inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-MAPKp38 y ATP marcado con fosforo
radioactivo y poder observar la fosforilacién de un sustrato (en este caso ¢l ATF), se pudo
ver que efectivamente se obtenia una actividad de cinasa. Por otro lado, el peso molecular
de la cinasa fosforilada/activada de los Western donde se midio su actividad es de
aproximadamente 38kDa, que es una de las caracteristicas de las MAPKp38. Ademas, la
estructura de la cinasa obtenida con un anticuerpo especifico de pMAPKp38 (vs
pTrel180/pTyr182) a partir del lisado de células debe de ser bastante semejante a la de una
MAPKPp38 para poder ser reconocida por éste, pues este fragmento fosforilado constituye
“la firma caracteristica™ de esta familia de MAPKp38 (Chang et al, 2002). Cabe recordar
que esta familia de cinasas se encuentran altamente conservadas entre los organismos
{Torres-Marquez et al., 2001) y por Yo tanto puede incluir a la Euglena gracifis. Finalmente,
un inhibidor competitivo especifico (LoGrasso et al., 1997), de MAPKp38a y p38p, el
§B203580, inhibe la fosforilacion del ATF en ensayos in vitro. Es claro, que la
demostracion concluyente de la existencia de una cinasa homologa a la MAPKp38 en £
gracilis, se tendra que establecer cuando se de fe del gen que la codifica y/o la purificacion
de la proteina con lo cual se tendrd una entidad fisica especifica con una secuencia de
aminoacidos o nucledtidos que pueda compararse en algin banco de datos con ofras
proteinas de la misma familia. En el laboratoric se estd trabajando en identificar y clonar
este posible gen.

Nos interesaba conocer ¢l estado de activacion de la cinasa semejante a MAPKp338, en
estados donde las Euglenas empiezan a mostrar un crecimiento diferente, al comparar a las
poblaciones pre-expuestas a Hg™" o no, particularmente cuando se exponen a Cd>*, por el
hecho de que la civasa semejante a MAPKp38 podria tener un papel en esta fase y esto se

denotaria en primera instancia por su activacion. Este estado es sostenido durante la fase

estacionaria y de alli la seleccion de las 96 hs.




A 48 horas, como a 96 horas, se nota que la fosforilacion es distinta entre unos cultivos y
otros. Parece ser que la presencia de cadmio activa de manera importante a la cinasa ya que
en los carriles de control con cadmio y de células preadaptadas a mercuric con cadmio,
hubo una activacién mayor que en los respectivos controles. Ademdas se pudo notar que la
cinasa en las células preadaptadas a mercurio sin metales pesados en el medio, presenta
una actividad basal que es superior a la de las células control. Estos resuliados indican que
hay una activacién de la cinasa semejante a la MAPKp38 generada por la presencia del
cadmio y parece ser que esta activacion se mantiene en la fase estacionaria de crecimiento
del microorganismo.

Con estos resultados podemos confirmar que la exposicidon a metales pesados induce
respuestas tipo estrés, pues la cinasa semejante a la MAPKp38 sec esta activando. Por otro
lado pareceria que la pre-exposicién a Hg®' mantiene un estado activadoe de la cinasa
semejante a la MAPKp38 que podria favorecer su rnejor respuesta adaptativa, como se
puede deducir de su mayor resistencia al reto posterior con Cd*. Tanto la pre-exposicién a
Hg™, que muestra un basal activado de la cinasa semejante a la MAPKp38, como la
tetencidn de esta actividad a 96 horas nos habla de la cinética de activacién de la cinasa

semejante a la MAPKp38 a largo piazo.

En una variedad de sistemas estudiados en respuesta al estrés (Capone ef al., 2004; Kiiltz
y Avila, 2001) se ha observado que este tipo de cinasas tienen una activacion rapida, por
lo que se realizaron ensayos a tiempos cortos. El resultado de treinta minutos indica que,
como se habia observado a tiempos largos las células preadaptadas a mercurio tienen
siempre una cantidad apreciable de cinasa activada y este no es el caso de los cultivos que
no han estado expuestos a metales pesados. También se podria pensar que dentro de los
cambios que sufre la Euglena gracilis por la presencia de mercurio, como serfan un
aumento en los niveles de tioles en la célula y un mayor almacenamiento de cadmio en
éstas (Aviles et al., 2003), podria estarse manteniendo de manera permanente una cierta
activacion de la cinasa semejante a la MAPKp38. No obstante, la respuesta a cadmio de las
células de Euglena gracilis a 1 hora muestra una tendencia diferente, parece que €s un
tiempo suficiente para que la presencia de cadmio provogue una fosforilacion de la cinasa

en las células que nunca habian estado en contacto con metales pesados. También aumenta
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la fosforilacién de la cinasa semejante a MAPKp38 en las células pre-adaptadas a mercurio
estimuladas con cadmio en relacidn a las pre-Hg. Esto nos sugiere que las células estan
respondicndo después de una hora a la presencia de metales pesados activando a la cinasa
semejante a la MAPKp38, el mecanismo es muy rdpido y no se sabe exactamente qué papel
tiene la cinasa en la respuesta al estrés por metales pesados. La tendencia observada a 1
hora de estimulo es la que se observa a 48 horas de estimulo y se podria haber esperado que
se conservara constante en los diferentes tiempos de exposicion.

En algunos tiempos cortos hay una fosforilacion basal en las células control que no han
tenido contacto con metales pesados. Fsto sugiere que los estados de activacion de la cinasa
semejante a la MAPKp38 se regulan por mecanismos endogenos, ejemplos de esto pueden
ser los ritmos circadianos. En éste sentido se sabe que los niveles de AMPc en E. gracilis
varfan con el ritmo circadiano y las actividades de la adenilato ciclasa y la fosfodiesterasa
tienen una variacion en su actividad congruente con Jos cambios del metabolito. Esto es, la
actividad de adenilato ciclasa aumenta mientras que la fosfodiesterasa de AMPc disminuye,
cuando aumentan los niveles de éste metabolito (Mohabir y Edmunds, 1999). Mo obstante
s¢ desconocen todavia los mecanismos gue conllevan a la orquestacion de tales
modificaciones de las actividades enzimdticas. De tal manera que nuestras comparaciones

se establecieron con su correspondiente control de poblaciones nunca expuestas al cadmio.

Los experimentos de activacion diferencial de la cinasa semejante a la MAPKp38 por
exposicion a Cd** y/o pre-exposicion a Hg®* sugerian una participacion de ésta, por lo que
quisimos probar si la inhibicién in vive de esta activacién tenia un efecto sobre un
parametro muy general aunque complejo, como 1a sobrevivencia. Para estos fines se utilizé
al 8B203580, considerando que habia demostrado inhibir a la enzima in vitro (fig R-3).

En los experimentos donde se usé un exceso de inhibidor (340puM), se encontrd un efecto
téxico del mismo, por lo que se sugiere que este si puede penetrar a la célula. Dado que la
accion del inhibidor es competitiva frente al ATP (Lo Grasso ef af. 1997), se podria sugerir
que a tales concentraciones este efecto no sea tan especifico y pudiera estar afectando a
otras cinasas. Se ha encontrado que este inhibidor puede inhibir también a cinasas como las
RiPK2, la Raf y la GAK (Rockey v Elcock 2005). El SB3203580 también inhibe la

sefializacion del TGFP que es un factor de crecimiento involucrade en la regulacién de la
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proliferacion celular, la diferenciacién, [a apoptosis v la migracién en eucariotes complejos
(Yakymovych e ai, 2002). Por lo tanto podria ser comprensible que este inhibidor tenga
una cierta toxicidad para la E. gracilis en una conceniracion tan elevada. También existen
casos en que se ha asociado a la MAPKp38 con proliferacion (Yang et of, 2004) celular
pero no estd muy claro en qué manera estd participando en este Ultimo proceso. La
activacion de la MAPKp38 tiene generalmente efectos en el incremento de la actividad
transcripcional particularmente en moléculas pro-inflamatorias, también se asocia con la

apoptosis vy la diferenciacion celular

El inhibidor de la MAPKp38 SB203580 estd teniendo un efecto téxico en una
concentracion elevada, pero este efecto no permite identificar un papel claro de la cinasa
semejante a la MAPKp38 al responder a la presencia de metales pesados. Por tal motivo
utilizamos concentraciones menores del inhibidor.

Se disminuyd la cantidad de inhibidor en el medio de cultivo para ver si se podia notar un
efecto del mismo tinicamente en las células en presencia de metales pesados, para ello se
utilizaron las tres concentraciones diferentes de inhibidor, de 100 nM, 1 pM y 10 pM. En
nuestro trabajo, no se ve un efecto en la mortalidad del microorganismo a las
concentraciones de SB203580 de 100nM, 1pM y 10uM, pero tampoco tuvo algin efecto
sobre la respuesta a metales, que sugitiera que a estos niveles de inhibicién de la cinasa
semejante a la MAPKp38, estuvieran afectando la respuesta a metales pesados. La
inhibicién con SB203580 del receptor de TGF tipo 1, tiene algunas similitudes con la que
tiene la MAPKp38, en particular que el orden de concentraciones para observar la
inhibicion in vitre es muy similar en ambos casos. Se ha observado que ¢l efecto inhibitorio
del SB203580 sobre el receptor mencionado in vivo se da a una concentracion de 10uM
(Yakymovych er of 2002). Por ser la proliferacion un proceso tan complejo en su
regulacion por la necesidad natural de preservarlo por la naturaleza, efectos més especificos
de la participacion de la cinasa semejante a MAPKp38 en la respuesta a metales pesados,
como la produccion de fitoguelatinas se estan evaluando en el laboratorio. Estos
experimentos permitiran demostrar si la activacién que se observa de la cinasa semejante a
la MAPKp38 tiene una participacion en ]a respuesta a metales pesados o si solo se trata de

un epifendmeno. Un gjemplo de éstos procesos se observd cuando un estimule hipo-
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osmotico activé a la MAPKp38 en neuronas, mientras que su inhibicién no modifico la
liberacién de osmolitos compatibles que s una respuesta a este estimulo (Morales-Mulia et
af, 2001).
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6- CONCLUSIONES

Diversos experimentos realizados en este trabajo nos permitieron identificar a una enzima
con actividad de cinasa, cercana a un peso de 38kDa, reconocida por anticuerpos
especificos de pMAPKp38 e inhibida por el inhibidor SB203580, todos estas caracteristicas
nos perntiten concluir que observamos una cinasa que podria ser una MAPKp38 en el

microorganismo E. gracilis .

El uso de un anticuerpo policlonal especifico de MAPKp38 fosforilada para determinar
semi-cuantitativamente la activacion de la cinasa resulta efectivo pues se confirmaron los

datos con ensayos de actividad con fosforo radicactive.

Existe una activacion de la cinasa semejante a la MAPKp38 provocada por la presencia
del cadmio y parece ser que esta activacién es rapida y después se mantiene en la fase
estacionaria de crecimiento del microorganismo. Esto indica que la exposicion a metales

pesados induce respuestas tipo estrés

La célula estd respondiendo después de una hora a la presencia de metales pesados
activando a la cinasa semejante a la MAPKp38, 1o cual confirma que la activacién es muy

rapida.

El inhibidor SB203580 a una concentracién elevada tiene un efecto claro de toxicidad en
E, gracilis, lo que no implica que la toxicidad esté relacionada con la cinasa semejante a
MAPKp38.
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8- APENDICES

Técnicas utilizadas

Electroforesis en gel (SDS-PAGE)

La electroforesis es la aplicacion de las técnicas de separacion de macromoléculas en un
campo eléctrico en funcion de su tamafio v carga eléctrica superficial (Reina (1) 2003). El
método consiste en inmovilizar a las proteinas en estudio en un material gelatinoso (gel)
hecho con almid6n, poliacrilamida o alguna otra sustancia, en este caso se trata de
potiacrilamida. La electroforesis de preteinas en geles con una matriz de poliacrilamida,
comunmente denominada electroforesis en poliacrilamida (PAGE, 'polyacrilamide gel
elecirophoresis’) es una de las técnicas mas ampliamente usada para caracterizar mezclas
complejas de protelnas. La electroforesis en poliacrilamida es un método conveniente,
ripido y econdmico a nivel de musestra pues se requieren sdlo cantidades del orden de
microgramos de proteina.

Las proteinas se constituyen de aminoacidos y se sabe que existen unos aminoécidos
determinados que presentan grupos R capaces de adquirir una carga eléctrica cuando se
encuentran en disolucién. Esta es positiva para los aminodcidos basicos, lisina, arginina e
histidina (al aceptar protones del medio) y negativa para los aminoacidos acidos, dcido
aspartico y glutdmico (al ceder protones al medio). La carga eléctrica neta de una proteina
dependerd de los aminodcidos que la constituyan y del pH de la disolucion. Las proteinas
presentan una carga eléctrica neta si se encuentran en un medio que tenga un pH diferente
al de su punto isoeléctrico v por 50 tienen la propiedad de desplazarse cuando se someten a
un campo eléctrico. La velocidad de migracién es proporcional a la relacidn entre las cargas
de la proteina y su masa. Cuanto mayor carga por unidad de masa mas rapida sera la
migracion.

Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacitn de la acrilamida por accién de
un agente entrecruzador, la bis-acrilamida, en presencia de un iniciador y un catalizador.
Como iniciador se suele utilizar TEMED (N,N,N,N'-tetrametilnediamina) y como iniciador

el i6n persulfato (S5:045) que se aflade en forma de persulfato aménico. La porosidad del gel
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la determina las proporciones relativas de poliacrilamida y bis-acrilamida, siendo menor el
poro cuanta mds bisacrilamida contra acrilamida se use. El porcentaje total de
acrilamida/bisacrilamida determina el rango de separacién del gel. Habituatmente los geles
se denominan en funcién del porcentaje de acrilamida/bisacrilamida que contienen. Asi, la
mayoria de fas proteinas se separan bien en el rango 5 a 10%. Un menor porcentaje (mayor
tamaiio de poro) es mejor para separar proteinas de gran tamafio.

En la electroforesis SDS-PAGE, se ocupa en la constitucién del gel un detergente que es
el dodecilsulfato de sodio (SDS) y que desnaturaliza a las proteinas. Se utilizan
generalmente dos geles para preparar la corrida de una electroforesis: el gel concentrador
con un rango de entrecruzamiento de = 4% y con un pH de 6.8 para tener a todas las
proteinas en un mismo estade inicial; y el gel de corrida con un entrecruzamiento variable
segin los casos y en nuestros experimentos es de =10% y un pH de 8.8 para permitir la

separacidn de las proteinas teniéndolas cargadas negativamente (Reina (1) 2003).

Transferencia de proteinas o Western Blot, Inmunoblot.

La transferencia de proteinas ¢ 'blotting' supone la inmovilizacion de las proteinas sobre
membranas sintéticas, seguido de la deteccién empleando sistemas especialmente disefiados
para la tincién de ‘blois' (Reina (2) 2003). El méodo mas potente es el denominado
"Western blot' en el que las proteinas son separadas en primer lugar mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida y posteriormente se transfieren a una membrana (de
nitrocelulosa) mediante la aplicacién de un campo eléctrice perpendicular al gel. Las
ventajas de transferir a las proteinas son que permiten una tincion y destincién més rapidas,
se detectan cantidades menores de proteina y es mas comodo de manipular.

Todo procedimiento de 'blotting' consta de 5 etapas:

- Inmovilizacion de proteinas sobre la membrana.

- Saturacion de todos los lugares de unién de proteinas de la membrana no ocupados,
o bloqueo. Esto se puede hacer con leche.

- Incubacion con e anticuerpo primario especifico de la proteina de interés.

- Incubacién con anticuerpos secundarios, o reactivos que ligan al anticuerpo

primario, unidos a enzimas u otros marcadores.

50




- Incubacion con los sustratos apropiados para formar productos que se puedan
visualizar en el lugar en donde se encuentran las bandas de la proteina. En este caso
se utiliza un anticuerpo secundario con peroxidasas en un medio con luminol y
perdxido de hidrogeno que permite la fluorescencia de los sitios marcados para

identificar a la proteina de interés por revelado de una placa fotografica.

Inmunoprecipitacién

La técnica de inmunoprecipitacion (Herbour y Lane 1988) es de gran importancia ya que
al acoplarla con la electroforesis en gel se pueden determinar caracteristicas importantes del
antigeno como son: cantidad y peso molecular.

Los diversos pasos que cuenta la inmunoprecipitacién son los siguientes, ver figura 4:

- Marcado del antigeno. En nuestro caso este paso no se realiza ya que el
reconocimiento de la protefna se realiza durante la transeferencia con los
anticuerpos especificos.

- Lisis de la célula para liberar al antigeno. Se ocupen diversos tipos de bufier de lisis
y en general la lisis se puede realizar con detergentes, por un método mecanico, o
por congetacidn y descongelacion. Se tienen que inhibir a las proteasas bajando la
temperatura y con inhibidores de proteasas. Las variables importantes de un buffer
de lisis son: la concentracion de sales, el tipo de detergente. la presencia de cationes
divalentes y el pH. En nuestre caso, se describira la composicion del buffer ocupado
més adelante, ademas se ocupa sonicado de células.

- Formacion de complejo anticuerpo-antigeno. Se trata de un paso simple en donde se
consideran las variables de cantidad de anticuerpe agregado, ¢l volumen final y el
uso de anticuerpos de inmunoglobulinas. Nosotros ocupamos anticuerpos
policlonales por lo que ¢l volumen no tiene gran importancia.

- Purificacion de los complejos inmunes. Se wtilizan reactivos secundarios que se
unen al anticuerpo como redes con anti-immunoglobulinas que fuego se separan por
centrifugacién. Otra opcidén es el uso de una fase sélida que contiene alguna

proteina de la pared celular de una bacteria que une anticuerpos.
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La proteina A scfarosa es una protcina que proviene de S. Auwrews. En 1975, Kessler
sugirié el uso de esta proteina como una fase solida para colectar los complejos de
anticuerpo-antigeno. La proteina A forma parte de la pared celular de dicha bacteria, estas
proteinas de la pared celular se fijan por un tratamiento con formaldehido, la bacteria se
mata por un tratamiento con calor, y las particulas resultantes forman una excelente matriz
solida para fijar anticuerpos. La proteina se une al anticuerpo en el dominio Fc por lo que

no afecta el reconocimiento del antigeno por el anticuerpo.

Un esquema que representa a la inmunoprecipitacion se observa en la figura Ap-1:

@ .M

il b) c) di

Figura Ap-1: Pasos de la inmunoprecipitacion: a) marcado, b} lisis, ¢) formacién del

Medida de actividad de Ia cinasa

Para medir la actividad de 1a cinasa, después de haber realizade los inmunoprecipitados con
anti-P-MAPK, sc les agregan los sustratos de Ja MAPKp38: ATP radioactivo para tener una
manera de detectar la activacion, y una proteina blanco que en este caso fue pATF que es
un factor de transcripcién susirate de la MAPKp38. Se deja incubar unos minutos para que
se lleve a cabo la reaccién de fosforilacion, y se detiene con 4cido tricloroacético (TCA) o
percloroacético, que precipita a la proteina. En los casos en que se utilizé al inhibidor
SB2303580, éste se agregd durante la reaccidn de fosforilacion. Se tiene que tomar en
cuenta que las cinasas de trasnduccion tienen varios sitios de fosforilacién y selo algunos

som criticos para su activacion y es en estos sitios en donde actda el SB203580.
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Una vez que se ha detenido la reaccion y que se separd el precipitado de proteina, se realiza
una electroforesis SDS-PAGE y se transfiere el todo a una membrana de nitrocetulosa
como ya se describio mas atras dentro de esta seccion. Después se lee la radioactividad con

un medidor de pulsos obteniendo asi la banda correspondiente al ATF fosforilado.
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