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RESUMEN

El alga marina {/lva compressa ¢s una especie tolerante a cobre que crece en zotas
costeras del norte de Chile contaminadas con este motal. Un estudio anterior mostro que las
vepeeies reactivas de oxigeno (ROS) actiian como sefial y determinan la activacion parciil de
enzimas antioxidantes, pero no de enzimas de defensa. Estas evidencias sugivien  la
participacién de otra sefial que podria corresponder a fa liberacion de calcio desde deposttos
mirdcelulares.

Fn ste trabajo se evalud fa participacion de la tiberacion de calcio inducida par cobre
vl activacion de genes que codifican para las proleinas antioxidantes ascorbato peroxidisa
(AP) v metaloteoneina (MET). Se utilizé microscopia confocal para detectar la liberacion de
cilein v [a umpliﬂca‘ién por RT-PCR cn tiempo real para cuantificar ¢l nivel de los transeriios
du Tos genes de ascorbato peraxidasa (up) v metalotioneina (mer), Seoanalizo of cledo de
inhibidores de canales de ealeio de membrana. del canal de calcio sensible a calcio v a
rvanodina, de calmodulinas v proteinas quinasas sobre ¢l nivel de calcic; wtracciular v de
transeritos. Los resultados muestran que ¢l cobre induce la liberacion de calcio mtracelular v
vl aumento del aivel transcritos de ap y mer. Asimismo. la liberacion de ealcio y ol nmvel de
fransceritos ap y mef fuc disminuida por inhibidores de canales de calcio, canal de calcio
sensible a ryanodina calmodulinas y proteinas guinasas.

Por lo tanto, ¢l estrés por cobre induce Ta liberacion de caleio intracelular medinte la
achivacton de canales de caleio de membrana y del canal de calcio sensible a rvanadma. Ia
sefal de calcio s transducida por calmodulinas y proteinas quinasas y participn cn la
achvacion parcial de los genes de las proteinas antioxidantes AP y MET cn ¢l alga 0/
CUMPressa,

Financiado por Fondecyt 1085041 a A. Moenune




ABSTRACT

The marine alga Ulva compressa is a copper-tolerant specie inhabiting copper-enriched
costal arcas in northern Chile. A previous study showed that reactive oxygen specics (ROS)
act as a signal in the partial activation of genes encoding antioxidant enzymes but not defense
«hzvimes. These results suggest the involvement of a second signal that may carrespond (o
miracellular caleium release.

In this work, we analyze the involvement of copper-induced calcium release m the
activation of genes encoding the antioxidant proteins ascorbate peroxidase (AP) and
mcthallothtonein (MET). Confocal microscopy was used to detect intracellular calcium release
and rcal time RT-PCR to quantify ap and met transcript levels, The effect of inhibitors of
membrane caletum channels. ryanodine-sensitive calcium channels, calmodulins and protein
kmases on intracellular calcium release and ap and mer transcript levels was also analvzed.
Results showed that copper stress induce intracelular calcium release and the increase of the
kevel of ap and met transeripts. In addition. intracellular calcium and ap and mer transcript
levels deereased in response to - inhibitors of membrane calcium channels, ryanodine-sunsiitve
cidenom channels, calmoduling and protein kinases.

Thercfore, copper stress induce intracellular caleium release through the activation of
plasma membrane calcium channels and ryanodine-sensitive intracellular calciwm channels.
caferm signal is transduced by calmodulin and protein kinases and participate in the partial

activation of genes encoding AP and MET in 1/, compressa.

Financed by Fondecyt 1085041 to A. Moenne
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INTRODUCCION

Fstrés oxidativo inducido por estrés biético y abidtico en plantas

Las plantas son organismos sésiles que estin expuestos constantemente a estrés biotico

v abidtico. El estrés bidtico corresponde a una infeccion por patégenos tales como bucterias.

hongos v virus. on tanto que cf estrs abidtico pucde ser por calor, frio. desceacian. salinidad.

atta luminosidad, ozono y metales pesados. Ambos tipos de estrés producen un estallido

* oxidative inicial a nivel local que ocurre luego a nivel sistémico (Alvarez y col. 1998: Fupta v

cal 2000),

El estrés oxidativo se caracteriza por la acumulacion de cspecies reactivas de oxigeno
(ROS) tales como iones superoxido (-0%). perdxido de hidrogeno (Hz02) e tones hidroxilo
(-OH). El estallido oxidativo inicial gatillado por estrés bidtico y abiodtico consislc en Ia
acumulacion  transiente de perdxido de hidrogeno y puede presentarse como un pieo
monotisico o bifisico en respuesta a patogenos (Wojtazek, 1997; Baker ¥ Orlandi, [997) o en
respuesta a ozono (Shraudner ef al.. 1998: Mahalingam et a/., 2006), cadmio (Garmier v af..

2006) v cobre (Vera y col. en preparacion).

lzstrés oxidative y toxicidad por metales pesados

Los metales pesados cobre, hierro. zinc. manganeso. cobalto y niquel  son
nicronutrientes esenciales para procariontes y eucariontes ya que actuan como cofactores de
numerosas proteinas y enzimas tales como ¢l citocromo c. la citocromo ¢ oxidasa. Ia cnzima
anfioxidante SOD. entre otras. Por lo general. los iones de metales pesados se encuentran

como complejos proteicos en las células ya que de forma libre. son mds toxicos {(Luna v col,
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1994). * Asi, los metales pesados pueden causar daiio por tres vias distintas, la generacion de
cspeetes reactivas del oxigeno. el bloqueo por unidén covalente de metales pesados a
macromeléeulas y la pérdida de actividad enzimatica por cambio de metales esenciales.
Algunos metales pesados como Fe'? v Cu'? reaccionan con ¢l perdxido de hidrdgeno
Nevando a la formacion de anion superoxido -0 lo cual deriva en la formacion de Hy0, v
11 via reaccion de Fenton v Haber-Weiss (Wojtazek, 1997: Fig, 1), Estos radicales libres son
altamente oxidantes y dafian las macromoléculas bioldgicas. Ademas. metales v metaloides sin
acindad redox como el cadmio. arsénico. mercurio vy plomo pueden causar daiio va que

generan estrés oxidativo via activacion de la NADPH oxidasa v otros (Gamier v col 2006).
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Reaceion de Fenton o

Reaccion de Haber-Weiss  BaQz + 707 OH+OH +02

Figura 1. Produccion de ROS inducida por hicrro y cobre mediante reaccion de Fenton s de
Faber-Wetss,

Otra via de toxicidad por metales pesados es su capacidad de oxidar al oxiztno.

nitrageno y azufre pudiendo inactivar enzimas que contiene residuos de cisteina, scra.

wging, cte.




Sistema antioxidante enzimitico y respuesta a metales pesados en plantas

En Ja naturaleza existen plantas acumuladoras de metales pesados las cuales son
* naturalmente tolerantes a niveles mayores de los escenciales y en las cuales se ha analizado la
respucsta del sistema antioxidante (Sharma y Dietz 2009). Se observé un aumento de la
actividad sitper oxido dismutasa (SOD) v catalasa (CAT). en una variedad de arveja tolerante
a Cu % en la planta acunuladora de Ni*2. Allysum bertholonii. y en la planta acumuladora de
Cd % Thiaspi caerudescens. (Palma v col. 1987: Boominathan y Doran. 2002: Boominathan v
Daran 2003). Ademas. la planta acumuladora de Zn™2 v Cd*2, Arabidopsis halleri, mostro un
aumento en la actividad de ascorbato peroxidasa (AP) y peroxidasa de tipo Il comparado con
[ planta no tolerante A. fhaliana (Chiang v col. 2006),

Lo anterior indica una correlacion entre la capacidad acumular metales pesados v de
tolerar este tipo de estrés estd ligado a un aumento de actividad del sisterma mntioxidante.

principalmente a nivel de las cnzimas SOD. CAT y AP.
Sistema antioxidante no enzimético y respuesta a metales pesados en plantas

Dentro de los  compuestos antioxidantes se pucde nombrar glutation (GSH) v
daseorbato (ASC),  también se¢ cuentan los compucstos fendlicos hidrosolubles  como
leeoleroles v carotenoides liposolubles. Ademas. en plantas existen péptidos formados por
condensacion de 2 a 6 unidades de GSH denominados fitoquelatinas las cuales sceucstran
metales pesados, principalmente cadmio y arsénico (Cobbett. 2000),

Por otro lado. existen también pequefias proteinas ricas en cisteina denommadas

metalotioncinas (MET) que pucden unir iones metlicos tales como cobre. cadmio v ozme, En

fH)




plantas. la expresion de genes que codifican para MET ¢s activada por cadmio. cobre v zme
{£Zhou v Golsbrough, 1994: Mocune 2001: Cobbett ¥ Golsbrough 2002). Se ha demosirado
ue las metalotioneinas no sélo secuestran metales y disminuyen asi su toxicidad sino que

Henen un efecto antioxidante dirccto cn plantas v protegen contra ¢l estrés bidtica (Xue v col,

2008)
l.iberacién de calcio en respuesta a estrés en plantas y algas

Ll calcio ¢s uno de los clementos mas importantes de schalizacion en plantas, ¢l
cualactia como segundo mensajero en I mayoria de los sistemas de transduccién de senales
conacidos (Medvedev, 2003). En el citoplasma. ¢l calcio se encuentra a una concentracion
mucho menor que en ¢l reticulo endopldsmico. vacuolas y organeios (Bush. 1995: Trewavas v
Aathd 1998).

‘ara cstudiar fa liberacion intracclular de caleio se han utilizado distintos modclo de
plantas tales como tabaco. maiz y Arabidopsis y algunos modelos de algas tales como ¢l de la
microalga verde Eremosphacra viridis y el zigoto de la macroalga marina Fucns serrains En
eslos modelos se ha utilizando la proteina acquorina. la cual es luminicente al unir caleo. v fos
compuestos verde dextrano v Fluo-3AM que fluorescen al unir calcio, dependiendo do fas
caracteristicas del indicador se puede estimar la cantidad de caleio liberado v analizar la
cnetica de hiberacion de este ion (Bauer y col. 1998: Gomez y col, 2004 Cociho v ool 2002:
loue v col. 2005, Hu v col. 2007).

Se ha obscrvado que frente a distintos tipos de estrés se produce un aumento de la
wnccntmf:ién citosélica de calcio libre en plantas y algas ([Ca*‘z]m). El estrés por patdgenos v

#licttores aumenta el calcio citosolico en plantas (Knight y col. 1991: Grant v col 2001),
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Fambien la fitohormona sintetizada en respuesta a estrés biotico y herida, acido jasmanico
produce un incremento de [(faQL“ (Walter y col. 2007). El estrés abidtico por desecacion.
sthmdad, frio. calor. anoxia y ozono inducen ¢l aumento del calcio citosolico cn plantas
(kmight v col. 1997: Pauly ¥ col. 2001: Knight v col. 1996: Van der Luit y col. 1999: Gong v
ol 2004: Sedbrook y col. 1996 Clayton vcol. 1999). mientrasel estrés osmolar induce la
[theracion de calcio en el zigoto de Fuens (Cochlo y col. 2002).

En ¢l caso de cstrés por mctales pesados como ¢l cobre y ¢l cadmio s¢ ha ohservado
que se produce un rapido aumento del calcio citosolico en células de tabaco (Inouc v col.
2005 Garnier y col. 2006) v que el cstrés por estroncio {leva a la activacion canales de calcio
¢ induce fa liberacidn de calcio a nivel citosolico en ia microalga verde £, viridis (Bauer v col.

H08)

Mecanisinos de liberacién de calcio intraécelular
. |

El ripido aumento de l(fn"’ijcyl pucde ocwrriv por un mecanismo  denommado
liberacion de calcio inducida por calcio™. en quie la activacion de canales de calcio ubtcados
vn I membrana plasmdtica permite la entrada de calcio al citoplasma lo que activa un canal de
calero sensible a calcio RvR (que pucde ser inhibido por ryanodina) ubicado c¢n ¢l rehenlo
cndoplasmico, vacuola, mitocondria v nicleo (Kadota y cols., 2004). Ademas, la liberacidn de
calcto desde teservorios celulares puede ser mediada por otros segundos mensajcros como
mositol trifosfato (1P3).

Algunos ligandos tales como factores de crecimicnto y hormonas se unen a un receptor
vspecifico lo que activa una proteina G la cual activa la fosfolipasa C que libera 1P3 desde

foxfolipidos de la membrana plasmatica v éste tltinio activa un canal de calcio sensible o 1P3

12




{(ue puede ser inhibido por xestospongina C) ubicado en el reticulo endoplasmico. vacuola v
mcleo (Lanteri y col, 2006). Asimismo. otros ligandos se unen a un rceeptor especifico de
membrana y activan una cnzima que sintetiza ADP-ribosa ciclica (cADPR) a partir de NAD o
una cnzima que genera 4cido nicotinico adenina dinucledtido fosfato (NAADP) a partir de
NADP. Se determing que ka cADPR se une a una proteina citosélica y activa el canal de calcio
sensible a ryanodina del RE y que ¢l NAADP sc une @ una proteina citosdlica y pucde actuar
sobre el canal sensible a rvanodina del RE. 0 a un canal TPC de lisosomas (Flicgert v col.

2007, Caleratt y col, 2009).

Transduccion de sefiales en respuesta a calcio

El aumento de la [Cam[m es transducido por distintes sensores de calcio. como
[oleinas quinasas, calmodulinas v calreticulinas. que unen calcio y sufren un camibhio
canformacional que les permite unirse a otras proteinas que regulan la expresion gémen

Las calmodulinas son los scasores de calcio mejor caracterizados en eucariontes. Esta
proteina no tiene actividad enzimdtica propia pero al unir calcio (Ca-CaM) puede unirse y
activar distintas proteinas blanco (Hu y cols. 2007).

En Arabidopsis se ha visto que el estrés por calor, ABA y salmidad genera la
hbcracton de caleio intracelular v la activacién de calmodulinas y protefnas qumasas,
(Larkindale y Kanight, 2002: Zhi v col.. 2008). En el caso de células de tabaco ¢l estres por
cadmio activa canales calcio ¢ induce la liberacion de calcio intracelular lo que activa
cabmodulings y proteinas quinasas (Olmos v col.. 2003: Gamicr y col. 2000). En mum.. sc
requere Ca-CaM para activar la defensa antioxidante cn respuesta a acido abscisico (ABA)

(Hu s col. 2006). Recientemente. se determing que el estrés por cadmio, cobre v plomo en

13




plantas induce la activacion de proteinas quinasa dependientes de calcio fo que induce un

aumento de actividad MAPK (Ych y col. 2007: Huang v Huang. 2007).

Transduccion de sefiales en respuesta a estrés oxidativo en plantas

El estrés oxidativo inducido por cstimutos bidtico v abidtico es transducido por la
swinacion de MAPK (proteina quinasas activadas por mitogenos) las cuales fostorilan fclores
de regulacion de la transcripcidn v llevan a una modulacién de la expresion de genes de
cnzimas antioxidantes y de defensa La captura ¥ distribucion a los organelos de metales
plus:u_lns por transportadores es scguida por la generacion de ROS, estimulada por ka actividad
redox del metal o por los efectos en ¢l metabolismo celular, también contribuve cn la
generacion de ROS la activacion dependiente de metales pesados de la NADPH oxidasa
localizada en la membrana plasmatica. El exceso de ROS causa un desequilibrio redox que
altera las vias de sefalizacion como las MAPK. (Sharma y Dietz 2009: ver Fig, 2) En
truhidopsis se detectd que el perdxido de hidrogeno activa una MAPK via una MADPK KK
(Kovtun y col. 1997). Tambien sc detscto que en iaices de arroz el Pb induce estrés oxidanyo
v ¢l inhibidor de Ia NADPH oxidasa. difenileniodomium (DPI). inhibe la produccion de ROS

v laactividad de MAPKs (Huang v Huang 2007),
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Fig. 2 Mecanismo de activacion de la expresion génica mediado a en respuesta al estrés
oxidativo en plantas (Sharma y Dietz 2009)

El alga marina Ulva compressa y las respuestas al estrés por cobre

Nuestro grupo de investigacion se ha dedicado desde hace algunos afios al estudio de
los mecanismos de tolerancia a cobre en macroalgas marinas, en particular en algas que

acumulan cobre tales como Ulva compressa (Chlorophyceae) y Scviosiphon lomentaria

(Phaeophyceae).




El alga verde U/ compressa de sitios contaminados con cobre del norte de Chile
presento un aumento de la actividad AP, una disminucién de la cantidad de GSH vy
compuestos fendlicos hidrosolubles vy un aumenta de la cantidad de ASC comparado con algas
de sihios controles no contaminados (Ratkevicius y col. 2003).

Se analizd la actividad de las enzimas antioxidantes AP y glutation reductasa (GR) v
de las enzimas  de defensa fenilalanina amonio liasa (PAL) v lipoxigenasa (LOX) en (/
cemipressa cultivada i vifro en agua de mar sin cobre y con cobre (Vera v col en
preparacion), La actividad de las enzimas antioxidantes AP ¥ GR aumenta sostemidamente
hasta el dia 7 asi como la actividad PAL. La enzima de defensa LOX presenta un peak a1 las 12
I pero luego su actividad cae hasta un nivel cercano al del control. DPI inhibe parcialmente la
actividad AP y GR. por otra parte no inhibe la actividad PAL ni el peak de la actividad L.OXN.

Esto indica que los ROS son parcialmente responsables del aumento de la actiy jdad de
las enzimas antioxidantes AP y GR y que no son una sefial de activacion para las cnzimas de
detensa PAL v LOX. Por lo tanto. en este tltimo caso es posible suponer que ¢l gatillo padria
svr cl aumento de calcio intracelular,

En este trabajo s¢ decidio analizar si ¢l cobre induce Ia liberacion de calcio intracelular
smedrante ¢l mecanismo de liberacién de ealcio inducido por caleio y si ¢l aumento de caleio
mtracclular actia como sciial de activacién de las proteinas antioxidantes AP y metalotionema

(MET) en el alga marina {/, compress.
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HIPOTESIS

El estrés por cobre induce la liberacién de caleio intracelular. yeste participa en la respucsta

antioxidante en el alga marina {/iva compressa”

OBJETIVOS

{. Ceneral
Determinar si el estrés por cobre induce la liberacion de calcio intracelular, v si esta
participa en la activacion de la expresion de genes de las proteinas antioxidantes AP ¥

MET en ¢l alga marina (. compressa.

2. Especiticos
2.1 Visualizar y determinar la cinética de la liberacion intracelular de calcio en ¢l alga
marina U, compressa tratada con cobre
2.2, Visualizar el efecto de inhibidores de canales de caleio, calmodulinas. proteinas
quinasas y del canal idnico sensible a ryanodina en la liberacién de calcio intracelular

v determinar la viabilidad del alga.

)

Determinar la expresion relativa de los transcritos de s y ap por RT-I'"CR
cuantitativo en tiempo real en ¢l alga cultivada con cobre

24, Analizar ¢l efecto de la inhibicion de canales de calcio. calmodulinas, proleinas
quinasas y el canal idnico sensible a rvanodina, en el nivel relativo de transcrite de los

genes ap y et por RT-PCR cuantitativo en ticmpo real en cf al ga




MATERIALES Y METODOS
Obtencion de alga y agua de mar

Elagua de mar fuc obtenida de Quintay. un sitio sin contaminacion de Chile central
(33" 12'5). El agua fue filtrada utilizando filtros de acetato de celulosa. ¢l primero con poro de
Q05 pme v el segundo con poro de 0.2 pm ¥ guardada a 4° C en oscuridad. Bl alpn {ihwy
vompressa fue colectada en Cachagua, un sitio sin contaminacion de Chile central (327 34°S).
Flalga fue transportada cn agua de mar sobre hiclo al laboratorie. favada tres VCCES COM gt
de mar filtrada, limpiada manualmente para climinar restos de otras algas v pequeiios
QIEINismos marinos macroscopicos y sonicada 3 veces por un minuto usande ¢l bafio
nltzsonico Branson 3200 (Danbury. CT.USA) para climinar las bacteria adheridas a la

superhicice,
Visualizacion de la liberacién intracelular de calcio por microscopia confocal

El alga fue incubada con Fluo-3AM 20 rM. el que al unir Ca'? fluoresce a 48% nm.
tMolecular Probes. Invitrogen, USA) por 40 minutos luego se realizaron 2 lavados con agua
de mar v se agregd CuCly 10 uM (Merck, Darmstadt, Alemania). Se observd una lamina del
tlga utilizando un microscopio confocal Carl Zeiss modelo LSM 510 con un haz de luz
madente de longitud de onda 488 nm v se detecté la emision de fluorescencia a 515 nm. La
micnsidad de fluorescencia fue cuantificada en un area de 1336 um? utilizando el softwars del

nicroscopio Browser V 4.2, Cada experimento se realizo en triplicado,
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Preparacion de inhibidores para microescopia confocal y cultivos

Los inhibidores nifendipina {Sigma. St. Louis. USA). staurosporina (Sigma. St Loujs.
USA) W-7 (Sigma. St. Louis. USA). xestospongina C (Sigma. St. Louis, USA) fucron
solubilizados en DMSO a una concentracion final de 50 a 100 mM. Los inhibidores verapaunil
(Sigma. St. Louis, USA) v ryanodina (Alexis Biochemicals, San Diego, USA) tucron
solubilizados en metanol a una concentracion final de 50 y 100 mM. respectivamente. Los
mjnbidorcs queleritrina (Sigma. St. Louis, USA) v flufenazina (Sigma, St. Louis, USA) fucron

solubilizados en agua destilada a una concentracion final de 50 mM.

Visualizacién de 1a liberacion intracelular de calcio utilizando inhibidores

El alga fuc incubada por 40 minutos con verapamil. nifendipina, W-7. flufenazing,
(ueleritring, staurosporina o ryanodina a una concentracion desde 0 a 100 M. o con
xestospongina C a una concentracién de 0 a 20 1M o con EGTA a una concentracidn e 0 vl
M, Lucgo fue incubada con Flug-3AM 20 nM por 40 minutos v catonces con cobre 1() uM
por 30 minutos. Se observé una lamina del alga utilizando un microscopio confocal Zeiss
modelo LSM3T0 con un haz de luz incidente de longitud de onda 488 nm y se detectd Ia
comsion de fluorescencia a 515 nm. La intensidad de fluorescencia fue cuantificada ey un drea

dv 1336 pm® utilizando el software del microscopio Browser V 4.2,

Determinacién de la viabilidad del alga tratada con inhibidores
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Se determino Ia viabilidad del alga U. compressa tratada con inhibidores v cultivada
sin sy con cobre incubado con el Fuordforo Syto-13 0.5 uM por 40 min despucs de 3 dias de
cultivo. Para esto se preincubo ¢l alga con los inhibidores nifendipina 100 1M, staurosporing
HI0 tM. W=7 100 uM y ryanodina 100 pM por 40 min ¥ luego se cultivado sin v con cobre 10
M por 5 dias. Una lamina del alga fue visualizada en el microscopio confocal Carl Zeiss

FSMSTO utilizando luz incidente de 488nm y detectando a 515nm.

Cultivo in vitro

t/. compressa (G g) fuc incubada en 16 mL de agua de mar suplementada con 100 vl
nifendipina. 10 pM W-7, 100 UM staurosporina o 100 1M ryanodina y para los controles sc
cultivaron 12 g de alga en 32 mL de agua de mar sin inhibidores por 45 min, El alga fratada
con mhibidores (6 g) fue transferida 2 2 L de agua de mar filtrada suplementada con {0 1M
ecohie (033 LY. De los 12 g de alga control 6 g de alga fueron cultivados.cn agua de mar sin
cobre {control negativo) v 6 g de alga en agua de mar con 10 uM cobre {control positivo) por
1.3 ¥ 5 dias. Los cultivos se mantuvieron a 15°C con un fotoperiodo de 12:12 h, 40-30
nmol m™ 57 de irradiacion. con aireacion constante durante el tiempo de cultivo v ¢l medio
fue cambiado cada 48 horas. El alga fue lavada tres veces con una solucion de Tris-HC) 100

MM-EDTA 10 mM, se separé para triplicados independientes y se guarda a -80 °C.

Obtencién de RNA total del alg:

El alga (0.2 g) fue cubierta con nitrégeno liquido ¥ se homogenizé con un pistilo en un

martero de eerdmica hasta obtener un polvo fino, Se agregaron 1.9 mL de tampon de




extiaceion del kit de extraccion de RNA (Favorgen, Michigan. USA) y sc continué con la
homaogenizacién. El homogenizado fue filtrado por papel Miracloth (Calbiochem. San Diego.
["SA). EI RNA total fue extraido utilizando ¢l kit Favorgen de acuerdo a las instrucciones del
fabncante, El RNA total fue cuantificado inicialmente agregando 10 pl a 490 pL de buffer
Iris-HCI pH 7,5 v determinando la absorbancia a 260 nm en un espectofotometro Spectronie.
Grenesys 5. Se midid también la absorbancia a 280 om para determinar la pureza del RNA
total (relacion 260/280 de 1,8 a 2,1). ELRNA total fue analizado por electroforesis en gel de
agarosa al 1.2 % (p/v) 2 90V por 40 minutos cn tampon MOPS (200mM MOPS. 30 miM
aectato de sodio. 10 mM EDTA PH 7.0): EI RNA total fuce visualizado por tincién de bromuro
de etidio | pg mL™! para comprobar su integridad.

EFRNA total (10 pg) fue tratado con 1 U de DNAsa I libre de RNAsa (Biolahs. MA.
USA) en un volumen final del 10 uL por 15 minutos a 37°C. La DNAsa I fue inactivada
agregando 1 pl de EDTA 25 mM e incubando a 75°C por 10 min. El RNA total fue
cuantificado utilizando el kit Quant-it Ribogreen (Invitrogen, CA, USA) de acuerdo a las
mstrucciones del fabricante v la cuantificacion de la fluorescencia se realizd con ¢l
termociclador Rotor Gene 6000 (Corbett. Sidney, Australia). EI RNA fue  alicuotado v

suardado a ~80 "C.

Anilisis del nivel de transcritos de los genes que codifican para AP, MET y ACT

Para la amplificacion por RT-PCR en tiempo real de los transcritos de Jos genes que
coditican para AP, MET y actina (ACT) se utilizé el kit Sensi Mix One Step (Quantace,
Lowdres. UK) y el termociclador de tiempo real Rotor Gene 6000 (Corbett, Sidney. Australiq).

La teaceion de RT-PCR se realizé en un volumen final 25 1L que contenia 3 ng RNA (otal.

21




2.5 pL mezela de reaccidn. 0.3 pl det fluoréforo Syber Green, 0,5 uL, inhibidor de RNasas y
P mM MgCly. La secuencia v temperatura de disociacion de los partidores asi coma ¢l tamaiio
del fragmento amplificado se muestra en Ia Tabla I. La etapa de transcripeion reversa se
vealizo a 42 °C por 30 min v ln transcriptasa reversa se inactivé incubando a 95°C por {0 min.
La amplificacion por PCR se realizo con 40 ciclos de 10 segundos a 95 "C para sepurar las
hebras del DNA, 15-20 seguudos para la hibridacion de los partidores. 15-20 segundos o 72 °C
paa la clongacion de Jos productos Y una etapa final de 10 segundos a 78 °C para clunmar
productos  inespecificos de la ampliftcacion. La reaccion de amplificacion se realizd en
triplicados independientes para cada muestra. iEJ nivel de los transcritos de AP v MET e
uxpreso como el valor 2“7 ytilizando Jos transeritos del gen de actina como control mico.
Tabla 1. Secuencia y temperatura de disociacion de fos partidores y tamaiio del fragmento

amphificado  de los transcritos de genes que codifican para AP. MET v ACT. F: particdor

sentrdo, R: partidor antisentido

Genes Partidores T (*C) Segmento
amplificado (ph)
Acting FOTGETCCAGCTCATUERTCE 56.2
R CGCTTCITCGCCAACATAGG 56.4 100
Ascorbato F CCGACTATGOCACTTOAC 33.7
peroxidasa R CTGOGATGCCATATTTCC 534 9
FOTAGOTOAGGTGOUNTTTTOG 53
Metalotioncing - [ T ACGUT TACATACTTOGAC AT 35.G 04

Analisis estadistico

EI analisis estadistico de la expresion relativa de los genes que codifican para AP v

MIT se hizo por el método de T-student.
22




.

e

RESULTADOS

Visualizacién y cinética de la liberacién de calcio inducida por cobre en el alga

Se visualizé por microscopia confocal la liberacion de calcio intracelular uilizando el
fluoréforo Fluo3-AM e incubando el alga en agua de mar sin cobre y con cobre 10 uM por 50
min, se observa que el alga incubada en agua de mar sin cobre (A) presenta una fluorescencia
base a los 50 minutos, mientras el alga incubada con cobre (B) presenta un notable aumento de

la intensidad de fluorescencia detectada a 515nm (Fig. 1).

%

Fig. 3. Visualizacién por microscopia confocal de la liberacién de calcio intracelular en el alga
incubada en agua de mar sin cobre (A) y con cobre 10 uM (B) por 50 min.

Entonces, se incubé el alga con cobre 10 uM por tiempos variables y se detecto la
intensidad de fluorescencia observandose un aumento progresivo de 0 a 45 min y luego el
nivel se mantuvo hasta los 70 minutos (Fig. 2). Esta cinética fue similar al ensayar

concentraciones mayores de cobre (resultados no mostrados).
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Fig. 4, Cinética de liberacion de calcio intracelular en ¢l alga incubada en agua de mar sin
cobre (cuadrado blanco) y con 10 pM de cobre (cuadrados negros) por tiempos variables,

Visualizacién y cuantificacion del efecto de inhibidores de los mecanismos de liberacién

de enlcio

En primer lugar, se visualizé la liberacion de calcio intracelular en ¢l alga tratada con
HE v cobre por 30 min v pre-tratada con distintas concentraciones de inhibidores por 0 min
(l'ie. 5). Los inhibidores utilizados fucron el quelante de caicio EDTA. los inhibidores de
anades de calcio dependientes de voliaje de tipo'L verapamil y nifendipina, los inhibidores de
proteinas quinasas stawrosporina v queleritrina, los inhibidores de calmoduiinas W-7 v
ltufenazina, el inhibidor del canal de calcio sensible a calcio ryanodina y el inhibidaor dol canal
i cadeio intracelular sensible a 1173 xestospongina € (Fig. 3). Se determing la intensided de
Muorcscencia en el alga tratada con cobre con v sin tratamiento con cada wuna de las
concentraciones de los distintos inhibidores. Asi, se determing que efectivamente todos cllos
mhiben la liberacion de Ca*? bloqueando el efecto que produce Cu™ en cf alga. Tambicn sc
determino la concentracion optima inhibitoria para cada uno de los inhibidores las cuales
fucron EDTA 0.5 mM. verapamil 100 pM. nifendipina (00 M, staurosporina 10 jtivL,
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queleritiina 5 pM, W-7 100 pM, flufenazina 50 MM, ryanodina 100 uM y xestospongina ¢ 20
M (Fig. 5).

En scgundo lugar. se visualizé la liberacion de caleio intracelular en el alga tratada
can H) puM cobre por 30 min v pre-tratada con las concentraciones optimas de los inhibidores
smles mencionadosel quelante de calcio EDTA 0.5 mM. de los inhibidores de canales de
calero verapamil 100 uM y nifendipina 100 nM. de los inhibidores de proteinas quInasas
slawrosporina 100 M v queleritrina 5 uM. de tos inhibidores de calmodulinas W-7 N
v Nufenazina 50 uM, del inhibidor del canal de calcio sensible a caleio ryanodina 100 uM v
dul inhibidor del canal de calcio intracelular sensible a IP3 xestospongina C 20 uM  por 40
min (Fig. 6). Se determiné la intensidad de fluorescencia para cl controf tratado con cobie v
pwa cada uno de los inhibidores a su concentracién optima (Tabla II). Sc obseryo una
drsmmucion de la de la intensidad de fluorescencia con todos los inhibidores.

Tabla I Intensidad de fluorescencia ¥ porcentaje de inhibicion cu ¢l alga tratada con
cobre 10 M y con inhibidores de los mecanismos de liberacion de calcio

Inhibidor Intensidad de Fluorescencia Yo inhibicidan

Control positivo 12.6 4]
EDTA 0,5 mM 4 68
Verapamil 100 pM 6.6 48
Nifedipina 100 uM 2.7 79
Staurosporina 100 uM 3.3 74
Queleritrina 10 uM 06 32

W-7 10 uM 6.6 48
ufenazina 50 uM 6.1 32
Ryuanodina 100 uM 2.7 70
Xestospongina C 5 uM 6.3 50
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Fig.5. Liberacion de calcio intracelular en ol alga cultivada con cobre y con distintas

concentraciones de inhibidores de los mecanismos de liberacién de calcio. El alga fue
meuhada con distintas concentraciones de EDTA (A) nifendipina (B), verapamil (C)
stauroporina (D). queleritrina (E). W-7 (F), flufenazina (G). ryanodina (H) v xestospongina C
(1} por 40 min y luego incubada con cobre [0 pM por 50 min. Se cuantificd Ia intensidad de
Muorescencia del fluordforo Fluo3.
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Fig. 6. Visualizacién por microscopia confocal de la liberacion de calcio intracelular en el al ga
tratada con cobre y con inhibidores de los mecanismos de liberacién de calcio. El alga fue
incubada en agua de mar sin cobre (A), con cobre 10 uM (B) por 50 min. El alga tratada con
cobre fue pretratada con los inhibidores EDTA 0.2 mM (C), nifendipina 100 pM (D),
verapamil 100 puM (E), W-7 100 uM (F), flufenazina 50 uM (G), staurosporina 100 uM (H),
queleritrina 5 uM (1), ryanodina 100 uM (J) y xestospongina C 20 puM (K) por 40 min.
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Viabilidad del alga tratada con inhibidores farmacolégicos

El alga fue tratada con con nifendipina 100pM, staurosporina 100 uM, W-7 10 uM y
ryanodina 100 uM por 40 min y luego cultivada en agua de mar con cobre 10 1M por 5 dias.
Se determiné la viabilidad del alga por microscopia confocal utilizando el fluoréforo Syto-13
que tifie verde el nicleo en las células viables (Fig. 7). Asi, se determin que los inhibidores
de la liberacion de calcio no afectan la viabilidad del alga cultivada con cobre 10 pM por 5

dias.

Fig. 7. Visualizacién por microscopia confocal de viabilidad del alga tratada con inhibidores
de los mecanismos de liberacién de calcio y cultivada con cobre 10 UM por 5 dias. Las algas
fueron cultivadas en agua de mar sin cobre (A) y con 10 1M cobre (B) por 5 dias. Las algas
tratadas con cobre fueron preincubadas con los inhibidores nifendipina 100 uM (C),
staurosporina 100 uM (E), W-7 100 pM (D) y ryanodina 100 uM (F). Se detect6 la viabilidad
incubando las lagas con el fluoréforo Syto-13 0.5 uM por 40 min.
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Nivel de transcritos de los genes AP y MET en el alga cultivada con cobre
El nivel de los transcritos del gen ap que codifica para la enzima antioxidante AP fue
cramnbficado por RT-PCR en ticmpo real en ¢l alga cultivada sin cobre y con 10 uM cobr por
0 L3 v 3 dias (Fig. 8A). Se utilizo cl nivel de los transcritos del gen de actina (ACT) como
control intemno y los resultados fucron expresaron como 278 1 ag transeritos de AP Hegaron
a un midximo al tercer dia aumentando 3 veces ¥ sc mantuvicron asi hasta ol dia 5 El
Iragmento amplificado de los tanscritos de ¢p Mostro una temperatura de disociaeion de 86
(" (Fig. 8B) lo que indica que ¢s un producto de amplificacion finico.Y ¢l Ct para este wen fue

entre 23 v 25 (Fig, 8C)
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Iig. 8. Cinética del nivel relativo de transcritos del gen AP en el alga ciitivada con 10 M
cobre (A). El nivel relativo de los transcritos fue expresado como 27, Graficos de
temperatura de disociacion del fragmento amplificado por RT-PCR de los transciitos de AP
(B). Grafico de niimero de ciclos de amplificacion (CT) para los transcritos de AP (C)




Elnivel de los transeritos del gen mer que codifica para la proteing antioxidinie ¥
quclinte de metales pesados MET fue cuantificado por RT-PCR en tiempo real en of alga
cultivada sin cobre y con 10 uM cobre por 0. L. 3 v 5 dias. El nivel relativo de los transcritos
del gen mer (Fig. 9) fue expresado como 22T ytilizando los transcritos del gen gt como
conirol intemo Los transcritos de met legaron a un méximo al tercer dia, aumentando aprox.,
It veees. v disminuyeron a nivel del control ¢l dia 5.. El fragmento de amplicacion de mer
mosira una temperatura de disociacién de 82.5 °C lo que indica que es un procucto de

amplificacion tnico (Fig. 9B). Y el Ct para este gen fue entre 19 y 24 (Fig, 9C)
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Fig. 9. Cinética del nivel relativo de transcritos del gen mef en el alga cultivada con 10 1M
cabre. El nivel relativo de los transcritos fue expresado comeo 274ACTH (A). Grafico Je In
lempuratura de disociacion del fragmento amplificado por RT-PCR de los transcritos dul yen
tetf (B) v grafico de nitmero de ciclos de amplificacion (CT) de los transcritos del gen de mef
()
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irlecto de inhibidores en el nivel de transcritos de los genes AP y MET en el alga tratada

con cobre por 3 dias

Se determiné el nivel relativo de transcritos de ap cn ¢l alga tratada con cobre 10 ;1M
poar 3 dias v pre-tratada con el inhibidor de canales de calcio dependiente de voltaje de tipo L
nitendipina 100 uM. el inhibidor de calmodulinas W-7 100 pM. el inhibidor de profeia
quinasas staurosporina 100 pM v el inhibidor del canal de calcio sensible a calcio rvanading
106 aM (Fig. 10). Los inhibidores nifendipina. W-7. staurosporina y ryanodina disminuven el

nnel relativo de transcritos de AP en 41, 68, 58 y 74%. respectivamente (Tabla 111

Nivel relativo

Fig. 10, Efecto de inhibidores cn la cantidad relativa del transcrito del gen AP cn ¢l alga
(ratda con de cobre por 3 dias. El alga fue preincubada con nifendipina 100 pM (N1). W-7
100 1M, staurosporina 100 uM (St) y ryanodina 100 uM (Ry} por 45 min y lucgo cultivada cn
agua de mar sin (C) v con cobre 10 uM (Cu) por 3 dias. El nivel relativo del transerito fu
vspresado como 27897,
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Fabla 1. Nivel relativo de transcritos de los genes ap v met en el alga U, compressa

cen 10 pM cobre y con inhibidores

wtada

AP MET
paset % inhibicion pAacT % inhibicion
Control positivo 3.20 0 981 0
Nitfedipina 100 uM 1.88 41 5,10 48
Staurosporina 100 nM 1.03 68 1.70 33
[ W-7 10 nM 1.35 38 1.2] 38
: Rvanodina 100 pM 0.85 74 [7.3 76

El misma proceso fue reatizado para gen mer observando una reduccion en el nivel de

rasnentos de mer en 48, 83, 88 %, respectivamente (Fig, 9; Tabla IID. Intercsantemenie, ¢l
] :

mlibidor ryvanodina mostrd un aumento de Ia amplificacion de transcritos mes (Fig 0

carrespondiente a una disminucion del nivel del transcrito detectado originalmente

femperatura de disociacion de 825 °C v al awmento de |

probablemente mef pero con temperatura de disociacién de 88 °C (Fig. 10).
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Fig. 11. Efecto de inhibidores en la cantidad relativa del transcrito del gen mef en ol o
con nifendipina 100 pM (Ni). W-7 100 oM (W7). staurosporina 100 pM (St) v rvanodin

con

1 EXpresion un franscrito

atada
a 100

P {RY) por 45 min y luego cultivada en agua de mar con cobre 10 1M o sélo con cobre (C'u)

por 3 dias. El nivel relativo del transcrito fuc expresado como 2744
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Fig.12, Temperatura de disociacion del fragmento de DNA amplificado por RT-PCR dc los
transcritos del gen met en el alga tratada con el ryanodina 100 UM por 40 n
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DISCUSION

En este trabajo se veritico en primer lugar que el estrés por cobre induce la liberacian
e calelo intracelular en el alga marina U, compressa. La concentracién de cobre ensavada (10
). asi como concentraciones mayores (no mostradas). mostro que la liberacion du caleio
ntracelular es inducida por cobre en ¢l alga. La liberacion de calcio intracelular en respuesta a
cobre sigue una cinética de aumento sostenido hasta los 45 min v el nivel maximo s¢ manticne
hasta los 70 min,

Esta respuesta inducida por cobre es similar a la respuesta inducida por GSH 20 M
en hajas de tabaco que expresan acquorina en las cuales ¢ calcio liberado alcanza un nivel
maximo a la hora y se mantienc hasta las 2 horas (Gomez y col. 2004). Asimismo. la respucsta
i cobie en el alga coincide con la respuesta inducida por dcido jasmdnico | mM en eélulas de

haco cn las cuales la concentracion de calcio aumentd en el nicleo, y no en el citoplasma,

hasta Tos 15 minutos y se mantuvo hasta los 80 min (Walters v col. 2007). Ademas. la

respuesta a cobre en el alga cs similar a la inducida por anoxia en plantas de A. thaliina que
espresan acquorina en las cuales cf aumento del calcio intracelular aumenta hasta tos (0
mmutos v se mantienc hasta los 50 minutos (Sedbrook y col. 1996) y a la respuesta a acido
ahsisico (ABA) 10 uM y peréxido de hidrégeno ! mM en células de maiz donde la Iiheracion
ae calelo citosélico comicnza a los 4 min v se mantienc hasta los 20 min (Hu y col. 2007)

Sin embargo, fa respuesta a cobre en ol alga contrasta con la respuesta a cobre entre
100 2 10 uM en células de tabaco que expresan acquorina en las cuales cl cobre 100 M
wduce un aumento de caleio al minuto. lo que se mantiene hasta los 30 min pero ¢l cohre 10
M no induce un aumento del calcio comparado con células controles (Inouc et al 2009),

Asimismo, la respuesta a cobre del alga contrasta con la respuesta a cadmio 200 uM en célulag

v
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de tabaco que expresan acquorina en las cuales el calcio aumenta hasta los 6 min. sc manticne
hasta los 15 min y luego baja lentamente (Garnier y col. 2006). La respuesta a estroncio cn la
microalga alga £ viridis es también diferente ya que s¢ registran peaks de calcio que
volnienzan a los 10 min y s¢ manticnen por al menos 2 horas (Baucr y col. 1998),

En segundo lugar, se determind que el cobre induce la liberacién de calcio intracelular
en alga U/ compressa mediante un mecanismo que involucra la activacién de canales de calcio
dupendientes de voltaje de tipo L sensibles a los inhibidores nifendipina v verapamil la
activacion de canales de calcio scitsibles a calcio v al inhibidor ryanodina y a la activacion de
canales de calcio sensibles a 1P3 y al inhibidor xestospoogina €. Cabe mencionar que la
mhibreidn de fiberacion de calcio intracelular fuc mayor al utilizar nifendipina v rvanodina
que cuando se utilizé xestospongina C lo que indica que el mecanismo principal es la
liberacion de calcio inducida por calcio (aunque también habria liberacion de calcio mediada
por IP3). Esto es similar a los resultados obtenidos en células de tabaco tratadas con cadmio en
lax cuales se observo que tanto inhibidores de canales de calcio, lantano y verapamil. asi como
ios inhibidores de fosfolipasa C que libera IP3. sulfato de neomicina y U73122. inhihen ta
liberacion intracelular de calcio. Esto indica que la liberacion de calcio en respucsta a cadimio
en celulas de tabaco involuera tanto a canales de calcio sensibles a calcio como a [PP3 (Garmier
v col. 2006). En el caso de células de tabaco tratadas con cobre se observd que una liberacion
de caleio intracelular que fuc inhibida por Jantano lo que indica que canales de caleio de
mumbrana plasmatica estan involucrados en la respucsta a cobre en tabaco (Tnoue v cal 2003).

En el caso de la microlalga verde £ viridis tratada con estroncio, los peaks do calcio
firon completamente inhibidos por ryvanodina indicando que en este caso el mecamsmo de

aumento de caleto seria la liberacion de calcio inducida por calcio (Bauer y col. 1998},

s
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En tercer lugar, se detectd que calmodulinas y proteinas quinasas dependionies de
caleio participat en la transduccion de la sefiales inducida por cobie en el alga U, compressa,
oo se evidencid por el cfeeto de los inhibidores de calmodulinas, W-7 y flufenazing. \ log
miubidores de proteinas quinasas. staurosporina y qucleritrina. los cuales indujeron una
isminucién de la liberacion de calcio intracelular en ¢l alga. Esto concuerda con 1o obser ado
en celulas de tabaco en las cuales la liberacion de calcio intracelular mducida por caduno fug
hibida con W-7 y staurosporina indicando Ia paiticipacion de calmodulinas v praleimas
fuinasas en la respuesta a cadmio en tabaco (Olmos y col. 2003: Gamier v col 2000).
Aximismo. células de maiz tratadas con ABA ¥y peroxido de hidrégeno presentan un awmento
del caleio intracelular y un posterior aumento de Ia cantidad de transcritos de calmodulinas

(1fu s col. 2007). Ademas. plantas de tabaco expuestas a viento y frio mostraron un aumento

del mvel de traneritos de calmodulina posterior al incremento del calcio citosolico (Van der

Lty col. 1999).

Finalmente, se determing que la liberacion de calcio intracelufar determina. al menos
i parte, [a activacion de la expresion de los genes de las proteinas antioxidantes AP « MET
2l efecto los inhibidores de canales de calcio (nifendipina), del canal df: calcio scosible a
calero (rvanodina), de calmoduling (W-7) y de proteinas quinasas (staurospoprina) mucstran
que la liberacién de calcio intracelular participa en la activacién de calmodulinas v proleinas
Hquunasas las cuales a su vez participan en la activacion de la expresion de los genes ap « niet

La disminucion del nivel relativo de expresion de ap dada por nifendipina muestra que
probablemente Ia entrada inicial de calcio es secundaria en importanciaal compara con la
hbereion de caleio mediada por caleio ¥ la accion de proteinas quinasas y calmodulinas. lo
que s puede deber a la accion de MAPKs. Se ha demostrado que proteinas quinasas v

calmodulinas estarian involucradas cn fa activacion de MAPKs (veh y col. 2007)
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Por otra parte la activacidn de met puede estar dada por un factor de transcripeion de tipo
MTF-1 o bien por una casacada de sciiales como MAPK. S¢ ha demostrado que Cu™ ticoe la
capacidad de activar 3 tipos de MAPK distintas en la lnea colular COS-7 y que ¢l uso de
sanrosporina disminuye cl nivel de transcritos de met por lo que las proteinas quinasas seran
esenciales tanto para la transcripcion por influencia directa del metal (factor de transcnperon
MTEF-1) o bien por cascacada de seiiales producida por ¢l estrés oxidativo (Mattic v Freddiman.
2003

Es importante mencionar que la inhibicion del nivel de trasncritos de AP v MET fue
solo parctal lo que indica que debe existir otra sefial que detenmina también la activacion de
cilos genes, probablemente los ROS como se determing en experimentos previos (ver
miroduccion).

Un liecho sorprendente fue que. concomitante con la inhibicién del transcrito detectado
micialmente por los partidores de mer, y al inhibir la liberacion de calcio intracelular con
rvanodina, aparccié un nucvo fragmento amplificado que probablemente deberia corresponder
Jun nuevo gen mel expresado al desaparecer la sefial de calcio liberado por los canales de
calaio sensibles a ryanodina. Esto sugiere que en {/ compressa deben exi_stir varios genes de
thetalotioneinas que responden tanto a calcio (liberado por ¢l canal sensible a TP3) o a ROS
producidos cn respuesta al cstiés por cobre en cl alga.

Es importante mencionar que ¢l efecto de los inhibidores sobre la expresion de los
venes APy MET no se debe a un colapso de las células yaque, como se observo utihzando un
compuesto fluorescente que detecta viabilidad, el alga csta viable despucs del tratamicnto con

inlibidores y cultivada con cobre 10 tM por 5 dias.
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CONCLUSIONES

La exposicion a 10 uM de cobre por 50 minutos induce Ia liberacion de caleio intracelular

en ¢l alga U compressa

El aumento de la concentracion de calcio intracelular en respuesta a cobre en . compressa
presenta una cinética de aumento sostenido hasta los 435 min y el nivel maximo sc mantieue

hasta los 70 min.

La liberacion de calcio intracelular en respuesta a cobre en /. compressa esti medinda por
un mecanismo de liberacion de caleio inducido por calcio ademas de un mecanismo

mediado probablemente por 1P3.

La transduccién de la seiial de calcio involuera fa activacion de calmodulinas v profeinas

quinasas

La liberacion de calcio intracelular v la activacién de calmodulinas y proteinas quinasas
determina, al menos en parte. la activacion de la expresion de los genes de proteinas

antioxidantes AP y MET
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