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RESUMEN

El Cu es un micro nutriente esencial para el desarrollo de la vida de
organismos tan diversos como bacterias, levaduras, plantas y mamiferos,
incluyendo al hombre. La esencialidad de este metal se deriva de su capacidad
de ser un intermediario en la transferencia de electrones, por lo que es utilizado
por diversas enzimas con actividad redox que participan en procesos
fisioldgicos como la respiracion celular, el metabolismo y transporte de hierro a
través de membranas y la sintesis de neurotransmisores. Por otro lado, en
consecuencia de esta propiedad redox, el Cu es un elemento potencialmente
téxico, dado que puede generar, por reacciones de tipo Fenton, dafio celular a
membranas, DNA y proteinas. Para evitar tanto el déficit como el exceso, los
organismos han generado mecanismos que regulan el nivel de Cu circulante y
las reservas, a través de la especializacidon de tejidos como la mucosa intestinal
e higado. En las células, existen diversas moléculas involucradas en la
homeostasis de Cu, las que regulan la entrada, la salida, el almacenamiento y
la utilizacion intracelular del metal. Las evidencias indican que el manejo del Cu
estd finamente regulado, de forma tal, que en condiciones normales la
probabilidad de encontrar un ién de Cu libre dentro de la célula es casi nula.

Las metalotioneinas (MTs) son proteinas claves involucradas en el

manejo intracelular del Cu. Estas se expresan tanto en procariontes como
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eucariontes, y su estructura es altamente conservada. Sus propiedades
fisicoquimicas le permiten coordinar la union de multiples atomos de Cu con
una alta afinidad y, al mismo tiempo, tener la labilidad cinética necesaria para
entregar alguno de ellos. La expresion de MT es inducida por Cu, y su
expresion se relaciona con un aumento en la resistencia frente a la toxicidad
generada por el metal. Estas propiedades sugieren que MT tiene un papel
importante en el manejo intracelular de Cu a través del almacenamiento y/o la
transferencia del metal a metaloproteinas especificas. Dado que su papel en el
metabolismo celular de Cu no ha sido completamente establecido, el objetivo
de esta tesis doctoral fue evaluar su funcion en el metabolismo celular de Cu
en células mantenidas a concentraciones sub-, iso- y supra-fisioldgicas del
metal.

Los resultados de esta tesis indican que, en ausencia de MT, las células
en cultivo mantenidas a una concentracion iso- y supra-fisioldgica de Cu, tienen
una capacidad disminuida de almacenar el metal. A pesar de su menor
contenido, las células que carecen de MT son mas sensibles a un aumento en
el contenido interno de Cu, disminuyendo su viabilidad frente a la exposicion al
metal. La diferencia en el contenido intracelular, respecto a las células
silvestres, no es explicada por un cambio en la tasa de incorporacion,
sugiriendo que debe haber una disminucién en la tasa de salida. El analisis de
la excrecion de la poblacidon de Cu recién incorporado indica que en ausencia
de MT, la retencion de esta poblacion de Cu es levemente menor, lo que en

condiciones de exposicién prolongada, podria explicar, al menos en parte, el
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menor contenido de Cu en las células que no expresan MT. Finalmente, se
observo que, en ausencia de MT, se altera la induccion por Cu de la expresion
de MT, SOD1 y su chaperona Ccs1. Esto podria explicar en parte, la mayor
sensibilidad de células nulas a un menor contenido intracelular del metal. Como
conclusiones de esta tesis, propongo que la presencia de MT es importante
para mantener una apropiada regulacion homeostatica del Cu intracelular, en
las células mantenidas a una concentracion fisiolégica y especialmente en
respuesta a un exceso de Cu extracelular. Dicha respuesta depende de la
capacidad de MT de almacenar Cu en forma fisiolégica, y frente al exceso

secuestrar el Cu intracelular en forma segura.
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ABSTRACT

Copper is an essential micronutrient for life, it is required by a wide range
of species, from bacteria to yeast, plant and humans. Copper essentiality is
based in the capacity of the metal to be an intermediary in the transfer of
electrons; thus, redox active enzymes that participate in physiological process
like cellular respiration, iron transport and metabolism, and neurotransmitter
synthesis utilize it. On the other hand, as a consequence of its redox properties,
copper is potentially toxic to membranes, DNA and proteins through a Fenton’s
type reaction. To prevent excess or deficit, living organisms have developed
mechanisms that regulate copper in plasma and tissue stores, through
specialized tissues such as intestinal mucosa and hepatic tissue. A number of
molecules at a cellular level regulate the uptake, efflux, storage and utilization of
the metal. The evidence indicates that copper handling is tightly regulated, thus,
under normal conditions it is almost impossible to find a free copper ion inside
the cell.

Metallothioneins (MTs) are proteins involved in the regulation of
intracellular copper metabolism. MTs are found in all eukaryots as well as some
prokaryots; the structure is highly conserved across species. Physical-chemical
properties allow MTs to coordinate the binding of multiple atoms of copper with

a high affinity, and at the same time since these are kinetically labile they can
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be transferred to other molecules. Copper induces MT expression, thus
intracellular MT content is related to an increase in cell resistance to copper
toxicity. These properties suggest that MTs have an important role in cellular
copper metabolism, storage and/or delivery of copper ions to specific cupro-
enzymes. Since the role of MT has not been fully characterized, the goal of this
doctoral thesis was to evaluate MT function in copper metabolism of cells
maintained in sub, iso- and supra- physiological concentrations of copper.

The results of this thesis indicate that in the absence of MT, cultured cell
grown in low and normal concentration of copper have a decreased capacity to
store copper; moreover they are more sensitive to an increment in intracellular
copper, decreasing their viability. The increment in intracellular copper relative
to wild cells is not explained by an increase in copper uptake, suggesting a
difference in the efflux rate. The analysis of efflux of newly incorporated copper
showed that in absence of MT, the retention of this copper is slightly lower; this
may explain in part, the lower copper content observed in these cells. Finally, |
have demonstrated that in the absence of MTs, the capacity of copper to induce
gene expression of MT, SOD1 and Ccs1 its chaperone is lost. This observation
could partially explain the increased vulnerability of MT null cells to lower
intracellular copper concentrations. | propose as conclusions of this thesis that
the presence of MT is important to maintain an appropriate regulation of
intracellular copper homeostasis in cells grown at physiological copper
concentrations and especially in response to extracellular copper excess. This

response is dependent on the capacity of MT to store copper under
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physiological conditions and in response to excess, sequester intracellular

copper in a safe form.
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INTRODUCCION

El Cobre (Cu) es un elemento traza esencial para la vida de todos los
organismos eucariontes (desde levaduras hasta el hombre) y de algunos
procariontes (Hamer, 1986). Su importancia radica en su propiedad redox, la
cual es utilizada por diversas enzimas para su funcion catalitica. Sin embargo,
el Cu es un elemento potencialmente téxico, dado que puede generar, por
reacciones de tipo Fenton, dafio celular a membranas, DNA y proteinas (Uauy
y cols, 1998). En el ambito de la biologia celular, se ha descrito la actividad de
diversos mecanismos fisioldgicos destinados a mantener un suministro
adecuado del metal y al mismo tiempo, controlar su exceso. Estos mecanismos
de homeostasis celular de Cu estan destinados a controlar la entrada, el
almacenamiento (cantidad y localizacion) y la salida del metal de la célula
(Linder, 2002). Uno de los elementos involucrados en el manejo intracelular de
Cu son la metalotioneinas (MTs) (Hamer, 1986, Bremner y Beattie, 1990).
Estas proteinas tienen caracteristicas fisicoquimicas muy particulares y su
estructura es altamente conservada, sugiriendo que tienen un papel importante
a través de la evolucion. Fisiologicamente, la MT liga multiples atomos de Cu y
de Zn. Se ha demostrado in vitro que las MTs unen los atomos de Zn con una

alta afinidad, pero con la labilidad cinética necesaria para entregar algunos de
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estos atomos a metaloproteinas especificas (Jiang y cols 1998). La capacidad
de transferencia de Cu ha sido demostrada in vitro en la reconstitucion de la
actividad de apo-SOD en presencia de Cu-MT (Liu y cols, 2000). La expresion
de MT se relaciona con el aumento en la resistencia celular a la toxicidad
subyacente a la exposicion a Cu, aun cuando su funcioén bioldgica no ha sido
bien establecida. Dado que se desconoce el mecanismo por el cual estas
proteinas protegen a la célula, el propdsito de esta tesis doctoral ha sido
analizar con profundidad la funcién de MT, tanto a concentraciones sub-, iso-

como supra-fisiologicas de Cu.

El Cobre y su estado redox en los sistemas biolégicos

El Cu es un metal de transicion con capacidad de generar ciclos de
oxidacion y reduccidén en la presencia de oxigeno molecular. Su importancia
radica en que su propiedad redox es utilizada en un gran numero de vias
metabdlicas de enzimas oxidasas y oxigenasas. En estas reacciones, Cu es
parte del sitio catalitico de la enzima y su interaccion con oxigeno esta
estrictamente controlada por su entorno proteico. Entre estas enzimas estan la
citocromo c-oxidasa, la lisil oxidasa, la superoxido dismutasa (SOD1), la catecol
oxidasa, la Dopamina B-monooxigenasa y la amino oxidasa (Uauy y cols,
1998). La citocromo c-oxidasa contiene tres atomos de Cu que participan en la
generacién del gradiente de protones en la membrana interna de la mitocondria

durante la respiracion celular (Steffens y cols, 1987). En el modelo surgido a
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partir de estudios estructurales de la SOD1, se propone que la dismutacién del
anién superéxido ocurre por la reduccidn y oxidacion de un atomo de Cu
localizado en su sitio activo (Tainer y cols, 1983). Estas 2 proteinas son
ejemplos de la participacién de Cu en la actividad enzimatica de proteinas con
actividad redox involucradas en diversos procesos fisiolégicos como la
respiracion celular, la sintesis de neurotransmisores, la defensa contra
radicales libres, el metabolismo de hierro, la sintesis de melanina, la biosintesis
de tejido conectivo, etc (Ralph y McArdle, 2001). Estas actividades hacen del
Cu un elemento traza esencial para el desarrollo de una amplia variedad de
organismos. Por otro lado, como consecuencia de la misma propiedad redox, el
metal puede ser extremadamente toxico cuando es liberado de su matriz
proteica. EI Cu en su forma reducida puede directamente interactuar con
oxigeno molecular y peroxido de hidrégeno, ambos presentes en las células
como resultado normal de su metabolismo.
Oy +Cu”? — 0O*+cCu”
Cu"'+H,0, — Cu™+OH +OH

En estas interacciones el Cu actia como un catalizador de tipo Fenton
para producir radicales superoxido y por la reaccion de Harber-Weiss catalizar
la formacion de radicales hidroxilo (Bremner, 1998) generando estrés oxidativo
(Stohs y Bagchi 1995, Kawai y cols, 2000). La consecuencia mas comun de
este dano oxidativo es la lipoperoxidacién de membranas. Se ha demostrado

en ratas alimentadas con altas concentraciones de Cu, la acumulacién de Cu
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en el tejido hepatico y la consecuente peroxidacion de los lipidos de la
membrana mitocondrial, particularmente de la membrana interna (Sokol y cols,
1990). También se ha observado dafio sobre el DNA (Bar-Or y Winkler, 2002) y
por lipoperoxidacién sobre las membranas lisosomales de los hepatocitos de

ratas alimentadas con un exceso de Cu (Myers y cols, 1993).

Proteinas Transportadoras de Cobre en el Plasma

El Cu esta siempre unido a proteinas en los sistemas bioldgicos (Figura
1). En mamiferos, se ha estimado que sobre el 90% del Cu incorporado a
través de la dieta esta unido a ceruloplasmina (Cp) luego de pasar por la
circulacion portal (Linder y cols, 1998). La Cp pertenece a la familia de las
oxidasas con multiples atomos de Cu. Esta proteina de 132 kDa presenta 6
sitios de union a Cu. El estudio de la estructura de la enzima humana mostro
que tres de los atomos de Cu estan en un arreglo “trinuclear”, los otros 3 en un
arreglo “mononuclear” y que hay otros dos sitios de unién a Cu que son labiles
que estan ocupados el 50% de tiempo (Zaitsev y cols, 1999). Su estructura es
muy similar a la Fet3, una oxidasa de levaduras con multiples atomos de Cu
que es esencial para la absorcién de alta afinidad de Fe (Blackburn y cols,
2000). Dada la alta abundancia de Cp en el suero, y su alto contenido de Cu,
varios investigadores han propuesto a esta proteina como la principal fuente de
Cu celular. Sin embargo, la biodisponibilidad del Cu que contiene Cp es
controversial. Linder y cols, 1998 sostienen que el Cu radiactivo que se

incorpora por la dieta es unido inicialmente a moléculas como la albumina y la
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Figura 1.- Modelo de las moléculas que participan en el metabolismo celular de Cu.
Las abreviaturas corresponden a

Cp: ceruloplasmina

His: histidina

Alb: albumina

APP: proteina precursora del amiloide

MT: metalotioneina

Cox17, Cesl y Atox1: chaperonas de CCO, SOD1 y ATP7A

CCO: citocromo ¢ oxidasa

SOD1: superoxido dismutasa

ATP7A: transportador de Cu del tejido no hepético

Lox: lisil oxidasa

M: mitocondria

N: nucleo

TGN: red trans del ap. de Golgi

*Las relaciones moleculares del Cu con estas proteinas, son descritas en el texto de la
Introduccion.
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transcupreina y que en una segunda fase, luego de pasar por el higado, mas
del 90% esta unido a Cp. Posteriormente, la marca radioactiva se puede
encontrar distribuida en diferentes tejidos. Por otro lado, Meyer y cols, 2001, en
estudios en ratones aceruloplasminémicos, no observaron diferencias en la
absorcion gastrointestinal de Cu, la absorcion hepatica, la excrecion biliar, ni el
contenido de Cu en tejidos como cerebro, corazén, vesicula o rifidn respecto a
los ratones silvestres. Si encontraron una aumentada concentracién de Cu en el
higado de los ratones mutantes, consecuente con la idea de que el Cu hepatico
es utilizado en la biosintesis de Cp. El 10% restante del Cu no unido a Cp esta
unido a otras proteinas o aminoacidos principalmente albumina, transcupreina
o histidina. En estudios en cultivos primario de hepatocitos muestran que la
absorcion de Cu en presencia de histidina es mayor a la absorcion de Cu solo o
en presencia de albumina (McArdle y cols, 1988, Darwish y cols, 1984). De esta
manera, se recomienda el uso de histidina en estudios de absorcion de Cu en
células en cultivo, por la formacion de un complejo fisiolégico. Se ha propuesto

que histidina aumenta la solubilidad de Cu (Mas y Sarkar, 1992).

Incorporacion de Cobre a la Célula

La incorporacién de Cu a la célula requiere de la presencia de proteinas
transportadoras en la membrana celular (Figura 1). Hasta la fecha se han
descrito dos tipos de transportadores de Cu, CTR1 (transportador de Cu 1)
especifico para Cu (I) y DMT1 un transportador de cationes divalentes (DMT1)

que potencialmente puede movilizar Cu(ll). En mamiferos, CTR1 fue
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identificado por estudios de complementacién en levadura y por homologia de
secuencia. Este transportador presenta una alta homologia entre especies
(humano, murino y levaduras) y se expresa en todos los tejidos analizados,
especialmente higado y rifidn (Zhou y Gitschier, 1997, Lee y cols, 2000).
Estudios bioquimicos del transportador en humanos, hCTR1, han mostrado que
esta proteina une Cu con una alta afinidad, transporta especificamente Cu*' y
que este proceso es independiente de energia (Lee y cols, 2002). La
inactivacion del gen de CTR1 en raton produce la muerte durante el desarrollo
intrauterino, demostrando por un lado la esencialidad del Cu durante el
desarrollo, y ademas, que la expresion de este transportador es fundamental
para la adquisicion del metal en condiciones normales de crecimiento (Lee y
cols, 2001).

Dado que el Cu se transporta en el plasma principalmente en su forma
oxidada, y que el transportador es especifico para la forma reducida, es
necesario suponer la presencia de una o mas proteinas con actividad reductasa
de Cu en la membrana celular. En levaduras, se ha identificado una familia de
reductasas de Cu, codificadas por los genes Fre1 hasta Fre7 (Labbe y cols,
1997, Martins y cols, 1998). En mamiferos estas proteinas no han sido
claramente determinadas, sin embargo, recientemente se ha reportado la
actividad reductasa de dos proteinas de la membrana celular, APP y PrP,
previamente conocidas por su participacion en las enfermedades de Alzheimer
y de Creutzeldt-Jakob respectivamente. Este hallazgo es de gran interés porque

indica que perturbaciones en los mecanismos que regulan el metabolismo
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celular de Cu pueden contribuir a generar diversas enfermedades
neurodegenerativas (Waggoner y cols, 1999). Respecto a la participacion de la
proteina precursora del amiloide (APP) en el transporte de Cu, recientemente
ha sido demostrado por Suazo y Gonzalez, 2002 (comunicacioén personal) que
células que sobre expresan el APP tienen una aumentada tasa de reduccion de
Cu observado por ensayos colorimétricos de reduccién con Batocupreina, la
cual se relaciona con una mayor incorporacion de Cu, apoyando la idea de que
esta proteina, puede ser una de las reductasas que regulan la entrada de Cu.

El transportador DMT1, es un transportador de metales divalentes,
también llamado Nramp2 o DCT1. DMT1 es otra proteina que ha sido
conservada estructural y funcionalmente desde bacterias hasta mamiferos. La
mayor parte de los estudios sobre la funcibn de esta proteina estan
relacionados con el transporte de Fe, dado que éste seria el principal
transportador de Fe no unido a transferrina en mamiferos. Adicionalmente, se
ha sugerido que DMT1 puede transportar otros metales divalentes como Cu,
Zn, Mn, Co, Cd, Ni, Pb, (Gunshin y cols, 1997). En levaduras se ha propuesto
que DMT1 estaria involucrado en el transporte de metales como Mn, para suplir
a la proteina SOD mitocondrial (Luk y Culotta, 2001). La presencia de un
transportador comun para metales como Cu, Fe y Zn, sugiere el
entrecruzamiento de sus rutas metabdlicas. Solo en los ultimos afios comienzan
a aparecer en la literatura algunos reportes que exploran la relacién metabdlica
entre estos metales traza, ejemplos de ello son: la influencia del contenido de

Cu en células Caco2 sobre la absorcion de Fe (Han y Wessling-Resnick, 2002),
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cambios en el contenido y distribuciéon de Cu y Zn en el higado de un ratén
tratado con una dosis unica de Cd (Yang y cols, 2000) y la modulacion en la
absorcion y transporte de Cu en células Caco2 expuestas a concentracion iso- y

sobre-fisiolégicas de Zn (Reeves y cols, 1996, 1998).

Chaperonas

La destinacion intracelular de Cu a los sitios cataliticos de la
metaloproteinas es un proceso fundamental para el normal metabolismo
celular. Hace menos de una década que se han identificado proteinas,
denominadas chaperonas, involucradas en la destinacion del Cu intracelular en
organismos tan diversos como bacterias, levaduras y mamiferos incluyendo al
hombre (Harrison y cols, 1999, Huffman y O'Halloran, 2001). Estas proteinas
presentan una alta afinidad por Cu y tienen una funcion dual que involucra la
transferencia del metal y previenen la existencia de Cu libre intracelular. Esto
ha sido elegantemente demostrado en estudios in vivo a través de la
transferencia de Cu desde la chaperona Ccs1 hacia la SOD1. Por medio de la
cuantificacion de la abundancia de chaperona, del Cu intracelular y de la
cantidad y actividad de la enzima en condiciones fisioldgicas, se utilizd un
modelo termodinamico para predecir que la concentracion de Cu libre es menor
a una molécula por célula (Rae et al, 1999). Esto significa que la activacion de
las metaloenzimas requiere de la destinacion directa del metal mediante la
interaccion proteina-proteina y no el casual encuentro de atomos en su forma

libre. Hasta ahora se han clonado las chaperonas para la SOD1, la CCO vy el
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transportador ATP7 (ver mas adelante) en levaduras y sus equivalentes en
mamiferos (ver revisiones: Harrison y cols, 1999, 2000, Huffman y O'Halloran,
2001). La alta conservacion a través de especies predice la existencia nuevas
chaperonas para otras cuproenzimas celulares. En humanos, las chaperonas
descritas son: HAH1 (8 kDa aprox, Klomp y cols, 1997), para el transportador
de trans golgi ATP7 (ver mas adelante), Ccs1 (28 kDa aprox, Culotta y cols,
1997) para la SOD1 y Cox17 (8 kDa aprox, Amaravadi y cols, 1997) para la
CCO (Figura 1). Todas ellas, junto con sus homodlogas en murinos y en
levaduras, comparten una estructura “open-faced p-sandwich” con un motivo
de unién a metal altamente conservado MXCXXC (M: metionina, X: residuo
variable, C: cisteina) con el que coordinan la unién de un atomo de Cu*' (a
excepcion de Cox 17 que no tiene tal secuencia y une 2 atomos de Cu).
(Harrison y cols, 1999). Se ha determinado por estudios de complementacion,
que estas proteinas suplen la funcién de sus proteinas homodlogas en otras
especies, pero no de otras chaperonas de la misma especie. Se sugiere que la
especificidad en la interaccidon proteina-proteina estaria dada por los residuos
cercanos al motivo de union al metal a través de una interaccion electrostatica
(Harrison y cols, 1999). EI mecanismo de transferencia del Cu desde la
chaperona hacia la metaloenzima esta en investigacion actualmente. Se ha
propuesto que la transferencia del metal ocurre a través del “docking” de la
chaperona en la proteina receptora, lo que involucra interacciones

electrostaticas, seguido por una disminucidn en la barrera de energia de
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manera que hace posible la transferencia localizada del metal (Huffman y
O'Halloran, 2001, Harrison y cols, 2000). El estudio de las chaperonas de Cu
es un campo emergente y todavia quedan mas preguntas por resolver, como
cuando y como se cargan de Cu, y si su expresion es regulada por el metal. En
relacion con la primera pregunta, metalotioneinas podrian jugar un papel

importante en la distribucion del Cu intracelular.

GSH

El glutation (GSH) es un tripéptido que contiene grupos sulfidrilos que
participan en la regulacién del estado redox celular. Su sintesis es estimulada
la exposicién a Cu, y a través de sus residuos sulfidrilos une este metal y otros
como Zn. Estudios realizados en células hepaticas en cultivo, sugieren que
este tripéptido seria la primera molécula intracelular en unir el Cu entrante, y
que en una segunda fase (luego de una hora de exposicion) es la MT la
principal receptora del Cu recién incorporado (Freedman y cols, 1989). No se
ha establecido claramente si el papel en la detoxificacién de Cu cumplido por
GSH es a través de la quelacion del metal o de la reconstitucion del equilibrio
redox desplazado por el exceso intracelular de Cu. Las evidencias sugieren
que el papel de GSH en relacién con la toxicidad de Cu es la reparacion del
dano celular producido por el metal. En este sentido, se ha reportado una
disminucion en el contenido de GSH en células expuestas a Cu, y los autores
han propuesto que esta disminucién ocurriria por la utilizacion del GSH por la

GSH peroxidasa en su actividad reparadora de los lipidos peroxidados (Stacey
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y Klaassen, 1981). En acuerdo a esta observacion, en hepatocitos de ratas
mantenidas en una dieta deficiente de Cu, se observé un mayor contenido de
GSH comparado con hepatocitos de ratones mantenidos en dieta control (Chao
y Allen, 1992). Sin embargo, otros investigadores han reportado que la
generacion de lineas celulares resistentes a Cu, tienen un elevado contenido
del tripéptido, ya sea por un aumento en su sintesis o por una disminucion en
su eflujo (Freedman y cols, 1989). En relacion con el metabolismo de Cu, a
pesar de su abundancia intracelular, el impacto que puede tener GSH en la
quelacion del exceso del Cu intracelular se ve disminuido por su baja
capacidad de unir Cu (2 moléculas de GSH unen un atomo de Cu, mientras
que MT puede unir hasta 12) y por que la unién es débil, siendo desplazable
por quelantes como BCS que no desplazan el Cu de chaperonas (Rae y cols,

1999).

Transportadores

Parte del Cu citoplasmatico es transportado por una bomba especifica
para Cu desde el citoplasma hacia el lumen de las vesiculas de “trans golgi
network” (Figura 1). Esta tras locacién tiene, por una parte, la funcién de
eliminar el exceso de Cu intracelular (Dameron & Harrison, 1998), y por otro
lado, la de proveer de Cu a las metaloenzimas que se sintetizan en el complejo
reticulo endoplasmico-aparato de golgi como son ceruloplasmina, tirosinasa y
lisil oxidasa entre otras (Terada y cols, 1995, Rucker y cols, 1998, Petris y cols,

2000). En forma alternativa, a través de esta bomba el exceso de Cu podria ser
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retirado del citoplasma y almacenado en vesiculas. Este transportador
pertenece a la familia de las ATPasas de tipo P, proteinas conservadas
evolutivamente desde bacterias hasta mamiferos. En mamiferos se han
identificado 2 tipos de transportadores, denominados ATP7A (Vulpe y cols,
1993) y ATP7B (Bull y cols, 1993, Tanzi y cols, 1993). El primero es un
transportador de localizacién ubicua en los distintos tipos celulares a excepcion
del tejido hepatico donde se expresa de manera restringida el transportador
ATP7B (Harris, 2000, Suzuki y Gitlin, 1999). Las diferencias en la funcion de
estos transportadores esta bajo analisis en la actualidad. Se observo en
estudios con fibroblastos inmortalizados de pacientes con la enfermedad de
Menkes (ver mas adelante) que la transfeccion con los genes de ambas
proteinas restaura la funcion del transportador, (La Fontaine y cols, 1998). Al
igual que CTR1, la funcién de estas proteinas parece tener un papel esencial.
Esto se ve reflejado en la severidad de dos enfermedades genéticas humanas
donde se anula la actividad de uno u otro transportador. En la enfermedad de
Menkes (MD) se han detectado multiples mutaciones en el gen ATP7A. Como
consecuencia de ello, los pacientes con MD tienen una deficiencia sistémica
generalizada de Cu y mueren durante los primeros meses de vida. A nivel
celular, la falla en la funcion de este transportador significa que no hay una
adecuada cantidad de Cu en el feto, por que hay una disminucion en el paso
del metal a través del cordon umbilical y a través del epitelio intestinal después
de nacer. La falta de actividad de las cuproenzimas genera una perturbacion

generalizada de diversos procesos fisioldgicos con multiples consecuencias,
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desde retrazo mental, hasta problemas en la pigmentacion y en la formacion de
huesos. La importancia en la funcion de estas ATPasas se ha demostrado
tanto en células de mamifero como en levaduras a través de la restauracion de
la actividad de enzimas que requieren la tras locacion del Cu a través de ellas
(Petris y cols, 2000, Yuan y cols, 1995). En el otro extremo, se encuentra la
enfermedad de Wilson (WD). En ella se ha detectado una mutacion en el
transportador ATP7B (Petrukhin y cols, 1994). El Cu es normalmente
almacenado en el higado desde donde es excretado a través del conducto
biliar unido a aminoacidos o proteinas ligantes, o es secretado unido a Cp
hacia la circulacioén portal y luego a la circulacion sistémica. La deficiente o nula
actividad de este transportador produce la sobre acumulacion de Cu generando
un dafo hepatico progresivo (fibrosis y luego a cirrosis), y posteriormente se
afectan otros érganos sensibles a la exposicién a Cu como son el sistema
nervioso, rindn y coérnea. Los estudios bioquimicos y moleculares realizados
sobre la base de estas enfermedades han permitido en la ultima década
reafirmar la importancia de mantener un control homeostatico del contenido
celular de Cu y avanzar significativamente en la caracterizacion de los
elementos moleculares involucrados en éste proceso. En este sentido, el
analisis de la regulacion de la actividad y localizaciéon del transportador ATP7A
por Cu ha tenido grandes avances en los afos recientes. Por estudios
principalmente de inmunofluorescencia, se localiz6 este transportador en la red
trans del aparato de golgi (Nagano y cols, 1998, Yamaguchi y cols, 1996), lo

que fue confirmado por el hallazgo de una secuencia senal de localizacion en
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golgi en los dominios 3 y 4 del exén 10 del gen (Francis y cols, 1998).
Posteriormente, por ensayos funcionales en células expuestas a altas
concentraciones de Cu extracelular, se observo el reciclaje del transportador
entre golgi y la membrana plasmatica (Petris y cols, 1996). Este reciclaje
también ocurre en condiciones basales, observandose que el estimulo de Cu
aumenta el numero de transportadores en la membrana mediante el
incremento del movimiento exocitico del transportador sin afectar su
endocitosis (Petris y Mercer, 1999). Esta caracteristica, establece diferencias
funcionales entre los transportadores, dado que ATP7B parece no tener la
capacidad de reciclar con la membrana plasmatica cuando es transfectado en
fibroblastos inmortalizados de pacientes con MD (La Fontaine y cols, 1998),
pero si cuando es expresado en células hepaticas (Nagano y cols, 1998). El
mecanismo por el cual ATP7A recicla entre la membrana, un compartimiento
endosomal y el aparato de golgi no se ha establecido claramente. Se ha
demostrado que de los 6 sitios de union a Cu (GMXCXXC) localizados en su
extremo amino terminal, los sitios 5 y 6 serian necesarios y suficientes para su
relocalizacion (Strausak y cols, 1999). Especificamente, dos leucinas contiguas
(L1487L1488) serian la sefial de internalizacién mediante endocitosis (Francis y
cols, 1999) que lo retiene en golgi (Petris y cols, 1998). Este transportador y las
MT podrian ser las principales moléculas responsables de la defensa contra el
exceso Cu. Esta proposicion proviene de la observacion de que ATP7A
responde fuertemente a la exposiciéon a Cu, al igual que MT. En células CHO

expuestas a Cu se ha relacionado la amplificacion del gen de ATP7A con la
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menor sensibilidad a la toxicidad por Cu (Camakaris y cols, 1995). La misma
observacion fue realizada en hepatocitos, donde se identificé la actividad el
transportador ATP7B, como responsable de la resistencia a Cu en células que
no expresan MT (Schilsky y cols, 1998). Mas aun, se ha observado que en
ausencia de MT y ATP7A se desarrolla un fenotipo no viable, aun en
condiciones normales de exposicion al Cu. Esto se determiné mediante la
cruza de ratones hembras heterocigotos para los genes de ATP7A (este gen
esta ligado al cromosoma X) y MT con ratones machos MT nulos. Realizando
analisis genético de los embriones de dia 11 de gestacidn, se identificaron
ratones 1) homocigotos nulos para ambos genes, 2) nulos para MT vy
heterocigotos para ATP7A y 3) heterocigotos para MT y nulos para ATP7A.
Con ellos se generaron lineas inmortalizadas de fibroblastos, los cuales fueron
expuestos a concentraciones crecientes de Cu observandose que los
fibroblastos doble mutantes mueren a concentraciones sub-fisiolégicas de Cu
(Kelly y Palmiter, 1996). Dos de las lineas utilizadas en esta tesis provienen de
este estudio, y han sido generosamente provistas por el Dr. Palmiter. La linea
805 corresponde a fibroblastos heterocigotos para MT y la linea 804 a
fibroblastos homocigotos nulo para MT (ambas son silvestres para el

transportador.



32

METALOTIONEINA

Estructura

Metalotioneinas son proteinas ubicuas con caracteristicas fisicoquimicas que
las hacen particulares. Todas ellas son de bajo peso molecular (6-7 kDa)
inusualmente ricas en cisteinas (20-30%), carentes de residuos aromaticos e
hidrofobicos y capaces de unir multiples atomos de metales pesados (Hamer,
1986). Ellas fueron descritas inicialmente en 1957 por Margoshes y Vallee
como una proteina que une Cd en el rifidn de caballo. Desde entonces, se han
descrito MTs en una amplia diversidad de especies que incluye algunas
bacterias y todos los eucariontes analizados (levaduras, plantas, invertebrados,
insectos, moluscos, peces y mamiferos) (Hamer, 1986). En mamiferos, se
expresan varias isoformas de la proteina, todas ellas tienen entre 60 a 68 aa,
20 de los cuales son cisteinas en secuencias Cis-Cis y Cis-X-Cis. La estructura
tridimencional de MT se ha analizado por NMR, cristalografia y espectroscopia
de rayos X en diferentes especies, encontrandose un alto grado de similitud en
su estructura espacial (Kagi y Kojima, 1987, Furey y cols 1986). Todas ellas
tienen una forma de campana con dos dominios que contienen “clusters”
metalicos, constituidos por varias unidades tetrahédricas del metal. Esta
coordinaciéon ocurre exclusivamente por las cisteinas a través de sus grupos
sulfidrilos y todas ellas estan utilizadas en la uniébn de metales. MTs no
presentan estructura secundaria conocida. Fisiolégicamente, MT puede unir 7
atomos de Zn y hasta 12 atomos de Cu. MT puede unir mas de un tipo de

metal en la misma molécula, encontrandose especies mixtas como Cu-Zn-MT
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(Munger y cols, 1985) Cd-Zn-MT (Li y Otvos, 1996). Ademas, se ha observado
que la apo-MT puede unir 7 atomos de Cd, Hg, Co, Ni, Pb y 10 a 12 atomos de
Ag y Au. La afinidad de la union a metales varia dependiendo del ion,
observandose las constantes de estabilidad de 10" a 10", 10'"a 10"y 10" a
10" para Cu, Cd y Zn respectivamente, de manera que el Cu desplaza al Zn de

la Zn-MT (Hamer, 1986, Shaw y cols, 1991).

Secuencia y Expresion Génica

Aunque las MTs se expresan en todos los tejidos, su expresion es mas
abundante en tejidos de origen parenquimal como son higado, rindn, pancreas
e intestino. Su nivel de expresion va a estar dado finalmente por factores como,
estado del desarrollo, edad, dieta y probablemente otros factores aun no se
han identificado. MT es principalmente una proteina citoplasmatica, pero
también ha sido identificada en nucleo y lisosomas (Nagano y cols, 2000,
Cherian y Apostolova, 2000, Klein y cols, 2000).

En todos los vertebrados los genes de MT estan constituidos por una
region 5 flanqueadora (5'UT), una regién no traducida (5'UTR), 3 exones
separados por dos intrones y una region 3’ flanqueadora. La region 5’ no
traducida contiene elementos reguladores en posicidn cis entre los cuales hay
una o mas copias de elementos que responden a metales (MRE) (Stuart y cols,
1985). MRE es el sitio de union del factor de transcripcion MTF-1. Este factor
de transcripcion es altamente conservado y su estructura presenta seis “dedos

de Zn” en el sitio de unidon a DNA (Brugnera y cols, 1994). Existen evidencias



34

de que este mismo factor de trascripcién podria mediar la induccion de MT
estimulada por estrés oxidativo (Dalton y cols, 1996 b). Heuchel y cols (1994)
anularon mediante recombinacién homologa la expresion de MTF-1 en células
de embrién de ratén (“stem cells”), y observaron que, ademas de la ausencia
de la expresion de esta proteina, anularon la expresion basal e inducida por Zn
de MT. Este resultado sugiere que la actividad de este factor de transcripcion
es esencial para la expresion de MT. Mas aun, este mismo grupo de
investigadores mas tarde observo que la falta de expresion de MTF-1, impide el
desarrollo de embriones de raton mas alla de los 14 dias de gestacion,
demostrando que la actividad de este factor de transcripcion es esencial. Estos
embriones también fallan en la expresion de MT I/l y en la expresién de una
enzima involucrada en la sintesis de glutatién, por lo que los autores sugieren
que MTF-1 esta involucrado en la homeostasis de metales y en la regulacion
del estado redox de la célula, especialmente durante el desarrollo del higado
(Gunes y cols, 1998).

En eucariontes, los genes que codifican para MTs usualmente estan
representados en varias copias. Tanto en humanos como en murinos las
multiples copias de genes de MT se encuentran agrupados en un solo
cromosoma. En humanos se han identificado 16 genes de MT en el
cromosoma 16, pero solo 4 de ellos son funcionales: MT IA, IE, IF, y lIA (West
y cols, 1990, Karin y cols, 1984). Mientras que en ratones se han clonado 4
genes agrupados en un segmento de 50 kb en el cromosoma 8 (MT I, I, lll y

IV), siendo todos ellos funcionales (Yamada y cols, 1994, Schmidt y cols,
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1984). MT | y Il (MT I/ll) son expresadas en todos los estados del desarrollo en
varios tipos de células de la mayoria de los dérganos. MT Ill es expresada
predominantemente en neuronas pero también en las glias y en ciertas células
de diversos 6rganos del aparato reproductivo masculino (Masters y cols, 1994,
Uchida y cols, 1991, Moffatt y Seguin, 1998). MT IV es expresado
particularmente en las células del epitelio escamoso estratificado diferenciadas
(Quaife y cols, 1994). No es claro si estas isoformas tienen funciones
redundantes o divergentes. La caracteristica biolégica mas conspicua de las
MTs es su inductivilidad por una variedad de agentes y condiciones. Entre ellos
estan algunos metales (Cu y Zn son los inductores fisiologicos y Cd el principal
inductor no fisiologico) (Hidalgo y cols, 1978, Suzuki y Yamamura, 1980,
Bremner y Davies, 1975), glucocorticoides (Karin y Herschman, 1980) e
interferones (Friedman y cols, 1984), agentes alkilantes y varios tipos de estrés
(Oh y cols, 1978). Se ha observado, en cultivos celulares expuestos a metales,
que el aumento en la expresion de MT también ocurre por amplificacion génica.
Se observé una amplificacion de mas de 6 veces del gen de MT durante el

proceso de seleccion de células resistentes a Cd (Beach y Palmiter, 1981).

Funciones Propuestas en el Metabolismo de Metales

Las funciones propuestas para MT se pueden clasificar en:
a) Almacenamiento de Cu y Zn. Su papel en el almacenamiento de metales
esta apoyado fuertemente por el aumento de su contenido durante el desarrollo

en mamiferos. Durante la ultima fase del desarrollo fetal en ratas se ha



36

reportado un considerable aumento en el contenido de MT, el cual es
concomitante con un aumento en el contenido de metales, especialmente de
Zn (Panemangalore y cols 1983). Aunque con variaciones en las etapas del
desarrollo fetal, este incremento de MT y metales ha sido observado en otros
mamiferos como ovejas (Paynter y cols, 1990) y humanos (Cherian, 1994).
Mas aun, se ha reportado una disminucidn simultanea en el contenido de Zn y
MT en el higado de estos animales en el periodo postnatal. Esto ha sido
atribuido al crecimiento del higado y/o a la alta demanda en la sintesis de
proteinas, entre ellas metaloproteinas, que caracteriza al rapido crecimiento de
los mamiferos en esta etapa. Quaife y cols, (1986) han propuesto que la
expresion de MT en el higado fetal estaria mediada por la induccién de
glucocorticoides, y que ésta llevaria al consecuente aumento en el contenido
de metales. Ratones mutantes nulos para MT I/Il tienen un menor contenido de
Zn en el higado al nacer (Coyle y cols, 1995, Philcox y cols, 1995) y ratones
mutantes que sobre expresan MT /Il tienen un mayor contenido de Zn en
diversos organos (Davis y cols, 1998, Lau y Cherian, 1998). Interesantemente,
ratones que sobre expresan MT son mas resistentes a dietas deficientes de Cu
(Susuki y cols, 2002) y Zn (Dalton y cols, 1996).

b) Rol en el metabolismo de Cu y Zn. MT puede servir como una chaperona
para la sintesis de metaloproteinas. MT puede ser un reservorio para metales,
evitando la toxicidad y ademas donando metales a las apo-metaloproteinas. La
transferencia de metales desde MT hacia apo-proteinas ha sido demostrado in

vitro (Udom y Brady, 1980, Cano-Gouchi y Sarkar, 1996, Maret y cols, 1997,
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Jacob y cols, 1998) y a su vez, que GSH puede ser un facilitador en este
proceso (Maret, 1994, Jiang y cols, 1998 Jacob y cols 1998, Maret y cols 1999).
Maret y Vallee (1998) demostraron que la organizacion de las cisteinas que
unen Zn en MT generan un ambiente redox particular, de manera que agentes
oxidantes suaves, como grupos disulfuros, pueden liberar iones de Zn. La idea
propuesta por estos investigadores, es que a través de cambios locales en el
estado redox de la MT, y de la presencia de quelantes biolégicos como GSH,
ésta puede aceptar o ceder iones en un proceso controlado y no azaroso
determinando finalmente la distribucién del metal. Evidencias in vitro sefialan
qgue no todos los atomos de Zn unidos a MT son transferibles, siendo al menos
1 de ellos mas susceptible a ser removido (Jacob y cols 1998, Jiang y cols
1998). Asi mismo, experimentos in vitro muestran que Cu-MT puede restaurar
la actividad de apoSOD1 (Liu et al, 2000) sugiriendo fuertemente que esta
puede ser una propiedad fisiologica, de manera que MT seria un modulador del
metabolismo de Cu y Zn. Mas aun, el intercambio de atomos de Zn con
proteinas con dedos de Zn hacen de la MT un modulador de la expresion
geénica.

c) Detoxificaciéon de Cd. Su papel en la detoxificacion de Cd proviene de la
observacion de que mutaciones que previenen la sintesis de MT generan
sensibilidad a Cd mientras que un exceso en la expresiéon de MT confiere
resistencia a la toxicidad por este metal (Hamer, 1986, Klaassen y Liu, 1998)
Sin embargo, algunos investigadores discuten que éste sea su rol evolutivo.

Los casos de intoxicacion por Cd son escasos y siempre son causados por el
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hombre. Esto sugiere que la detoxificacion es mas bien un resultado de su
propiedad de union a metales y no de su funcién evolutiva. El fuerte impacto
que parece tener Cd en relaciéon a la funcién de MT puede ser explicado por la
ausencia de otros mecanismos biologicos que defiendan al organismo de su
toxicidad, como la presencia de transportadores especificos cuya funcion
pueda ser regulada en orden de mantener su homeostasis (Bremer y Beattie

1990, Palmiter, 1998).

Dado el alto grado de conservacion en las MTs y sus particulares
caracteristicas fisicoquimicas, se postulé que MTs tendrian un rol esencial en el
normal desarrollo de los organismos. Esta afirmacion se ha visto cuestionada
luego de la generacion de una cepa de ratones mutantes nulos para las MT |y
II. Dos diferentes grupos de investigadores crearon una cepa de ratones en la
que fue anulada la expresion de las isoformas mas abundantes de MT
(Michalska y Choo, 1993; Masters y cols, 1994 b). Los ratones mostraron ser
viables y saludables en las condiciones normales de mantenimiento en vivero,
sugiriendo que la presencia de MT no es necesaria para suplir de Cu a las
chaperonas y en consecuencia a las metaloenzimas. Sin embargo, estos
animales son mas sensibles a la exposicién a elementos téxicos como Cd (Liu
y cols 2000), agentes mutagénicos (Davies y cols 2001) y generadores de
estrés oxidativo (Kawai y cols 2000). Ademas, existen evidencias de que
ratones mutantes nulos para MT I/ll son mas sensibles a dietas deficientes a

Cu y Zn comparado con ratones silvestres bajo la misma restriccion dietaria
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(Suzuki y cols 2002). Estos resultados sugieren que probablemente la funcion
de MT es redundante en condiciones normales de crecimiento, y que se puede
observar su esencialidad sélo en condiciones extremas de exposicion a
metales.

La esencialidad y la redundancia en su funcién se observé con la
generacion de ratones dobles mutantes para expresion de MT y del
transportador ATP7A (Kelly y Palmiter, 1996). Los ratones mutantes nulos para
ATP7A mueren a las 2 semanas de vida, pero pueden sobrevivir con la
administracion de Cu desde el nacimiento. La doble mutacién no fue viable,
observandose una clara disminucion en el numero de fetos a los 11 dias de
gestacion (3% respecto al control) y la ausencia de animales doble mutantes a
los 9 dias post-nacimiento. Este resultado sugiere que la actividad conjunta de
MT y de ATP7A es suficiente y necesaria para el control homeostatico del Cu
celular. Interesantemente, en células hepaticas seleccionadas por la resistencia
a Cu en ausencia de la induccion de MT, se identific6 como un factor de
resistencia a la amplificacion del transportador ATP7B (Schilsky y cols 1998).
De esta manera, estos resultados sugieren una fuerte conexion funcional entre
estas dos proteinas que pueden ser las principales responsables de la

mantencion de la homeostasis celular de Cu.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Dado que el Cu es esencial para el desarrollo de un amplio numero de
organismos, pero que al mismo tiempo puede ser toxico, es necesaria la
presencia de mecanismos de homeostasis precisos. Los elementos moleculares
involucrados en este control son diversos, relacionados tanto con la entrada,
almacenamiento (cantidad y localizacion) y la salida del metal de la célula. Las
MTs, como proteinas citoplasmaticas con propiedades fisicoquimicas
particulares juegan un rol importante. Ellas unen multiples atomos de Cu con
alta afinidad pero con la labilidad cinética necesaria para la transferencia de
algunos de ellos a otras metaloproteinas. Por otro lado, existe una amplia
correlacion entre la presencia de estas proteinas y un aumento en la resistencia
frente a la toxicidad generada por la exposicion a Cu. Dado que el mecanismo
por el cual MT protege a las células no ha sido establecido se propone como
hipotesis para esta tesis doctoral que: “‘La MT es responsable de la
resistencia celular al incremento del contenido de Cu mediante el
secuestro del exceso de Cu intracelular’. En el marco de esta hipotesis, se

proponen como objetivos generales:

1) Estudiar la funcion de MT en la regulacion de la viabilidad celular y el

contenido y localizacion del Cu intracelular.



41

2) Estudiar la regulacion de MT en los procesos de incorporacion y

excrecion de Cu hacia y desde la célula respectivamente.

Se propone como estrategia experimental el analisis comparativo de los
fendmenos celulares relacionados con la regulacion del contenido de Cu en 2
lineas celulares de fibroblastos de embriones de ratéon que provienen de la
misma camada, siendo su principal diferencia que una es silvestre y la otra es
mutante nula para la expresibn de MT. Ambas lineas seran expuestas a
concentraciones crecientes de Cu extracelular para desarrollar los siguientes

objetivos especificos:

¢ Analizar la viabilidad celular en fibroblastos mutantes y silvestres

e Determinar el contenido celular de Cu y de MT en fibroblastos mutantes y
silvestres

e Analizar la incorporacion de Cu en fibroblastos mutantes y silvestres

e Analizar la excrecion de Cu en fibroblastos en fibroblastos mutantes y
silvestres

e Determinar la distribucién subcelular de Cu en fibroblastos mutantes y
silvestres

e Analizar la expresion de genes relacionados con el metabolismo de Cu en

fibroblastos mutantes y silvestres.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1 MATERIAL BIOLOGICO.

2.1.1. CELULAS EUCARIOTICAS.

Las células utilizadas en esta tesis provienen de lineas inmortalizadas y son
las siguientes:

Las lineas 804 y 805 fueron donadas por el Dr. J. D. Gitlin (Washington
University, St. Louis, USA). Ambas lineas fueron creadas por el grupo del Dr.
Palmiter (University of Washington, Seattle, USA) y corresponden a fibroblastos
de embriones de ratdn provenientes de la cruza de una hembra heterocigoto
para los genes que expresan MT | y Il y para el gen del transportador ATP7A
con un raton macho homocigoto nulo para la expresion de los genes de MT |y
. De esta manera, mediante la genotipificacion de los embriones se
establecieron entre otras, las lineas celulares 804 y 805 cuya principal
diferencia es la ausencia y presencia respectivamente de MT | y Il (estas dos
lineas expresan normalmente el ATP7A) (Kelly y Palmiter, 1996). La cepa de
los ratones mutantes que no expresan los genes de MT | y Il utilizada en la
cruza anterior, fue creada por el mismo grupo del Dr. Palmiter. La mutacion fue
generada a través de la insercion de secuencias de detencién de la traduccién
en ambos genes contenidos en un plasmidio, mediante la técnica de

recombinacion homologa (Masters y cols, 1994).
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Las lineas HepG2, Caco2, y HelLa son lineas celulares humanas, provenientes
de hepatoblastoma, células tumorales con caracteristicas de enterocito y
adenocarcinoma de cervix respectivamente.
Las lineas N2a y NIH 3T3 son de raton y provienen de un neuroblastoma y de
fibroblastos de embriones respectivamente.
La linea B12 y NRK corresponden a células de glioblastoma y de epitelio de

rindn de rata respectivamente.

2.1.2 BACTERIAS.
Las bacterias utilizadas para la amplificacion de secuencias génicas de interés

fueron E. coli de las cepas DH5q y JM109 (Promega, WI, USA).

2.1.3 PLASMIDIOS.

Se utilizaron 3 tipos de plasmidios distintos y corresponden a:

a) pCR 2.1 fue obtenido de Invitrogen, CA, USA. Contiene el promotor de
células procariontes T7 y resistencia a ampicilina y kanamicina.

b) pcDNA 3.1(+) fue obtenido de Invitrogen, CA, USA. Contiene el promotor de
células eucariontes CMV, resistencia a ampicilina y neomicina.

c) pGEM-T fue obtenido de Promega, WI, USA. Contiene el promotor de células

procariontes T7 y SP6, y tiene resistencia a ampicilina.
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2.1.4 PARTIDORES

Para la amplificacién y clonamiento de los genes que codifican para proteinas
que participan en el metabolismo celular de Cu y para proteinas de expresion
constitutiva, se utilizaron los siguientes partidores:

Para MT:

La Metalotioneina |, se obtuvo el siguiente par de partidores, disefiados
anteriormente por el Dr. M. Gonzalez. Sus secuencias estan en direccién 5’- 3’y
fueron sintetizados comercialmente por Applied Biosystems, CA, USA:

Mouse MT#2-5’: GGA ATG GAC CCC AAC TGC TCC TG
Mouse MT#2-3": ATA CTA TTT ACA CGT GGT GGC AGC GCT GTT

Los partidores de los siguientes genes fueron disefiados en nuestro laboratorio
utilizando el programa Primer Premier, version 5.0 y sintetizados por BiosChile,
Santiago, Chile. Las secuencias sentido (S) y antisentido (A) se expresan desde
el extremo 5”:

SOD1 (de baja homologia)

S: TGACTGCTGGAAAGGACG

A: AGTTTAATGGTTTGAGGGTA

ATPTA (de alta y baja homologia respectivamente)

S: TGAAGCCACTATTGTAACTC CAGGCTGTGGTATTAGCT

A: AGGTTTCTTAGCCACAGG AGTCCGACCTCTTCTTTC

ATP7B (de alta y baja homologia respectivamente)

S: CGCAGATGCTGTCAAACC GCGACTTTCTTCCCTTCA



A: GGAGACCTTGGGATACAG
MT (de baja homologia)

S: CCGTGGGCTGCTCCAAAT
A: TAGGAAGACGCTGGGTTG
Tubulina

S: CATTGCCACCATCAAGACCA
A: TCAACGCCAACCTCCTCATA
GDPH (o G3P)

S: ACCACAGTCCATGCCATCAC
A: TCCACCACCCTGTTGCTGTA
Ccs (de baja homologia)

S: TCCCTTATCCAAGATCACAG
A: CGAGGACCAAATAACCTGA
Atox 1

S: CTCAACAAGCTGGGAGGAGTG

A: GCTTCCATGTAATAAAGTCAAGC

APP

S. ATGCTGCCCGGTTTGGCAC
A: AGCCTCTGAAGTTGGACAG
Prpc

S: TGTTCCTTCGCATTCTCG

A: TGTTAGCACTGGCTGATG

CTGTCCTTTCATCTCGTG

45
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D-Rap
S: AAGCAGGTGGAGGTGGACG

A: TCGGGCGACTTCTTGTTGA

2.1.5 ANTICUERPOS.

1) Anti Metalotioneina. EI anticuerpo monoclonal producido contra
Metalotioneinas | y Il de caballo fue obtenido de la empresa Dako, CA,
USA.

2) Anti ATP7A. Este anticuerpo policlonal producido en oveja fue
generosamente donado por el Dr. Mercer.

3) Anti Actina. Este anticuerpo fue producido en conejo por Cytoskeleton,
CO, USA.

4) Anti Faloidina conjugado a rodamina. Obtenido de Molecular Probes

5) Anti N-Caderina. Este anticuerpo monoclonal fue producido por Sigma,
CO, USA.

6) Anti IgG de ratdén conjugado a Fosfatasa alcalina fue producido en cabra

y obtenido de Calbiochem, CA, USA.

7) Anti IgG de cabra conjugado a Peroxidasa producido en Sigma, USA

8) Anti IgG de cabra conjugado a fluoresceina fue adquirido de Sigma, USA

9) Anti IgG de conejo conjugado a Peroxidasa fue producido por Sigma,

USA.
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2.2.- REACTIVOS

2.2.1. MEDIOS Y SUPLEMENTOS DE CULTIVO.

a) Para el cultivo de células de mamiferos se utilizo el medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), suero fetal bovino (SFB) y los antibiéticos
Penicilina y Estreptomicina. EI DMEM utilizado provino en forma liquida para
mantener el mismo contenido de metales en el agua entre botellas. Todos los
reactivos anteriores fueron obtenidos de la empresa Gibco, BRL, USA.

b) Para el cultivo de bacterias se obtuvo agar-agar de Difco, MIl, USA. De Hi-
Media, Bombay, India se obtuvieron extracto de levadura y triptona. Los

antibioticos ampicilina y kanamicina fueron obtenidos de Gibco, BRL, USA.

2.2.2. ENZIMAS.

Las enzimas de restriccion utilizadas se obtuvieron de las empresas: New
England BioLabs, MA, USA, Gibco, BRL, USA, Promega, WI, USA y Fermentas,
MD, USA.

La Taq DNA polimerasa (incluyendo el tampoén de PCR 10x y MgCl, 50mM) y la
T4 DNA ligasa se obtuvieron de Gibco BRL.

La tripsina-EDTA se obtuvo de Gibco BRL.

2.2.3 MARCADORES DE PESO MOLECULAR.
a) Para geles de DNA se utilizaron marcadores de 1 kb DNA Ladder

obtenidos de Promega, WI, USA.
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b) Para geles de poliacrilamida-SDS se utilizaron los estandares pretefiidos de

amplio y bajo rango provenientes de Gibco, BRL.

2.2.4 MATERIAL RADIOACTIVO.
El **CuSO, se obtuvo de la Comisién Chilena de Energia Nuclear, Santiago,

Chile.

2.2.5 REACTIVOS GENERALES.

De SIGMA: Metalotioneina de higado de conejo, MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide), Tween 20, Tritén X-100, y SDS, hidroxido
de sodio, cloruro de sodio, cloruro de calcio, cloruro de magnesio, cloruro de
potasio, EDTA, glicerol, paraformaldehido, formaldehido, Tris, albumina de
suero bovino (BSA), GSH, agarosa, agarosa LMP, pelicula Kodak X-Omat, -
mercaptoetanol, azul de bromofenol, azul brillante de Coomassie R-250 y Rojo
Ponceau S, Hepes,

De Pharmacia: ECL.

De MERCK: Ac. Nitrico, Ac. Metafosforico, Ac. Clorhidrico, Ac. Acético,
Etanol, Metanol, Isopropanol, Cloroformo, Alcohol isoamilico, Formamida, Ac.
Barico.

De Calbiochem: Kit GSH.

De Fermelo: Ecoscint H.
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De Gibco BRL: TRIZOL, dNTPs, Azul de Tripan, PBS, Lipofectamina PLUS,
Bromuro de Etidio.

De NEN Life Science: CDP —Star Chemiluminescence reagent.

De Promega: Kit LDH Cytotox 96, Wizard Plus Mini y Midi Preps,

De WINKLER LTDA: Acrilamida/bisacrilamida 29:1, Persulfato de amonio,
Temed, Fenol.

De Bio-Rad: Membranas PDVF,

De NalgeNunc, NY, USA: todo el material plastico de cultivo: placas de 96,

48, 24, 12 y 6 pocillos. Placas de 96, 60 y 35 mm. Frascos de 75y 25 cm?.

2.3 METODOS

2.3.1. CULTIVO DE LINEAS CELULARES DE MAMIFERO.

MANTENCION DE LAS CELULAS

Todas las lineas celulares utilizadas en esta tesis fueron mantenidas en
similares condiciones en un incubador a temperatura (37° C) y presién de CO,
(5 %) constantes. Las células fueron crecidas en frascos T75 o placas de 96
mm en un medio DMEM suplementado con 10% de SFB y los antibiticos
Penicilina (100 Ul/ml) y Estreptomicina (100 ug/ml) (Kelly y Palmiter, 1996,
Gonzalez y cols, 1999 y Tapia y cols, 2002). El medio de cultivo fue cambiado

cada 2-3 dias. Para almacenar las lineas celulares, alicuotas de
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aproximadamente 2x10° células fueron congeladas en DMEM 10% SFB 10%

DMSO en criotubos de 1,8 ml en N3 liquido.

RECUPERACION DE EXTRACTOS CELULARES

La recuperacion de las células se realizé mediante un tratamiento suave
con Tripsina-EDTA. Inicialmente las células fueron lavadas con tampdn fosfato
salino (PBS), y se incubaron en 0.01% Tripsina-EDTA a 37° C por 5 min. La
digestion se detuvo con la adicion de medio DMEM-SFB y el medio con las
células fue centrifugado a 3000 rpm por 5 min. Para la mantencion (subcultivo)
de la linea, la pella fue resuspendida en medio de cultivo fresco y sembrada
nuevamente en placas de cultivo generalmente en la razén 1:3. Para la
utilizacion de las células en ensayos bioquimicos, la pella fue lavada una vez
con PBS vy utilizada directamente o congelada a -20 °C para su

almacenamiento.

2.3.2. WESTERN BLOT

Extraccion De Proteinas

La preparacién de extractos de proteinas enriquecidos en MT fue
realizada como se describe en Sone y cols, 1987 con modificaciones descritas
por Mizzen y cols, 1996. Pellas de aproximadamente 5 millones de células

fueron resuspendidas en 200 yl de tampon de extraccion (NaCl 150 mM, MgClI2
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3 mM, Nonidet P-40 0.5% y Tris HCI 10 mM pH 7.0) y homogenizadas utilizando
jeringas de 20 gauges. El homogenizado fue agitado y mantenido en hielo por 5
min. Las muestras se centrifugaron a 12000 x g por 15 min a 4° y el
sobrenadante generado fue calentado a bafio maria por 5 min a 95 °C y
centrifugado nuevamente. El sobrenadante obtenido fue liofilizado y
resuspendido en 30 pl de agua, del cual se tomaron 5 ul para cuantificar
proteinas.

Para el anadlisis de la expresién de la proteina ATP7A y actina, se
prepararon extractos a partir de 8 x 10° células. La pella de estas células fue
resuspendida en 2 volumenes de Tris 0,1 M pH 6,8 SDS 2% en hielo. Las
muestras fueron homogenizadas mecanicamente con la ayuda de jeringas de
20 gauges. Se determind la concentracion de proteinas y se utilizaron alicuotas

de 30 ug para el ensayo de western blot.

Carboximetilacion (solo para las muestras de MT)

Se tomaron 20 ug de cada muestra las que fueron llevadas a un volumen
final de 5 pl en agua. Se incluy6 en las muestras una alicuota de MT comercial
como control. La carboximetilacion se realiz6 como se describe en Sone y cols,
1987. Se les adicionaron a cada muestra 1.2 yl de DTT 0,05 M y éstas fueron
incubadas por una hora a temperatura ambiente. Luego se les adicionaron 0.7
Ml de iodoacetamida 1M fresca resuspendida en Etanol por otra hora a
temperatura ambiente. Terminada la incubacién se les agreg6 3 ul de tampdn

de carga 4x (Tris-HCI 0,125 M, pH: 6,8, SDS 6%, glicerol 20%, pB-
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mercaptoetanol 10% y azul de bromofenol 0,07%). La solucion fue hervida por 5

min y enfriada en hielo.

Electroforésis En Geles De Poliacrilamida-SDS.

La electroforésis se realizdé segun el protocolo convencional descrito
por Laemmli, 1970. Diez uyg de cada muestra problema y aproximadamente
0.2-0.5 ug de la muestra control (MT pura) fueron cargadas por carril en
geles de poliacrilamida-SDS al 15%. Para la deteccion de Menkes y actina se
utilizaron 30-50 pg de los respectivos extractos celulares. Para todos los
casos, se utilizd una camara vertical de electroforésis para geles de 11 x 8,5
x 0,15 cm. Los geles se corrieron a voltajes constantes de 70 V para el gel
concentrador y 150 V para el gel separador hasta observar la caida del frente

de azul de bromofenol.

Transferencia

Luego de la electroforésis, los geles fueron equilibrados en el tampon
CAPS (10 mM pH 11, 15% metanol) el que, para la transferencia de las
muestras de MT fue suplementado con 2 mM de CaCl,, por 20 min a
temperatura ambiente como se describe en Mizzen y cols, 1996. También se
equilibraron en este tampdn las membranas de PDVF luego de ser activadas
por 30 segundos en metanol puro. La transferencia se realizé en camara de
inmersion completa a 60 V por 1 hr. La calidad de la transferencia se evalué

por la tincién de la membrana con Rojo Ponceau (0.1% p/v Ponceau S en 5%
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v/v de ac. acético) y del gel transferido con Azul de Coomasie (0.1% de azul,

40% metanol y 10% de ac. acético).

Revelado De La Reaccion Antigeno-Anticuerpo

Otra importante modificacion al protocolo de transferencia estandar para
la deteccién de MT es el tratamiento de la membrana con Glutaraldehido
(Mizzen y cols, 1996). Las membranas transferidas se incubaron con una
solucion de 2.5% de Glutaraldehido por 1 hr a temperatura ambiente. Luego de
la incubacioén, éstas fueron lavadas 3 veces por 5 min con tampon fosfato (8,1

MM NasHPOy4, 1,2 mM KH2POy, 2,7 mM KCI pH 7,4) en agitacion y en el cuarto

lavado se le adicion6 monoetanolamina 50 mM. Las membranas con los
extractos de proteinas que se utilizaron para la deteccion de ATP7A y actina,
fueron tratadas igual que las de MT en el protocolo que sigue: el bloqueo se
realizé con BSA 3% en tampoén TST (Tris HCI 10 mM pH 8, NaCl 150 mM,
Tween-20 0.05%) a temperatura ambiente por 1 h. Luego fueron lavadas 3
veces con TST e incubadas por 1 h con el anticuerpo monoclonal anti MT a una
dilucion de 1:500, anti-ATP7A 1:250, anti-actina, 1:500 en TST 1% BSA. Al
finalizar la incubacion, las membranas fueron lavadas nuevamente e incubadas
con el segundo anticuerpo; anti-mouse conjugado a fosfatasa alcalina 1:1000,
anti-goat conjugado con peroxidasa 1:4000 y anti-rabbit conjugado a peroxidasa
1:1000 respectivamente, por 1 h a temperatura ambiente. Se realizaron 3

lavados nuevamente y el cuarto lavado se realiz6 en tampdn fosfato. El
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revelado de la reaccion antigeno anticuerpo se realizé incubando la membrana
con un sustrato para la enzima fosfatasa alcalina cuyo producto es
quimioluminiscente (CDP) de manera que la presencia de la MT fue observada
en films radiograficos. En los casos en que se utilizé un segundo anticuerpo
conjugado a peroxidasa, se utilizo el kit ECL para revelar la reaccion antigeno-

anticuerpo.

2.3.3. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)

Células 805 y 804 fueron sembradas en cubreobjetos redondos de 12
mm de diametro en esterilidad. Cuando las células llegaron a un 80% de
confluencia fueron fijadas y permeabilizadas en metanol a -20°C por 10 min.
Ellos fueron incubados con los anticuerpos: anti-MT (1:100), anti-ATP7A
(1:250), faloidina (1:400) y anti-N-caderina (1:100). Luego fueron y lavados e
incubados con segundos anticuerpos acoplados a fluoresceina o rodamina en
diluciones variables (1:100 a 1:1000). La marcacion fluorescente fue observada
por microscopia convencional. Adicionalmente para el reconocimiento del
transportador ATP7A, algunos fibroblastos fueron fijados en paraformaldehido

0.4 % antes del tratamiento con anticuerpos.

2.3.4. EXPOSICION DE LINEAS CELULARES A Cu.
Las células fueron expuestas a concentraciones variables de Cu
extracelular (0,1 a 500 uM) por distintos periodos de tiempo dependiendo del

tipo de ensayo realizado. El Cu (tanto el frio como el **Cu) fue adicionado a las
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células acomplejado a histidina en la razén 1:10 y disuelto en medio de cultivo
antes de agregarlo a las células (McArdle y cols, 1988, Mas y Sarkar, 1992) Al
finalizar el tiempo de exposicién, las células fueron lavadas con PBS frio y con
PBS/Cu-His para el caso de exposiciones a Cu radiactivo. El contenido de Cu
total se cuantifico por TXRF y AAS, y el de Cu radiactivo en un contador de

centelleo (ver protocolos mas adelante).

2.3.5. CUANTIFICACION DE LA VIABILIDAD CELULAR.

El anadlisis de viabilidad celular se realiz6 en células expuestas a
concentraciones variables de Cu extracelular (10-250 uM Cu-His) en placas de
24 pocillos. Las células fueron sembradas en cantidades tales que al finalizar el

tratamiento aln estuvieran sub-confluentes.

Ensayo DE MTT

La viabilidad se evalud a través de la cuantificacion de un marcador de
actividad mitocondrial; MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide) (Kelly y Palmiter, 1996). Luego de la exposicion a Cu, las células
fueron incubadas en medio de cultivo nuevo conteniendo MTT 0.5 mg/ml por 1
h a 37°C, luego se solubilizaron en Isopropanol 70%/ HCI 0.04 N y se cuantifico
la produccién de formazan registrando la diferencia en la absorcién a 630 nm y
a 570 nm. Los valores de viabilidad obtenidos en el ensayo se expresaron en

porcentaje respecto a los valores obtenidos en las células control.
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Cuantificacidon Por Azul Tripan

Se analizé la viabilidad celular en cultivos expuestos a Cu con el método
de exclusion de azul tripan. Las células luego del tratamiento fueron
recuperadas mediante una tripsinizacion suave y resuspendidas en Azul tripan
a una dilucion conocida. Una alicuota de cada muestra fue contabilizada
utilizando un hemocitometro. El calculo de la viabilidad se realiz6 por métodos
estandares de uso de hemocitbmetro y su valor fue expresado como el
porcentaje de células vivas tratadas respecto a las células vivas control

(Schilsky y cols., 1998).

Ensayo de LDH

Se cuantificé adicionalmente la actividad de LDH en el medio de cultivo
como un indice de la ruptura celular y de la liberacion de esta enzima citosolica
en células expuestas a Cu. La cuantificacion se realizé6 como se especifica en

el método descrito en el Kit (CytoTox96, Promega).

Analisis De La Proliferacién Celular

Fibroblastos 804 fueron tratados con 50 uM de Cu por 24 y 48 h.
Alicuotas de aproximadamente un millén de células fueron centrifugadas y
resuspendidas en 100 ul de PBS. A la suspension se le adicion6 gota a gota 1
ml de etanol 70% por las paredes del tubo en agitacién. Se incubaron 10 min

en hielo, se centrifugaron y se resuspendieron en 300 ul de PBS SFB 2%. Las
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muestras fueron analizadas en el Servicio de Citometria de la Clinica Alemana,

Santiago, Chile.

2.3.6. CONTENIDO DE GSH

La cuantificacion del contenido de GSH se realizé siguiendo las
especificaciones del kit (Calbiochem). La preparacion de los extractos se
realizé de la siguiente manera: 70 mil células por pocillo fueron sembradas en
placas de 6 pocillos. Las células fueron tratadas con 0, 50 y 250 uM de CuHis
por 24, 48 y 72 h. Al finalizar la exposicion las células fueron recuperadas y
resuspendidas en 1 ml de PBS. Se tomd una alicuota para cuantificar proteinas
y el resto fue nuevamente centrifugado y resuspendido en 100 pl de acido
metafosférico 5%. Las muestras se homogenizaron en un homogenizador
vidrio/vidrio y centrifugadas a 3000 rpm a 4°C para obtener el sobrenadante
utilizado para la cuantificacion de GSH. EIl contenido de GSH se interpola de

una curva estandar realizada con GSH comercial (Sigma).

2.3.7. CUANTIFICACION DEL CONTENIDO CELULAR DE METALES TRAZA.

TXRFE

El contenido total Cu de las células fue cuantificado por analisis de
espectroscopia de fluorescencia de reflexion total de rayos X (TXRF) como se
describe en Gonzalez y cols., (1999) y Tapia y cols, 2002. Para ello, cultivos

sub-confluentes de células tratadas y no tratadas con Cu fueron recuperados
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por tripsinizacion, lavados con PBS y cuantificados por azul tripan (ver sec.
5.2). Alicuotas de 1x10° células fueron lisadas por tratamiento con NaOH 0,1 N
en PBS. Una parte de este homogeneizado fue separado para la cuantificacion
de proteinas, mientras que el resto de la muestra fue digerido con acido nitrico
antes de la medicion. La medicion se realizé en la Universidad Autonoma de
Madrid, Espafia por medio de un convenio entre esta Universidad y la

Universidad de Chile.

Células tratadas y no tratadas con Cu fueron recuperadas por
tripsinizacion, lavadas con PBS y cuantificadas por azul tripan (ver sec. 5.2).
Alicuotas de 2 - 4 x10 ° células fueron centrifugadas a 3000 rpm por 5 min. Las
pellas de células fueron resuspendidas en ac. nitrico (77 pul) y se llevaron a un
volumen de 1 ml con agua bi-destilada y desionizada. Las muestras se
calentaron a 65 °C toda la noche y el contenido de Cu y Fe fue cuantificado en
un Espectrémetro de Absorcion Atdmica con horno de grafito (SIMMA 6100,
Perkin Elmer) con un limite de deteccion en fracciones de ppb. El contenido de
Zn, se cuantificd6 mediante AAS con horno de llama (2280 Perkin Elmer) que

tiene un limite de detecciéon en ppm.

Contador De Centelleo

La cuantificacién de Cu radiactivo (**Cu) se realiz6 en un contador de

centelleo Packard 1600PR. Al finalizar la exposicion a ®Cu, las células crecidas
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en placas de 24 pocillos fueron lavadas con PBS y PBS/Cu-His e hidrolizadas
directamente con 200 ul de tampon de lisis (BL: NaOH 0,5 N /Triton X-100
0,1%). Se lavé cada pocillo con otros 100 ul de BL, el que se sumé a los 200 pl
anteriores. Se separd una alicuota (50 ul) para cuantificar proteinas, y otra
alicuota (200 ul) fue disuelta en liquido de centelleo (EcoSint H) y cuantificada
en un contador de centelleo utilizando un programa especifico para registrar la
emisiéon de ®*Cu. Los valores obtenidos fueron interpolados a partir de una
curva estandar de concentracién conocida (1-50 pmoles ®*Cu). Dada la corta
vida media de la radiactividad de ®*Cu (12.7 h) la curva estandar fue medida
cada 24 viales de muestra, lo que corresponde a aproximadamente cada media

hora o0 a un grupo experimental (una placa de 24 pocillos).

2.3.8. INCORPORACION CELULAR DE COBRE

La incorporacion de Cu se cuantifico exponiendo las células a Cu
radioactivo por distintos tiempos (5-120 min) o a concentraciones variables de
Cu extracelular (0,1-10 uM). Luego del tratamiento, las células fueron lavadas
con PBS frio y el Cu radiactivo unido inespecificamente fue desplazado con
PBS/Cu-His a una concentracion 10 veces superior a la concentracion de Cu
utilizada. La cuantificacion de la radiactividad contenida en las células tratadas

se realiz6 como se especifica en la secciéon 2.3.7.
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2.3.9 EXCRECION CELULAR DE COBRE.

Para el analisis de la salida de Cu, se realiz6 un ensayo de “pulso y
caza’. Las células fueron expuestas a distintas concentraciones de ®*Cu por 1
h, lavadas con PBS frio e incubadas nuevamente en medio fresco por distintos
periodos de tiempo (0-90 min). Al finalizar el tiempo de caza, las células fueron
lavadas con PBS y PBS/CuHis y tratadas para la cuantificacion de la
radiactividad retenida como se menciona en la seccion 2.3.7.

Para los experimentos en que se analiza la ruta de salida del Cu celular,
el tiempo de pulso se prolongé a 3 horas, siendo la primera hora a 37 °C y las
siguientes 2,5 horas a 20 °C, mientras que la caza se realiz6 a 37 °C 6 a 20 °C
dependiendo del objetivo experimental. La exposicién a Cu fue a 5 pM y 250
MM. Esta ultima concentracion corresponde a la concentracion de Cu
extracelular que estimula la relocalizacion del transportador de Menkes desde

el TGN a la membrana plasmatica (Pertis y cols, 1996).

2.3.10. CENTRIFUGACION DIFERENCIAL DE HOMOGENIZADOS
CELULARES.

Pellas de 1x10° de células tratadas y no tratadas con Cu, fueron lavadas
con PBS y resuspendidas en 1 ml de tampdén Hepes Sacarosa (H-S: Hepes 10
mM pH 7.3 Sacarosa 250 mM) a 4°C. La suspensiéon se homogenizdé en un
homogenizador vidrio-vidrio y se tomo una alicuota de 25 pl para cuantificar
proteinas. El resto del homogenizado fue centrifugado por 5 min a 800 x g a 4

°C para obtener en la pella la fraccion de alta densidad (AD). La fraccion soluble
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se recuperd en un nuevo tubo para microcentrifuga, a partir del cual se tomé
otra alicuota para cuantificar proteinas (25 pl). El sobrenadante fue
centrifugado a 105.000 x g 1 h a 4 °C para obtener las fracciones de densidad
media (DM) y baja densidad (BD). Esta ultima fue resuspendida en 50 pl de
tampon H-S 0.1% de triton X-100. Se tomaron 25 pl de la fraccion BD y 10 pl de
la DM para la cuantificacion de proteinas. Las fracciones fueron llevadas a 1 ml
con H-S 5% de ac nitrico y se procedio como se menciona en la seccién 2.3.7.

para la cuantificacion de metales.

2.3.11. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La cuantificacion de proteinas se realizé con el reactivo de Bradford
(BioRad). Las muestras de proteinas se diluyeron en 800 ul de agua y se les
agregd 200 ul del reactivo de Bradford. Junto a cada grupo de proteinas se
leyé una curva estandar que contiene concentraciones conocidas de albumina
de suero de bovino (0-12 pg/ml), igual volumen del tampon en que estan
disueltas las proteinas y agua en cantidad suficiente para llevar la mezcla a 800
pl. La cuantificacion colorimétrica se realizd en un espectrofotometro a 595 nm.
La concentracion de proteinas de las muestras se interpola de la curva de

absorbancia del BSA.

2.4. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR
Los métodos de biologia molecular se realizaron como se describe por

Ausubel y cols 1997.
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2.4.1 MANTENCION DE CULTIVOS DE BACTERIAS

Las cepas de bacterias DH5a y JM109 utilizadas en esta tesis fueron
crecidas en medio liquido LB (Bactotriptona 10 gr, extracto de levadura 5 gr,
NaCl 10 gr, a pH 7.5) a 37°C en agitacion (250 rpm) constante. Se suplemento
el medio con ampicilina para el caso de las bacterias transformadas con
pcDNA3.1 y kanamicina para las bacterias transformadas con pEGFPC-1.

Para clonar las bacterias éstas fueron sembradas en un medio sélido LB-
agar (15 gr/L) en las mismas condiciones mencionadas anteriormente. Para
almacenar las células, éstas fueron suspendidas en medio LB suplementado

con 15% de glicerol y congeladas a —70°C.

2.4.2 EXTRACCION DE DNA PLASMIDIAL

El DNA bacteriano fue extraido por el método de lisis alcalina. Una
alicuota de 3 ml de un cultivo de bacterias crecidas durante la noche se
centrifugd a 13000 rpm por 2 min. Las células se resuspendieron en 200 pl de
la solucion | (50 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA). Se agitaron en vortex. Luego se
les adicionaron 200 pl de la solucién Il (1% SDS, 0.2 M NaOH). Se invierten dos
veces y se les agrego 200 pl de acetato de K 3 M. La solucién se centrifugé 15
min a 13000 rpm y se recuperd el sobrenadante en un tubo nuevo. Se le
adicion6 %2 volumen de fenol y 2 volumen de cloroformo:isoamilico (24:1). La

solucion se centrifugé 10 min a 13000 rpm y se recupero la fase acuosa en un
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tubo nuevo. A ésta se le agregd 0.7 vol de isopropanol y se agitd en vértex. La
solucion se centrifugo y la pella se lavé con 1 ml de etanol 70%. Se volvio a
centrifugar, se removio el etanol y se dejoé secar. El DNA fue resuspendido en
20-50 pl de agua libre de nucleasas.

Para las preparaciones que requirieron mayor limpieza, el DNA
plasmidial fue extraido con el kit “Wizard” para la extraccion de

minipreparaciones de DNA de la compania Promega.

2.4.3 EXTRACCION DE RNA DE CELULAS DE MAMIFERO

Cultivos celulares mantenido en placas de 96 mm fueron recuperados
por tripsinizacion. A la pella de células se le adiciond 2 ml del reactivo Trizol, se
homogenizé suavemente con una micropipeta y se incubdé por 15 min a
temperatura ambiente. Se le adicioné 0.2 ml de cloroformo por ml de Trizol
original (0.2 ml/ml de Trizol), se agité vigorosamente y se incubd por 2-3 min a
temperatura ambiente. La solucion fue centrifugada a 12000xg por 15 min a 4
°C y se recuper¢ la fase acuosa (transparente) en un tubo nuevo. EI RNA se
precipité con 0.5 ml/ml Trizol de alcohol isopropilico, se incubd por 10 min a
temperatura ambiente y se centrifugé a 12000xg por 15 min a 4 °C. Se eliminé
el sobrenadante y se lavo la pella con 1 ml/ml Trizol de etanol 75%. Se agit6 en
vortex y se centrifugdé a 7500xg por 5 min a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante y
la pella se dejo secar a temperatura ambiente por algunos minutos. EI RNA se
resuspendié en agua libre de nucleasas con la ayuda de una micropipeta y

calentando la solucién a 60 °C por 10 min.
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2.4.4. CUANTIFICACION DE DNA Y RNA

Las extracciones de DNA plasmidial y RNA de células de mamifero
fueron cuantificadas en un espectrofotémetro Perkin Elmer MBA 2000. Para
ello, alicuotas de acido nucleico (1-2 ul) fueron diluidos en agua (70 ul),
depositados en una cubeta de cuarzo y cuantificados a 260 y 280 nm. El
espectrofotometro utilizado esta equipado con la informacién para calcular a
partir de la lectura de densidad éptica la concentracion de DNA, RNA, doble

hebra o hebra simple segun sea el origen de la muestra.

2.4.5. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Muestras de DNA fueron diluidas en tampén de carga (glicerol 10%,
EDTA 0,01 M, pH: 8,0, azul de bromofenol 0,25%) y calentadas a 60 °C por 5
min. Estas fueron luego separadas en geles de agarosa 1% en TBE (Tris-HCI
0,045 M, pH: 8,0, acido borico 0,045 M y EDTA 2 mM) que contenian bromuro
de etidio 1 ug/ml y se corrieron en tampén TBE a un voltaje constante de 70-

100 V.

2.4.6. ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA
Alicuotas de DNA fueron separados en geles de acrilamida al 8% en
condiciones denaturantes. Para ello, se prepar6 un gel de acrilamida como se

describié anteriormente para proteinas seccion 2.3.11.
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2.4.7. DIGESTION DE VECTORES CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Las digestiones para determinar la presencia y orientaciéon de un DNA
insertado en un plasmidio se realizaron con 1 ug de DNA, el que fue incubado
por 2 h a 37 °C con 1 U de cada enzima en un volumen final de 10 ul en los
tampones particulares para cada enzima, provistos por los fabricantes. El
resultado de la digestidn se verificd en geles de agarosa. Para la purificacion de
vectores o fragmentos de DNA se realizaron digestiones con mayores
cantidades de DNA y los fragmentos fueron resueltos en geles de agarosa “low
melting point” (LMP). Las muestras fueron calentadas previamente a 65°C por 5

min para inactivar las enzimas de digestion.

2.4.8. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA DE GELES DE AGAROSA

Tanto vectores como fragmentos de DNA digeridos con enzimas de
restriccion se recuperaron luego de ser separados en geles de agarosa LMP
1%. Para ello, se cortaron las bandas del gel y se recuperaron separadamente
en un tubo de 0,6 ml que tiene un embudo de papel filtro y una perforacion en
su fondo. Cada tubo fue posado sobre un tubo de 1,5 ml y fueron centrifugados
a 8000 rpm por 10 min a 4 °C. El tubo de 0,6 ml fue lavado con 100 pyl de TE y
centrifugado nuevamente. EI DNA contenido en la soluciéon acuosa recuperada

en el tubo de 1,5 ml fue concentrado mediante precipitacion.
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2.4.9. PRECIPITACION DE DNA

Las muestras de DNA se precipitaron con 0.1 volumen de Acetato de Na 3 M
pH 5,2 y 2 volumenes de etanol a —20 °C toda la noche. Al dia siguiente se
centrifugaron a 13000 rpm por 40 min y las pellas se lavaron con 1 ml de etanol
70% frio. Las muestras se centrifugaron nuevamente y se eliminé el etanol con
una micropipeta. Las pellas se dejaron secar y fueron resuspendidas en 20-50

Ml de agua libre de nucleasas.

2.4.10. LIGACION DE FRAGMENTOS DE DNA EN UN VECTOR
Para la ligacion de un fragmento de DNA en un vector, ambos DNAs
fueron limpiados previamente con el kit Wizard Clean Up o Wizard Gen Clean.
La ligacion fue realizada utilizando la enzima T4 DNA ligasa, el tampdn de la
enzima provisto por el fabricante y agua libre de nucleasas en cantidad
suficiente para completar 10 pl. La reaccion se mantuvo por 3 h a temperatura
ambiente y se detuvo calentandola a 70 °C por 10 min. La eficiencia de la
reaccion se analizé separando una alicuota de la mezcla de reaccion en un gel

de agarosa al 1%.

2.4.11. TRANSFORMACION DE CEPAS BACTERIANAS
Bacterias competentes fueron transformadas con el producto de la ligacion.
Para ello, se descongelaron 30 pl de célula competentes (DH5a o JM109) en

hielo. Bajo la llama de un mechero se traspasaron a tubos conicos de 15 ml. Se
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les agregd a cada tubo 2 pl de la mezcla de ligacion. Se agitaron suavemente y
se mantuvieron en hielo por 30 min. Durante este periodo se prepar6 el medio
SOC (9.8 ml SOB (Bacto triptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 0,5
g/L, 2.5 mM KCI pH 7.0) y 0.2 ml de glucosa 20% (p/v) filtrados con un filtro de
poro de 0,2 um y se calenté a 42°C. Terminado el tiempo de incubacion, se les
dio un pulso de calor a las bacterias a 42 °C por 45 seg y se incubaron
nuevamente en hielo por 2 min. Se les agreg6 a cada tubo 0.45 ml de SOC se
mantuvieron a 37 °C por 1 hr con agitacioén (225-250 rpm). Se centrifugaron por
10 min a 2000 rpm, se descarté el sobrenadante y la pella de bacterias se
resuspendié en 50 yl de SOC. Las bacterias fueron sembradas en placas de
LB-agar con el antibiético de resistencia del vector utilizado. Las placas fueron
incubadas a 37°C toda la noche y al dia siguiente se tomd6 una punta de

mondadiente para crecer en LB de algunas colonias para su analisis.

2.4.12. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

El analisis de la presencia y el sentido de la insercion de MT | en
pcDNA3.1 se realizé mediante PCR. Para ello se preparé una mezcla con 50 ng
de los DNA muestrales, 300 ng del partidor MT-12 y 300 ng del partidor MT-10,
7.5 yl de la mezcla de PCR (1.5 pl MgCl, ,1 ul dNTPs 10 mM, 5 ul tampdn de la
polimerasa 10X) 0.5 ul de la Tag DNA Polimerasa y agua libre de nucleasas en

cantidad suficiente para 50 pl.

Los ciclos utilizados fueron los siguientes:



68

Ciclo 1: 5 min a 94°C
Ciclo 2: 1 min a 94°C
Ciclo 3: 1 min a 60°C
Ciclo4: 1 mina 72°C
Ciclo 5: repetir 35 veces los ciclos 2 a 4
Ciclo 6: 5 min a 72°C

Ciclo 7: indefinido a 4°C

2.4.13. PCR SEMICUANTITATIVO (MULTIPLEX)

El protocolo de PCR Muiltiplex se realizé segun el protocolo descrito por
Henegariu y cols, 1997. Inicialmente, se determin6é el numero de ciclos
adecuado para que la amplificacién de los genes que codifican para la isoforma
| de MT y para GDPH (gen que se expresa en forma constitutiva) estuviese en
fase exponencial. Para el ensayo se extrajo RNA total de las muestras de
fibroblastos, del cual se utilizaron 2 yg para generar una poblacion de cDNA.
Para la amplificacion por PCR se utilizaron 0.5 ug del cDNA con los respectivos
partidores utilizando el siguiente programa:

1 ciclo a 94°C por 30 seg y 24 ciclos con
1) 30 seg a 56 °C
2) 2 min a 68 °C
3) 10 min a 68 °C
Los productos obtenidos fueron separados en un gel de agarosa al 1,2 %

y la intensidad de la bandas fue cuantificada mediante densitometria usando el



69

programa Kodak Digital Science 1D (Kodak). Finalmente, la expresion
diferencial de los genes se obtuvo cuantificando la intensidad del gen de MT

relativa a la del gen control (GDPH).

2.4.14. MACROARREGLO

El protocolo para el ensayo de macroarreglo fue desarrollado en nuestro
laboratorio, constituyendo parte de la tesis para obtener el grado de Licenciado
en Biotecnologia de la Sra. Mdnica Cisternas.

Se identificaron secuencias de 250 pb de alta y baja homologia para
cada gen, con relacion a las secuencias del grupo de genes utilizados en el
macroarreglo, mediante un programa Redigen. Las homologias fueron
verificadas nuevamente en otros programas de alineamiento, BLAST vy
ClustalW. Se disefaron los partidores de las secuencias escogidas, utilizando el
programa Primer Premier v 5.0, los que se especifican en la seccion 2.1.4. Las
secuencias de interés fueron amplificadas por PCR y clonadas en un vector
pGEM-T, el que fue utilizado para transformar bacterias de tal manera de
almacenar y amplificar los DNAs de interés. EI DNA vectorial conteniendo
como insertos las secuencias de los genes a analizar fueron cuantificados y
diluidos en una placa de 96 pocillos (0.5-1 ug/ul). Desde ella, utilizando un
“sembrador” manual, se depositan sobre las membranas de nylon los genes
representados como puntos en la membrana los cuales tienen una localizacion
y concentracién conocida. El sembrador, deposita cada vez que toca la

membrana 0.1 yl de muestra, por lo que una mayor cantidad de DNA es
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obtenida tras multiples “toques” del sembrador sobre los mismo puntos. Las
membranas luego son tratadas en un ciclo de denaturacién, fijado y
prehibridacién como sigue:

La denaturacion se realizé sumergiendo las membranas en una solucion
de 0.5M NaOH y 1.5M NaCl por 7 min sin agitacion. Luego, la neutralizaciéon se
realizé con dos lavados en una solucién 1.5 M NaCl, 0.5 M Tris pH 7.4 y 1 mM
EDTA con agitacién durante 3 minutos. Se secaron a temperatura ambiente y el
DNA fue fijado por entrecruzamiento con luz ultravioleta por 45 segundos.
Posteriormente viene una fase de pre-hibridacion, en la cual las membranas
son incubadas una hora a 42 °C con 2.5 ml del tampén 1x Prehybridization
buffer/Hyb sol, 02x tampoén fosfato de sodio, pH 6.5, 40% Formamida y 1%
SDS.

Para hibridar las membranas, se extrajo RNA total de los fibroblastos con
el que se generé una poblacién de cDNA. Esta fue marcada con **P segun el
protocolo especificado por un kit de marcacion Gibco. Las muestras fueron
denaturadas a 100 °C por 10 min y enfriadas en hielo. La hibridaciéon de esta
solucion con las membranas se realizd a 42 °C toda la noche. Al dia siguiente,
las membranas fueron lavadas de la siguiente manera:

- 10 min a temperatura ambiente con sol. 2x SSC |

- 10 min a temperatura ambiente con sol. 2x SSC, 0.1% SDS
- 15 min a 65°C con sol. 1xSSC, 0.1% SDS

- 15 min a 65°C con sol. 1xSSC, 0.1% SDS

- 15 min a temperatura ambiente con sol. 0.1x SSC

- 15 min a temperatura ambiente con sol. 0.1x SSC
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Las membranas hibridadas se expusieron a films auto radiografico a

—80°C por al menos 2h. El revelado se realizé por métodos estandares de
revelado fotografico.

El analisis del macroarreglo se realizé cuantificando la intensidad de la sefal en
cada gen. Al valor obtenido se les resta la sefial del ruido y el obtenido a partir

de las muestras control (agua y vector de clonamiento).

2.4.15. ANALISIS ESTADISTICO.
Los experimentos fueron realizados por triplicado, y analizados por
pruebas de t y ANOVA (Zar, 1984) utilizando el Programa SYSTAT 9.0. Las

diferencias son consideradas significativas cuando P< 0.05.
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RESULTADOS

El Cu en mamiferos, se absorbe en el tracto gastrointestinal y es
transportado via portal al higado desde donde se incorpora al flujo sanguineo
sistémico. El epitelio intestinal y el tejido hepatico constituyen los puntos de
regulacién mas importantes para mantener un suministro adecuado del metal a
los demas tejidos del organismo y, por lo tanto, han sido objeto de numerosos
estudios dirigidos a entender el metabolismo celular de Cu. Sin embargo, la
gran capacidad de estos tejidos para resistir fuertes fluctuaciones en la
exposicion a Cu ha promovido el analisis de la funcién de MT, principalmente
frente a la exposicion supra-fisiologica del metal. En esta tesis, se utilizaron
fibroblastos en cultivo como un modelo biolégico que representa a tipos
celulares no especializados en la regulacion sistémica de Cu, centrando el
estudio en un analisis comparado del metabolismo celular del metal entre una

linea celular que expresa MTI/Il y otra que carece de estas proteinas.

LINEAS DE FIBROBLASTOS SILVESTRES Y MUTANTES PARA MT /L.
Contenido de metales traza en el medio de cultivo.
El analisis del contenido de Cu, Fe y Zn via TXRF (ver sec. Materiales y

Métodos) medido en los diferentes componentes del medio de cultivo (Tabla 1),
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indica que el SBF aporta la mayor parte de cada uno de ellos. En humanos la
concentracion de Cu plasmatico es 15-20 uM (Linder y cols, 1998), de éste un
70-90% se encuentra unido a ceruloplasmina (Cu-Cp) y un 10-30% unido a
albumina o a aminoacidos como glicina e histidina (Cu-noCp), siendo el Cu-
noCp considerado como disponible para su utilizacion en las células. Por lo
tanto, en condiciones fisiologicas el contenido de Cu-noCp en el plasma es 3 a
12 veces mayor que la concentracion medida en DMEM 10% de SBF. En
atencion a estos calculos la concentracion basal de Cu en el medio de cultivo
(0,44 uM) fue considerada como sub-fisiologica. El tratamiento de las células a
una concentracion fisiolégica y supra-fisiolégica de Cu-noCP fue considerado al

suplir el medio de cultivo con 5y 50 uM 6 mas de Cu-His respectivamente.

Tabla 1.-Concentracion basal de Cu, Fe y Zn en el medio de cultivo y en

el plasma.
Cu (uM)*  Fe (uM) Zn (uM)
DMEM 0.24 1.72 0.44
SFB 1.12 25.31 18.04
DMEM 10% SBF 0.44 3.80 2.69
Suero humano** 15-20 8-12 10-15

*La concentracion de Cu, Fe y Zn en los diferentes componentes del
medio de cultivo fue determinada por TXRF. (n=3), la ds fue menor al 5%.

** ref.: Cu (Linder y cols 1998); Fe (Yip y cols 1984); Zn (lyengar y cols.,
1978).
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La ausencia de MT no modifica la morfologia celular ni la tasa de
crecimiento de fibroblastos mantenidos en cultivo a concentraciones sub-
fisiolégicas de Cu.

Las lineas de fibroblastos mutantes y silvestres utilizadas en esta tesis
fueron caracterizadas en cuanto a su morfologia y capacidad de crecimiento en
un medio de cultivo sin suplemento de Cu-His, es decir, a una concentracion
sub-fisiolégica de Cu-noCp.

Estas lineas celulares presentaron un tamano y morfologia muy similar
bajo la observacion mediante microscopia de luz (Figura 2, paneles superiores),
tampoco se observaron diferencias obvias a nivel de la organizacién del
citoesqueleto de actina (Figura 2, paneles inferiores). El analisis del patron de
crecimiento de fibroblastos mutantes y silvestres indica que ambas lineas
celulares tienen una curva de crecimiento similar (Figura 3). El tiempo de
duplicacion calculado a partir de estas curvas es de aproximadamente 22 h.
Una vez sembradas, las células presentaron una fase de crecimiento lento
seguida de una fase de crecimiento logaritmico hasta alcanzar la confluencia,
donde ellas presentan inhibicidn de su crecimiento por contacto celular. En
cultivos sub-confluentes, se determind que el contenido total de proteinas
presente en extractos celulares para ambas lineas celulares fue de

aproximadamente 300 pg x10° células.
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Figura 2. Morfologia de fibroblastos silvestres y mutantes. En los paneles superiores
se muestran fotografias de cultivos sub-confluentes de fibroblastos mutantes (804) y
silvestres (805) observados bajo microscopio de luz invertida. En los paneles inferiores
se muestra la inmunolocalizacioén de actina mediante inmunofluorescencia indirecta. Las

barras representan una longitud de 10 pm.
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Figura 3. Tasa de crecimiento de fibroblastos silvestres y mutantes. Cultivos
celulares de fibroblastos mutantes (804) y silvestres (805) mantenidos en las condiciones
basales de cultivo fueron cuantificados diariamente por el método de exclusion con azul
tripan. Los valores corresponden al promedio de una triplicado y su desviacion estandar.
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Estos resultados indican que, a una concentracion sub-fisiologica de Cu,
no existen diferencias observables tanto en la morfologia como en la capacidad

de proliferar entre fibroblastos mutantes y silvestres.

Los fibroblastos mutantes expresan una forma alterada de la isoforma |
del gen de MT.

Con la intencion de analizar la expresion del gen de la isoforma | de MT,
se extrajo RNA total de muestras de fibroblastos mutantes y silvestres
mantenidos a una concentracion sub-fisiolégica de Cu (0,44 pM). A partir del
RNA total, se generé una poblacion de cDNA el que fue utilizado para la
amplificacion por PCR de MT utilizando partidores especificos para el gen de la
isoforma |. Los productos obtenidos con este procedimiento fueron separados
en un gel de agarosa al 1,2 % y tefidos con bromuro de etidio. En la Figura 4 A,
se muestra que en ambas lineas celulares se amplific6 un producto unico del
tamano esperado para la isoforma | de MT (230 pb aprox). Dado que la
mutacion fue realizada mediante la insercion de secuencias de término de la
traduccién en las isoformas | y I de MT, el producto amplificado a partir del
RNA extraido de la linea mutante debe ser ligeramente mayor al purificado de la
linea silvestre (15 pb). Para visualizar esta diferencia de tamafio, los productos
amplificados por PCR fueron separados en un gel de acrilamida al 8% en
condiciones denaturantes (Figura 4 B), el resultado confirmé que en la linea 804

el gen que codifica para MT | se transcribe en un producto de mayor tamano.
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Figura 4. Amplificacion por PCR de un transcrito correspondiente a la isoforma I
del gen de MT. Se extrajo una muestra de RNA total de fibroblastos mutantes (804) y
silvestres (805), con el que se sintetizdO cDNA. A partir de éste, se amplifico por PCR un
transcrito correspondiente a MT utilizando partidores especificos para la isoforma I del
gen. En el panel A, se muestran los productos de PCR para cada linea celular separados
en un gel de agarosa al 1,2 % y tefiidos con Bromuro de Etidio. En el panel B, se
muestra la separacion de los mismos productos de PCR en un gel de acrilamida al 8 %
en condiciones denaturantes.

Estos resultados muestran que ambas lineas celulares expresan un
transcrito que corresponde a la isoforma | del gen de MT y que en la linea

mutante el producto amplificado es de mayor tamano.

Los fibroblastos mutantes no expresan la proteina de MT.

Con la intencion de determinar si la insercion en el gen que codifica para
MT | efectivamente afecta su traduccion, se generaron extractos celulares de
fibroblastos mutantes y silvestres a partir de los cuales se prepard una fraccién
enriquecida de MT. Alicuotas de estas fracciones fueron separadas mediante

SDS-PAGE e inmunomarcadas utilizando un anticuerpo monoclonal contra MT |
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y Il. En la Figura 5 se observa la tincion de una banda inmunoreactiva en las
muestras correspondientes a la linea silvestre y control (MT purificada de
higado de conejo), las que tuvieron un tamafio similar al descrito para MT
fraccionado en geles de poliacrilamida (aprox. 12 kDa). No se detectd una
banda inmunoreactiva a esta altura en la muestra de proteinas provenientes de
la linea mutante (804). Este resultado confirma que la insercidon en los genes
que codifican para MT | y Il afecta la traduccién de ambas proteinas.

El nivel de expresion de MT en 805 fue comparado con la expresion
detectada en otras lineas celulares, una hepatica humana (HepG2) y otra de
fibroblastos de raton (3T3). El andlisis densitométrico de las bandas
inmunoreactivas en relacion a la carga de proteinas utilizadas en el ensayo
mostrd que fibroblastos 805 y 3T3 tienen un nivel de expresion de MT 6 veces
menor que la linea HepG2 (Figura 5).

Estos resultados muestran que los fibroblastos silvestres mantenidos a
concentraciones sub-fisiologicas de Cu, expresan MT | y I, y que el nivel de su
expresion es equivalente a la observada en otra linea de fibroblastos (3T3) y
menor a la observada en una linea de hepatocitos (HepG2). La linea mutante al

contrario, no expresa las isoformas | y Il de MT.
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Figura 5.- Analisis de la expresion de la proteina de MT en lineas celulares de
mamifero en cultivo. Se prepararon extractos enriquecidos de MT a partir de lineas
celulares de fibroblastos 805, 804, 3T3 y hepatocitos HepG2 en cultivo. Alicuotas
correspondientes a 20 pg de los extractos de fibroblastos, 3,5 pg del extracto de
hepatocitos y una muestra de MT de higado de conejo fueron cargadas en un gel SDS-
PAGE al 12,5 %. Las proteinas separadas fueron electrotransferidas a una membrana de
PDVF e inmunomarcadas con anticuerpos contra MT I/II. La unién de los anticuerpos
con su antigeno fue revelada mediante la formacion de un producto colorado que se
forma de la reaccion de la peroxidasa con el sustrato DAB.

La expresion de la proteina de MT es inducida por Cu en fibroblastos
silvestres.

El aumento en el nivel de expresiéon de MT en células expuestas a Cu
constituye una de las caracteristicas mas sobresalientes descritas para esta
proteina, y una evidencia clara de la relacién de MT con el metabolismo celular
de Cu. Por tal motivo, se evalud si la expresion de MT es inducida por la
exposicion a Cu en fibroblastos 805 y 804 expuestos por 24 h a una
concentracion supra-fisiologica del metal (200 uM Cu-His). Para ello, un
extracto de proteinas enriquecido en MT fue analizado mediante ensayos de
Western Blots utilizando un anticuerpo monoclonal anti MT I/Il. En la Figura 6 se

observan bandas inmunoreactivas a la altura en que migra la proteina MT
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Figura 6.- Analisis de la induccion de la proteina de MT por la exposicion a Cu de
fibroblastos en cultivo. Fibroblastos mutantes (804) y silvestres (805) fueron
suplementados con 0 (control) y 200 uM de Cu-His por 24 h. Se prepararon extractos
enriquecidos de MT y se separaron alicuotas correspondientes a 10 pg de cada muestra
en un gel de acrilamida al 12,5 % junto a una muestra de MT de higado de conejo. Las
proteinas fueron inmunomarcadas como se explica en la leyenda de la Figura 4 y la
unién de los anticuerpos anti-MT con su antigeno fue revelada con un sustrato
quimioluminiscente de la fosfatasa alcalina (CDP). El grafico muestra el analisis por
densitometria de las membranas correspondientes a dos experimentos independientes.
La intensidad cuantificada para cada banda fue normalizada con la sefial obtenida en la
muestra de MT de higado de conejo.

purificada (12 kDa) para muestras obtenidas tanto en fibroblastos no expuestos
y expuestos a Cu. Ademas, se observa que aun en condiciones de sobre-
exposicion a Cu, no es posible detectar la expresion de MT I/l en los
fibroblastos mutantes. El nivel de expresién de MT fue cuantificado mediante un

analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas. En el grafico de la
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Figura 6 se muestra la razon entre la intensidad de las sefiales cuantificada
para los fibroblastos silvestres (tratados y no tratados con Cu) y para la muestra
de MT purificada. El resultado indica que la expresion de MT en los fibroblastos
expuestos a Cu aumentd 3 veces en relacion con los fibroblastos no expuestos

al metal.

Fibroblastos mutantes tienen un menor contenido basal de GSH y su
contenido no cambia en respuesta a la exposicion a Cu.

Considerando que GSH y MT unen practicamente la totalidad del Cu que
ingresa a la célula, y que ambos componentes son capaces de almacenar el
metal y transferirlo a las diferentes cuproproteinas, se evalué si en los
fibroblastos mutantes la ausencia de MT se correlaciona con un cambio en el
contenido celular de GSH. Los resultados indican que en fibroblastos
mantenidos en un medio de cultivo sin suplemento de Cu (0,44 uM Cu), el
contenido de GSH en los fibroblastos silvestres fue significativamente (25%)
mas alto que el de los fibroblastos mutantes (21.8 £+ 1.3 y 15.8 + 1.0 nmoles/mg
de proteinas, respectivamente) (Figura 7). Al exponer los fibroblastos silvestres
a concentraciones supra-fisiolégicas (50 y 250 yM de Cu-His) por 24 h, se
observd, una disminucion significativa en el contenido de GSH respecto al
contenido observado en fibroblastos no expuestos a Cu (Figura 7). El contenido

de GSH observado en los fibroblastos silvestres fue similar al encontrado por
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Figura 7.- Contenido de GSH en fibroblastos tratados con Cu.
Fibroblastos mutantes (804) y silvestres (805) fueron tratados con 0, 50 y
250 uM de Cu-His por 24 h. El contenido de GSH fue cuantificado
mediante un kit Calbiochem y normalizado por el contenido de proteinas.
Se graficaron los valores promedio de un triplicado y su desviacion
estandar. El (*) denota una diferencia significativa del valor obtenido en los
tratamientos respecto al contol para cada linea celular. El (*) denota una
diferencia significativa en el contenido de GSH entre las lineas celulares en
las condiciones basales de cultivo. (p<0.05)

otros investigadores en otras lineas celulares, al igual que la disminucion en
respuesta a la exposicion a Cu (ver sec. Discusién). En los fibroblastos
mutantes en cambio, el contenido de GSH no cambia en forma significativa con
la exposicion a 50 6 250 uM de Cu-His. Las diferencias observadas en los

fibroblastos mutantes en cuanto al contenido celular de GSH en condiciones
basales de cultivo (0,44 uM Cu) y a la ausencia de variacién cuando son
expuestos a concentraciones supra-fisiolégicas del metal, sugieren que el
mecanismo que regula la tasa de sintesis y/o degradacion de GSH se

encuentra alterado en los fibroblastos que carecen de MT.
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Fibroblastos mutantes y silvestres crecidos en condiciones basales de
cultivo tienen igual contenido Cu, Fe y Zn.

Considerando que MT es capaz de unir Cu y Zn y que variaciones en el
contenido celular de estos elementos pueden alterar el metabolismo celular de
Fe, se desarrolld6 un procedimiento para medir en forma precisa el contenido
celular de estos tres elementos via TXRF y AAS. En nuestras condiciones
experimentales se logro detectar en forma simultanea el contenido total de Cu,
Fe y Zn en una cantidad minima de células (0,3 - 2 x 10°). Los gréaficos de la
Figura 8 muestran que, cuando las células son mantenidas en un medio de
cultivo con una concentracion basal de metales traza, el contenido de cada
metal es relativamente constante entre las lineas celulares, salvo en HepG2 y
Caco-2 las cuales presentaron un contenido significativamente mayor de Cu
(P<0.05). El analisis de los valores de contenido de Cu, Fe y Zn, indica que
independientemente del origen (raton, rata o humano) y del tipo celular
(fibroblasto, hepatoma, neuroblastoma, etc) al que corresponde cada linea
celular, en todas ellas el orden de abundancia relativa de los metales traza fue
Cu<Fe<Zn. El la Figura 9 se grafican los valores correspondientes al contenido
de Cu, Fe y Zn para fibroblastos 805 y 804 crecidos en condiciones basales de
cultivo (Cu, 0.77 £ 0.26 y 0.75 £ 0.07; Fe, 6.83+ 0.1y 6.65+ 1.5 Zn 15.07 £ 2.9
y 13.2 + 0.85 nmoles/mg proteinas respectivamente). Los datos indican que el
contenido total de Cu, Fe y Zn fue muy similar entre ambas lineas celulares y
que estas expresan el mismo patron de abundancia relativa de metales traza

observado en las demas lineas celulares.
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Figura 8.- Contenido de metales traza en lineas celulares de mamiferos. El
contenido de Cu, Fe y Zn fue cuantificado por TXRF en muestras de 1x10° células de
siete lineas celulares de mamiferos. Los valores en el grafico corresponden a un
triplicado y su desviacion estandar. Las diferencias en el contenido celular para cada
metal fueron consideradas significativas con P<0.05.

En conjunto los resultados obtenidos de la cuantificacion de Cu, Fe y Zn indican
que bajo un régimen de exposicidon sub-fisioldégica de Cu, los fibroblastos 805 y
804 en cultivo contienen niveles similares de metales traza al observado en
otras lineas celulares. El orden de abundancia relativa de Cu, Fe y Zn fue igual
en todas las lineas celulares analizadas, sugiriendo la existencia de un
mecanismo celular comun destinado a mantener a estos tres elementos en un
cierto nivel de abundancia relativa. Por otra parte, la igualdad en el contenido
total de Cu en fibroblastos que carecen de MT vy silvestres, sugiere que el
contenido del metal en la célula mantenida en las condiciones basales de

cultivo celular, debe estar definido por el requerimiento en la incorporacion en
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los demas componentes celulares

encargados de su transporte y manejo intracelular (chaperonas de Cu, GSH,

transportadores).
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Figura 9.- Contenido de Cu, Fe y Zn en fibroblastos mutantes (804) y silvestres
(805). Alicuotas correspondientes a 0.3 x 10° células mantenidas en condiciones basales
de cultivo fueron analizadas en su contenido de Cu, Fe y Zn cuantificado por AAS, el
cual fue normalizado por el contenido de proteinas. Los valores representan el promedio
de un triplicado y su desviacion estandar. Se realizé una prueba de t y las diferencias

fueron consideradas significativas con P< (.05
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ANALISIS DE LA VIABILIDAD CELULAR Y DEL CONTENIDO DE METALES
TRAZA EN FIBROBLASTOS MUTANTES Y SILVESTRES EXPUESTOS A

Cu.

Fibroblastos silvestres son mas resistentes frente a la exposiciéon a
concentraciones supra-fisiolégicas de Cu que los fibroblastos mutantes.

Con el animo de analizar la relacion entre la presencia de MT vy la viabilidad
celular durante la exposicion a Cu, fibroblastos mutantes y silvestres en cultivo
fueron expuestos a concentraciones supra-fisiolégicas del metal. En estos
experimentos, ambas lineas celulares fueron mantenidas en cultivo por 24, 48 y
72 h, con un suplemento de Cu extracelular de 0 a 250 yM Cu-His. La viabilidad
de las células tratadas fue cuantificada mediante ensayos de reduccion de MTT,
los valores de reduccion fueron expresados en porcentaje de actividad siendo el
100% la actividad de reduccién de MTT medida en las células no expuestas a
Cu para cada linea celular. En la Figura 10 se observa que el nivel de reduccion
de MTT de los fibroblastos silvestres disminuye a medida que la concentracion
de Cu en el medio de cultivo supera los 100 yM, lo cual resulta especialmente
evidente a las 72 h de exposicion. Este efecto se observa en los fibroblastos
mutantes desde los 50 yM de Cu extracelular en tiempos menores a 48 h. En
general, el porcentaje de actividad de reducciéon de MTT fue mas alto en los

fibroblastos 805 que en los fibroblastos mutantes (entre 10 y 20%), para
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cualquiera de las concentraciones de Cu utilizadas en los diferentes tiempos de

exposicion estudiados. Resultados similares fueron obtenidos calculando la
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Figura 10.- Viabilidad celular en fibroblastos tratados con concentraciones supra-
fisiolégicas de Cu-His. Fibroblastos mutantes (804) y silvestres (805) fueron tratados
por (A) 24 h, (B) 48 hy (C) 72 h con 0, 50, 100 y 250 uM de Cu-His. La viabilidad
celular se determindé mediante la reduccion de MTT y el valor correspondiente a las
células tratadas fue expresado como porcentaje respecto al de las células no tratadas. Los
valores graficados corresponden al promedio de un tetraplicado y su desviacion
estandar.

viabilidad celular a partir del recuento de células que excluyen azul tripan (datos
no mostrados). En conjunto estos resultados sugieren que fibroblastos mutantes
para MT presentan una menor viabilidad en funcién de la concentracion como
del tiempo de exposicion a Cu, sin embargo, estos datos no permiten descartar
la posibilidad que la exposicidén al metal no afecte en forma diferencial la tasa de
crecimiento de ambas lineas celulares. Por tal motivo se realizaron ensayos de
viabilidad celular en los cuales se cuantificd tanto las células que excluyen

(células vivas) como las que incluyen (células muertas) azul tripan a fin de
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detectar cambios en el numero total de células presentes al final del periodo de
tratamiento. El resultado mostré que en ambas lineas de fibroblastos el nimero
de células muertas en funcién del tratamiento con Cu, se relaciona con lo
observado mediante el ensayo de MTT, siendo el numero total de células
equivalentes en los fibroblastos tratados y no expuestos al metal.
Adicionalmente, por citometria de flujo se evalud el efecto de la exposicion a 50
MM de Cu extracelular sobre el ciclo celular en los fibroblastos mutantes.
Utilizando esta metodologia se pudo observar que el 40.7% + 5.4 de la
poblacién no expuesta a Cu se encuentra en las fases G2/M+S, este valor no
cambia a las 24 o 48 h de exposicion al metal (porcentaje de células en las
fases G2/M+S, 40.0 £ 4.9 y 38.6 = 1.2, respectivamente). Estos resultados
indican que la exposicion a Cu no repercute en la tasa de crecimiento de las
células durante el periodo de tratamiento y apoyan la idea que MT es parte de
un mecanismo que incrementa la resistencia celular frente a la exposicién al

metal.

Fibroblastos silvestres acumulan Cu a una tasa mayor que los
fibroblastos mutantes a concentraciones iso- y supra-fisiolégica de Cu.
Considerando que la disminucion en la viabilidad de los fibroblastos
expuestos a Cu podria ser consecuencia de un aumento del Cu intracelular, se
evalué el nivel de acumulacion del metal en células expuestas por diferentes

tiempos (horas a dias) a concentraciones variables de Cu-His.
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En una primera aproximacion se determind el nivel de acumulacion de
Cu en fibroblastos mutantes y silvestres transferidos desde un medio de cultivo
sin suplemento de Cu, a otro con una concentracion fisiolégica del metal (5 uM
Cu-His) por periodos de tiempo de 3 y 24 h. Considerando que en estas
condiciones el nivel de acumulacion del Cu recién incorporado (en el rango de
pmoles), representa soélo una fraccion del contenido total de Cu (en el rango de
nmoles), resulta dificil medir en la célula los cambios de acumulacion del metal.
Por tal motivo, en estos ensayos se utilizé el complejo ®*Cu-His y el nivel de
acumulacion fue calculado a partir de la radioactividad asociada a los
fibroblastos al final de los distintos tiempos de tratamiento. De los valores
registrados en la Tabla 2 se observa que a las 3 h de exposicion los fibroblastos
mutantes tienen un nivel significativamente menor de °®Cu acumulado,
diferencia que se mantuvo después de 24 h de exposicidon. Los datos indican
que si bien los fibroblastos que no expresan MT son capaces de acumular parte
del Cu recién incorporado, el nivel de acumulacion alcanza solo la mitad de lo
que acumulan los fibroblastos silvestres.

Tabla 2.- Contenido de **Cu (pmoles/ mg proteina) en fibroblastos
mutantes y silvestres expuestos a S pM 4Cu-His.

805 804
tiempo (h)
3 49.1 £ 3.8 21.2 £ 5.2
24 126.8 £ 13.6 (*) 54.6 £ 1.9 (*)

Cada valor corresponde al promedio de un duplicado y su
DS, los que fueron analizados por una prueba de t. (*)
p<0.001
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Para evaluar la tasa de acumulacion a concentraciones supra-fisioldgicas
de Cu, fibroblastos mutantes y silvestres fueron tratados con concentraciones
desde 100 a 500 uM de Cu-His por periodos de 24 a 72 h. El contenido total de
Cu fue cuantificado por espectrometria de absorciéon atémica (AAS) en horno de
grafito. Se observé que ambas lineas celulares incrementan el contenido de Cu
en respuesta a la exposicion al metal, y que este aumento fue dependiente de
la concentracion del metal. Sin embargo, el aumento en el contenido de Cu de
los fibroblastos silvestres fue significativamente mayor al medido en los
fibroblastos mutantes (Figura 11).

El analisis del contenido de Cu en los fibroblastos expuestos al metal
indica claramente que los fibroblastos que expresan MT almacenan una mayor
cantidad de Cu. Esta mayor tasa de acumulacién se manifiesta tanto a
concentraciones fisiolégicas como supra-fisiolégicas del metal.

En atencion a que el metabolismo de Cu esta estrechamente relacionado
con el metabolismo de Fe y Zn, se evalué en los fibroblastos mutantes y
silvestres si la exposicién a Cu afecta el nivel intracelular de los otros metales
traza. En ambas las lineas celulares no se detectaron cambios en el contenido
de Zn (determinado por AAS en horno de llama) en ninguna de las condiciones
de exposicion a Cu (Figura 12). Por otra parte, la exposicion por 72 h a 50 uM
de Cu-His provocé una disminucion significativa en el contenido de Fe
(determinado por AAS en horno de grafito) en ambas lineas celulares (Figura
12). Un aumento adicional en la concentracion extracelular de Cu (de 50 a 100-

250 pM) no incrementd la disminucion en el contenido celular de Fe. Para
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Figura 11.- Contenido de Cu en fibroblastos expuestos a Cu-His. Fibroblastos
silvestres (805) y mutantes (804) fueron expuestos a concentraciones crecientes de Cu
extracelular por 24, 48 y 72 h. El contenido de Cu en los fibroblastos fue determinado
por AAS en horno de grafito y fueron normalizdos por el contenido de proteinas de la
muestra. Los valores graficados corresponden al promedio de un triplicado y su
desviacion estandar. Se les realizé una prueba estadistica de ANOVA a las diferencias
en el contenido de las células tratadas respecto al contenido de las células no tratadas (*)
y de su dependencia con el tiempo de exposicion a Cu (%) P<0.05

evaluar si la reduccion en el contenido de Fe es un fendmeno especifico de los
fibroblastos, se realizaron ensayos de exposicidbn a concentraciones supra-
fisiologicas de Cu en otras dos lineas celulares (HepG2 y Caco2), las cuales
han sido extensamente utilizadas para estudiar el metabolismo celular de Cu.
En la Figura 13 se muestra que en ambas lineas celulares expuestas a 100 um

de Cu-His por 48 h el contenido de Fe disminuye significativamente.
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Figura 12.- Contenido de Fe y Zn en fibroblastos expuestos a Cu. El contenido de Fe
y Zn fue cuantificado en fibroblastos silvestres (805) y mutantes (804) expuestos a
concentraciones crecientes de Cu-His por 72 h. El contenido de Fe y Zn fue cuantificado
por AAS y fueron normalizados por el contenido de proteinas de la muestra. Los valores
graficados corresponden al promedio de un triplicado y su desviacion estandar. La
diferencia en el contenido de las células tratadas respecto a las células no tratadas fue

analizado con una prueba de t. P< 0.05 (*).
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Figura 13.-. Contenido de Fe en células Caco2 y HepG2 expuestas a Cu. Células
Caco2 y HepG2 fueron tratadas con 0 y 100 uM de Cu-His por 48 h. Alicuotas de
0.3x10° células fueron utilizadas para determinar el contenido de Fe por AAS en horno
de grafito. Los valores corresponden a un triplicado y su desviacion estandar. La
diferencia en el contenido de las células tratadas respecto a las células no tratadas fue
analizada mediante una prueba de t. P<0.001 (*).

Estos resultados muestran que en ambas lineas celulares, durante la
exposicion a concentraciones supra-fisioldgicas de Cu, el contenido intracelular
de Cu aumenta, el contenido de Zn se mantiene y el de Fe disminuye. La
principal diferencia observada entre los fibroblastos silvestres y mutantes fue el
mayor aumento en el contenido celular de Cu en las células que contienen MT,
sugiriendo que esta proteina incrementa la capacidad de almacenamiento del

metal cuando la oferta de Cu aumenta en el medio extracelular.
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Fibroblastos mutantes son mas sensibles a un menor contenido
intracelular de Cu que los fibroblastos silvestres.

A partir de los resultados obtenidos en los experimentos anteriores se
procedid a examinar la relacién entre el contenido celular de Cu y la viabilidad
celular. Para ello, en la Figura 14 se graficé el porcentaje de células vivas
(calculado a partir de los datos de reduccion de MTT) versus el contenido
celular de Cu (cuantificado por AAS) observado en fibroblastos mutantes y
silvestres expuestos a concentraciones crecientes de Cu por 72 h. El analisis de
este grafico indicd que a una misma concentracion de Cu intracelular existe una
menor viabilidad de los fibroblastos mutantes en comparacién a la linea
silvestre (805), sugiriendo que la toxicidad generada por Cu no es tan solo
dependiente de su concentracién intracelular sino también, de las interacciones
moleculares que establece el metal. En este contexto, la mayor capacidad de
almacenamiento de Cu en aquellos fibroblastos que expresan MT sugiere que
cuando las células son expuestas a un exceso de Cu extracelular, MT permite

secuestrar el Cu en un compartimiento “seguro”.
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Figura 14.- Relacion entre viabilidad celular y el contenido de Cu intracelular. Se
graficaron los valores de viabilidad celular y de contenido intracelular de Cu
determinado para cada concentracion de Cu extracelular utilizada en el tratamiento de
fibroblastos mutantes y silvestres por 72 h. La correlacion entre viabilidad y el
contenido intracelular de Cu para cada linea celular se determin6 mediante un analisis de
Pearson encontrandose significativos con un valor de P<0.001. A través de una analisis
de varianza se determind que las rectas observadas para ambas lineas celulares son
estadisticamente diferentes con un p< 0.05.



96

ANALISIS DE LA INCORPORACION Y EXCRECION DE Cu DE LOS

FIBROBLASTOS EN CULTIVO.

Las propiedades de MT mas relevante para la regulacion del
metabolismo de Cu son la de unir el metal en forma segura y la de transferirlo a
cupro-enzimas. Los resultados presentados hasta aqui sefialan una correlacion
positiva entre la presencia de MT y una mayor capacidad de acumular Cu en los
fibroblastos silvestres, sugiriendo que la capacidad de esta proteina para unir el
metal podria explicar el mayor contenido de Cu durante la exposicion a este
metal en los fibroblastos silvestres. Sin embargo, queda abierta la posibilidad de
que la ausencia de MT modifique la(s) ruta(s) de transferencia de Cu alterando
la tasa de entrada o salida del metal. De esta forma la disminucion en el
contenido de Cu intracelular en fibroblastos mutantes puede ser el resultado de
un descenso en la incorporacion del metal o de un incremento en su velocidad
de salida. Para evaluar esta posibilidad se determinaron los parametros
cinéticos que describen la incorporacion de Cu y la tasa de salida de ambas

lineas celulares expuestas a ®*Cu-His.

La incorporacion de Cu en los fibroblastos en cultivo no es modulada por
MT.

En primer lugar, se analizdé la incorporacion de Cu en fibroblastos
expuestos a una concentracion fisioldgica de ®*Cu-His. En la Figura 15 A se

observa que en células expuestas a 1 y 5 pM de ®*Cu-His el nivel de
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incorporaciéon de Cu radiactivo fue directamente proporcional al tiempo de
exposicion durante los primeros 30 min. Con este resultado se establecié que
15 minutos de exposicidn representa un tiempo adecuado para determinar la
relacion entre la tasa de incorporacion y la concentracion de Cu extracelular. Al
graficar los datos de velocidad inicial se obtuvo una curva del tipo de Michaelis-
Menten, con una fase de aumento inicial dependiente de la concentracion

extracelular de Cu seguida de una fase con pendiente cercana a cero en la que
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Figura 15.- Dependencia del tiempo y de la concentracion de Cu extracelular en la
tasa de incorporacion del metal. A) Fibroblastos mutantes (simbolos blancos) y
silvestres (simbolos negros) fueron expuestos a 1 uM (circulos) 6 5 uM (cuadrados) de
“CuHis por 10, 20 y 30 min. El contenido de Cu radiactivo fue determinado en un
contador de centelleo y una alicuota de cada muestra fue utilizada para la cuantificacion
de proteinas por el método de Bradford. B) Los fibroblastos fueron expuestos a
concentraciones crecientes de Cu extracelular por 15 min. El contenido de “Cu y de
proteinas fue realizado como se describi6é en A y se graficé la velocidad inicial de la
incorporacion respecto de la concentracion de Cu extracelular. Los valores graficados
corresponden al promedio de un triplicado y su d.s.
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se alcanza la saturacion (Figura 15 B). No se observaron diferencias obvias en
las curvas de incorporacion de ®*Cu obtenidas para los fibroblastos mutantes y
silvestres, por lo que se procedié a comparar los parametros cinéticos de Vmax ¥
Kn aparente, calculados a partir de los datos de incorporacion de ambas lineas
celulares. Como se observa en un grafico de doble reciproco (Figura 16), los
valores de Vmax ¥ Kn aparente para los fibroblastos silvestres resultaron ser
similares a los obtenidos en la linea mutante (Tabla 3). Estos resultados
sugieren que la poblacién y/o tipo de transportadores de Cu presentes en la

membrana plasmatica son muy similares en ambas lineas celulares.

Tabla 3.- Parametros cinéticos de la incorporacion de Cu en los fibroblastos en

cultivo.
Lineas Vmax Km ap.
celulares pmoles Cu/min/mg proteina M
805 4.25 £ 0.78 1.46 £ 0.33
804 6.22 £ 0.38 2.32 £ 0.70

En una segunda etapa se analizd la incorporacién de ®“Cu en los
fibroblastos mutantes y silvestres pre-expuestos a una concentracion supra-
fisiologica del metal. Para ello, fibroblastos silvestres y mutantes fueron pre-
tratados con 0 y 250 uM de Cu-His por 24 h. Una vez finalizado el tratamiento,

el medio de cultivo fue sustituido por medio fresco (0,44 uM de Cu) conteniendo
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distintas concentraciones de ®'Cu-His. Finalmente, las células fueron
cosechadas y el nivel de incorporacién de **Cu se determiné como se indica en
Materiales y Métodos. En la Figura 17 se muestra que tanto en los fibroblastos
silvestres como en los fibroblastos mutantes, la cantidad de ®*Cu incorporado
fue menor cuando las células fueron pre-tratadas con una concentracion supra-
fisiologica de Cu. El analisis de los valores de incorporacion de ®4Cu indica que
esta disminucion fue de igual magnitud para ambas lineas celulares, sugiriendo
que los fibroblastos regulan la tasa de entrada de Cu cuando son expuestos a
una concentracion supra-fisioldgica del metal y que el mecanismo de regulacion
no es dependiente de la presencia de MT. Por lo tanto, las diferencias
observadas en el nivel de acumulacién de Cu entre fibroblastos silvestres y

mutantes deben reflejar una diferencia en el trafico de salida del metal.

2,0

Figura 16.- Grafico de doble reciproco para la incorporacion de Cu de las lineas de
fibroblastos mutantes y silvestres. Con los valores de velocidad inicial para cada
concentracion extracelular mostrados en la Figura anterior, se construyd un grafico de
doble reciproco. Los valores obtenidos para la linea mutante se muestran con circulos
blancos y para la linea silvestre con circulos negros.
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Figura 17.- Incorporacion de Cu en fibroblastos pre-expuestos a Cu extracelular.
Fibroblastos mutantes (804) y silvestres (805) fueron pre tratados con 250 uM de Cu-
His por 24 h. Células pre-expuestas y control (no tratados) fueron utilizadas en un
ensayo de incorporacion de *Cu como el descrito en la Figura 15 B. La incorporacion
de ®Cu en las células pre-tratadas es mostrada como el porcentaje respecto al valor
obtenido en las células no tratadas de cada linea celular.

a) La disminuciéon en la incorporacion de las células tratadas y controles fue

analizada por ANOVA y encontrada significativa con un valor de P<0.05.

b) También fue significativa la diferencia en la incorporacion entre lineas celulares
pre tratadas. P < 0.05

MT no afecta la tasa de excrecion de ®*Cu en los fibroblastos en cultivo.

La excrecion de Cu fue examinada mediante ensayos de pulso y caza,
en los cuales los fibroblastos fueron, primero expuestos por una hora a distintas
concentraciones de ®*Cu (pulso) y luego mantenidos por diferentes tiempos en
un medio libre del trazador antes de ser cosechados y de medir la
radioactividad asociada (caza). En estos ensayos, la diferencia entre el
contenido de ®*Cu retenido en las células al final del periodo de exposicion y el
®Cu que permanece asociado a las células después de los distintos tiempos de

caza se utilizo para calcular el nivel de excrecion del metal. En la Figura 18 se
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observa que las curvas generadas a partir de los valores de retencién de ®*Cu
en los fibroblastos mutantes y silvestres presentan un patron similar. En ellas se
distinguen dos componentes, el primero se produce en los primeros 10 min de
caza (fase de salida rapida de ®*Cu) y el segundo se produce a continuacion y

se extiende hasta el final del periodo analizado (fase de salida lenta).
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FIGURA 18.- Excrecién de *‘Cu en fibroblastos en cultivo. Fibroblastos mutantes
(804) y silvestres (805) fueron expuestos a un pulso de 1 uM de “Cu-His por 1 ha37°C.
Luego fueron lavados con tampdn fosfato (PBS) y la union inespecifica fue desplazada
con PBS/Cu-His 10 uM frio. Se incubaron las células con medio de cultivo a 37 °C por
distintos tiempos de caza (0-30 min). El contenido de *Cu fue determinado en un
contador de centelleo y expresado en relacion al contenido de proteinas de la muestra.
Los valores graficados correponden al promedio de un triplicado y su ds.

En la figura 18 se observa que a los 30 min, los fibroblastos silvestres y
mutantes retienen sobre un 65 % de la radioactividad total acumulada al tiempo

0 de caza. Este resultado sugiere que una parte importante del Cu recién
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ingresado a la célula se incorpora en un compartimiento de recambio lento el
cual, probablemente, esta constituido por chaperonas de Cu, GSH y cupro—
proteinas y que, en el caso de fibroblastos silvestres, ademas, puede contener
MT. Por tal motivo y considerando que fibroblastos silvestres y mutantes no
presentan diferencias en el flujo de salida del Cu recién incorporado, es posible
suponer que en los fibroblastos mutantes hay una mayor salida de Cu desde el
compartimiento de recambio lento (constituido principalmente por Cu no
radioactivo). De este modo, existirian al menos dos poblaciones de Cu
intracelular, uno que tiene un acceso rapido a las rutas de salida y otra de
recambio lento, el cual podria dar cuenta de las diferencias observadas en la
tasa de acumulacion de Cu entre fibroblastos silvestres y mutantes.

Al igual que con los ensayos de incorporacion, se evaluo si la pre-
exposicion a altas concentraciones de Cu afecta la tasa de salida del metal. El
analisis de los resultados indicé que la tasa de salida de ®*Cu en los fibroblastos
pre-expuestos por 24 h a 250 uM de Cu-His no fue diferente a la tasa
observada en los fibroblastos no expuestos al metal (Figura 19). Si bien ambas
lineas celulares mantuvieron un nivel de retencion de ®*Cu similar al observado
sin pre-exposicion al metal, se observdé en varios experimentos un nivel de
retencion levemente mayor en los fibroblastos silvestres.

En conjunto, los resultados obtenidos del analisis del trafico celular de
Cu en fibroblastos mutantes y silvestres mostraron que, ambas lineas celulares

tienen una cinética similar de incorporacién de Cu y que la tasa de excrecion del
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metal recién incorporado (**Cu) no difieren entre ambos tipos de fibroblastos.
Los resultados en las células pre-tratadas a concentraciones supra-fisiolégicas
del metal sugieren que la ausencia de MT no afecta el mecanismo que regula
la entrada de ®*Cu y tampoco parece controlar la ruta de salida rapida de Cu en
respuesta a la exposicién al metal. Queda abierta la posibilidad de que MT
regule la salida de la poblacion de Cu desde el compartimiento de recambio
lento. Aunque nuestros resultados indican que esta es una posibilidad que debe
ser investigada, la medicidon de la excrecion del Cu no radiactivo, via TXRF o
AAS, se ve limitada experimentalmente por la incapacidad de distinguir la
disminucion en el contenido del metal (< a un 10% del total del contenido) que

se observa al durante su salida (ver discusion).
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Figura 19.-Retencion de %Cu en fibroblastos pre-tratados con Cu-His. Fibroblastos
silvestres (805) y mutantes (804) fueron tratados con 0 y 250 uM de Cu-His por 24 h,
luego de los cuales se determind la retencion de “Cu como se explica en la figura
anterior. La retencién de Cu en los tiempo 5, 10 y 60 min de caza de cada linea se
graficd como la fraccion retenida respecto al contenido al tiempo 0 de caza.
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MT modula la ruta de excreciéon de Cu en los fibroblastos en cultivo.

La participacién de MT durante el proceso de salida del Cu fue estudiada
analizando la ruta de salida del metal. Como fue mencionado, la salida del Cu
es mediada por la actividad de un transportador especifico para Cu, el ATP7A.
En relacion con este transportador, existen evidencias que sugieren que las
funciones de MT y del transportador estan estrechamente relacionadas. Por una
parte, en células en las que se ha anulado la expresion del ATP7A, la presencia
de MT es esencial para su sobre vivencia, incluso a concentraciones sub-
fisiologicas de Cu. Al mismo tiempo, células que han perdido la capacidad de
inducir MT por exposicién a Cu, aumentan su viabilidad frente a la exposicién al
metal cuando se induce la expresidon del ATP7A. Este transportador se localiza
principalmente en la red trans del Aparato de Golgi (TGN), incorporando el Cu
desde el citoplasma al lumen del organelo, para luego ser secretado a través de
vesiculas (ruta TGN-dependiente). Ademas, existen claras evidencias que, en
respuesta a la exposicion a concentraciones supra-fisioldgicas de Cu, el ATP7A
se redistribuye a la membrana plasmatica, constituyendo una segunda ruta de
salida en la cual el Cu es movilizado desde el citoplasma hacia el espacio
extracelular (ruta MP-dependiente). Se cree que este es un mecanismo que
opera a concentraciones fisiolégicas de Cu inducido por las fluctuaciones
intracelulares del metal, de manera que la localizacién del transportador podria
ser dependiente del contenido intracelular de Cu. Con estos antecedentes, se
disefd una estrategia que permitiera analizar la ruta de salida del Cu desde los

fibroblastos mutantes y silvestres.
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Para distinguir la ruta de salida de Cu TGN-dependiente de la ruta MP-
dependiente, se realizaron ensayos de retencion con un pulso de ®*Cu en
fibroblastos mantenidos a 37 y a 20 °C. La temperatura a 20 °C se utiliz6 con el
proposito de reducir el trafico vesicular desde el TGN hacia la membrana
plasmatica, de manera que se produzca una acumulacion de las proteinas que
se exportan por esta via. En todos los casos, los fibroblastos mutantes y
silvestres fueron expuestos a un pulso de ®*Cu a 37°C por 1 h y a 20 °C por las
siguientes 2,5 h. La caza se realiz6 a diferentes tiempos y se determino la
salida de ®*Cu en fibroblastos mantenidos a una temperatura de 37 6 20 °C. La
salida de Cu en los fibroblastos silvestres y mutantes fue expresada como el
porcentaje de retencion a los 15 y 45 min de caza, correspondiendo el 100% de
retencion al contenido de ®*Cu determinado al tiempo 0 de caza. Los resultados
indican que cuando la caza fue realizada a 37 °C, la retencion de ®*Cu, a los 15
min, fue de 20 y 25 % para los fibroblastos mutantes y silvestres
respectivamente (Figura 20). El nivel de ®*Cu retenido aumenté en ambas
lineas celulares cuando la caza fue realizada 20 °C. De este modo, los
fibroblastos mutantes aumentaron el nivel de retencién hasta un 44 %, mientras
que los fibroblastos silvestres aumentaron su retencion hasta un 68 %. Este
resultado sugiere que en los fibroblastos silvestres, la salida del ®*Cu (recién
incorporado) ocurre principalmente por la ruta TGN-dependiente y que en los
fibroblastos mutantes la salida de ®*Cu seria principalmente por la ruta MP-
dependiente. Esta posibilidad implica que en condiciones fisioldgicas de cultivo,

los fibroblastos que carecen de MT tienen una poblacion mayor del ATP7A
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localizado en la membrana plasmatica. Para evaluar que la diferencia en las
rutas de salida se debe a un cambio en la localizacion del transportador, se
estimuld su re-localizacién desde el TGN hacia la membrana plasmatica con un
pulso de 250 uM de Cu seguido de una caza a 20 °C. En el grafico de la Figura
21 se observa que el nivel de retencién de ®*Cu fue menor al 20% en ambas
lineas celulares, indicando que, en ambos casos, la salida del Cu recién
incorporado fue independiente de la disminucion de temperatura. Este resultado
apoya la posibilidad de que, en presencia de MT, la principal ruta de salida de

Cu es TGN-dependiente, mientras que en ausencia de MT, es MP-dependiente.
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Figura 20.- Dependencia de la temperatura en la retencion de %“Cu en los
fibroblastos expuestos a una concentracion fisiolégica de Cu. Fibroblastos mutantes y
silvestres fueron expuestos a un pulso de 5 uM de *“Cu-His a 37 °C por 1 h'ya?20°C por
otras 2,5 h. La caza se realiz6 a 37 °C 6 a 20 °C y el contenido de *Cu retenido a los 15
y 45 min de caza se graficé como porcentaje respecto al contenido al tiempo 0 de caza.
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Figura 21.- Dependencia de la temperatura en la retencion de “Cu en los
fibroblastos expuestos a una concentracion supra-fisiologica de Cu. Fibroblastos
mutantes y silvestres fueron expuestos a un pulso de 250 uM de %Cu-His a 37 °C por 1
h y a 20 °C por otras 2,5 h. La caza se realizo a 20 °C y el contenido de Cu retenido a
los 15 y 45 min de caza se grafico6 como porcentaje respecto al contenido al tiempo 0 de
caza.

En forma complementaria se examiné la distribucién celular del
transportador ATP7A en fibroblastos mutantes y silvestres utilizando un
anticuerpo policlonal anti-ATP7A en ensayos de inmunofluorescencia indirecta.
El analisis se centro principalmente en células mantenidas por 3 h en un medio
sin suplemento de Cu o expuestos a 250 yM de Cu-His. En ambas lineas
celulares mantenidas a una concentracién sub-fisiologicas de Cu (0.44 uM), se
observé que ATP7A se distribuia en el citosol en forma punteada con una
intensa marca perinuclear que disminuye hacia la periferia de la célula,
presentando ademas una marca difusa en el nucleo (Figura 22). Al exponer los

fibroblastos a una concentracion supra-fisiolégica de Cu (250 uM) se observo
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Figura 22.- Localizacion del transportador ATP7A en fibroblastos
mutantes y silvestres. Fibroblastos silvestres (805) y mutantes (804) fueron
expuestos a 0 (-Cu) o 200 uM (+Cu) de Cu-His por 3 h. Las células fueron
fijadas en paraformaldehido 4 % y permeabilizadas en PBS tritén X-100 0.1 %.
La localizacion del transportador fue visualizada mediante el uso de un
anticuerpo policlonal anti-ATP7A y un segundo anticuerpo anti-IgG de cabra
conjugado a fluoresceina. Las células fueron observadas bajo microscopia de
fluorescencia.

que la marca se distribuia en forma homogénea desde la periferia de la célula
hasta el nucleo disminuyendo la intensidad observada en la regién perinuclear.
Este estudio indica que la exposicion a Cu altera el patréon de distribucion del
ATP7A, el cual no fue asociado a un cambio en la distribucién de otros

componentes celulares tales como, actina y N-Caderina, proteinas del
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citoesqueleto y de la matriz extracelular respectivamente (dato no mostrado).
Ademas, se evalud si el cambio de la distribucion celular del transportador se
correlaciona con una modificacion en el nivel de abundancia de esta proteina.
Para ello, las proteinas presentes en los extractos celulares obtenidos de
fibroblastos mutantes y silvestres tratados por 3 h con 5 6 250 yM de Cu-His
fueron fraccionadas en geles de poliacrilamida, y analizadas por ensayos de
Western blots con un anticuerpo policlonal anti-ATP7A (Figura 23). En los 4
extractos celulares se observé una banda inmunoreactiva con el anticuerpo
anti-ATP7A, la que migré con un peso molecular similar al descrito para esta
proteina (180 kDa). La expresion de actina fue utilizada como un control de
carga para normalizar la abundancia relativa del transportador en las diferentes
muestras (Figura 23). Luego de cuantificar la intensidad de la sefial asociada
con cada banda inmunoreactiva, unidades densitométricas relativas fueron
usadas para determinar la razon ATP7A/actina. El resultado del analisis indica
que, tanto los fibroblastos mutantes como los silvestres, expresan el ATP7A, y
que su nivel de expresion no cambia en respuesta a la exposicidon a una
concentracion supra-fisiologica del metal. Para estimar en forma directa la
poblacion de ATP7A en la membrana plasmatica, se realizé6 un ensayo de
biotinilacion. En este ensayo, las proteinas presentes en la superficie celular de
los fibroblastos fueron marcadas con biotina, precipitadas selectivamente con la
union del complejo streptoavidina-Proteina A y luego fraccionadas en geles de

poliacrilamida y electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa. La
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inmunomarcacion con el anticuerpo anti-ATP7A de las proteinas no mostro

bandas inmunoreactivas en ninguna de las lineas celulares.

805 804

Cu-His -+ - +
(200 uM)

Figura 23.- Expresion de la proteina ATP7A en los fibroblastos expuestos a 0 y 250
uM de Cu-His. Fibroblastos mutantes (804) y silvestres (805) fueron expuestosa 0 (-) y
250 uM (+) de Cu-His por 3 h a 37 °C. Luego fueron hidrolizados en un tampo6n Tris-
HCI1 0.1 M con SDS al 2%. Una alicuota de los homogenizados fue utilizada para
cuantificar proteinas mediante el ensayo de Bradford. 30 pg de cada muestra se cargaron
en un gel SDS-PAGE al 7,5 % y luego de corrido, las proteinas fueron
electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa. La mitad superior de la membrana
fue tratada con un anticuerpo policlonal anti-ATP7A y la parte inferior con un
anticuerpo policlonal anti-actina. Las bandas inmunoreactivas fueron visualizadas
mediante quimioluminiscencia (ECL).

Alternativamente, se analiz6 la presencia del ATP7A en la membrana
plasmatica de células vivas (no fijadas ni permeabilizadas) mediante la técnica
de citometria de flujo. En este ensayo, tampoco fue posible visualizar la

poblacion de transportadores presentes en la membrana plasmatica. Posibles
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explicaciones que den cuenta de estos resultados se discuten en la seccidn de
Discusion.

En conjunto los resultados del analisis de la ruta de salida del Cu recién
incorporado sugieren que, en condiciones fisiolégicas, en ambas lineas
celulares existe una poblacion activa del transportador en la membrana
plasmatica. Sin embargo, los ensayos de excrecién de **Cu a 20 °C, sugieren
que la salida de Cu por una ruta TGN-dependiente es menor en los fibroblastos
mutantes, sugiriendo que éstos podrian tener una poblacion mayor de
transportadores localizados en la membrana plasmatica. Los resultados
obtenidos en fibroblastos expuestos a concentraciones supra-fisioldgicas del
metal sugieren que la distribucion de los elementos responsables de la salida
de Cu puede ser modificada. Esta modificacion puede ser interpretada como un
incremento en el numero de transportadores ATP7A en la membrana
plasmatica, los que al re localizarse aumentan la proporcion de Cu que es
excretado por una ruta MP-dependiente. Nuestros datos indican que este
cambio se da en mayor grado en los fibroblastos que expresan MT. De esta
forma, el contenido de Cu en los fibroblastos silvestres, aunque es mayor que
en los fibroblastos mutantes, estaria en una configuracién segura, permitiendo a
las células aumentar su capacidad de almacenamiento sin que se activen otros
mecanismos de regulacion, tales como la re-localizacion del transportador de

salida de Cu.



112

ANALISIS DE LA DISTRIBUCION SUBCELULAR DE Cu EN LOS

FIBROBLASTOS EN CULTIVO.

Tomando en cuenta que la distribucion de MT es principalmente
citoplasmatica, y que el Cu se puede distribuir tanto en el citoplasma como en
organelos (golgi, nucleo y lisosomas), se evalud la distribucidon subcelular del
Cu que se acumula luego de 3 6 24 h de exposicion a concentraciones
fisiolégicas del metal (5 uM ®*Cu-His). En estos experimentos, los fibroblastos
mutantes y silvestres fueron sometidos a un protocolo de fraccionamiento por
centrifugaciéon diferencial, el cual tiene como propésito separar el contenido
celular en fracciones enriquecidas de moléculas con densidad similar con la
menor contaminacion posible (como se indica en Materiales y Métodos). La
primera fraccion corresponde a la pella generada por la centrifugacion de los
homogeneizados celulares a baja velocidad (800 x g por 5 min), la que contiene
estructuras de alta densidad (AD), entre las que se encuentran nucleos y
células que no se rompieron durante la homogenizacién. Este primer
sobrenadante fue centrifugado a alta velocidad (100.000 x g por 1 h) para
generar una pella que contiene elementos de densidad media (DM), compuesta
por organelos, membrana plasmatica y vesiculas entre otros, y un sobrenadante
que contiene elementos de baja densidad (BD) compuesto principalmente por
componentes solubles del citoplasma.

El analisis de la distribucién de ®*Cu en estas 3 fracciones mostré que la

diferencia mas significativa en el contenido de Cu se obtuvo en la fraccién BD,
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en la cual los fibroblastos silvestres presentaron un contenido de Cu por mg de
proteina 6 veces mayor que el medido en las células que no expresan MT
(Figura 24). En relacion con las fracciones AD y DM, estas contenian niveles
similares del metal en ambas lineas celulares. Este resultado muestra que la
diferencia en el contenido de ®*Cu acumulado en los fibroblastos silvestres y
mutantes mostrados en la Tabla 2, se encuentra principalmente asociado a

componentes presentes en la fraccion de baja densidad.
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Figura 24.- Distribucion subcelular del Cu recién incorporado. El contenido de Cu
en las fracciones de alta densidad (AD), densidad media (DM) y baja densidad (DB) fue
determinado en fibroblastos mutantes (804) y silvestres (805) tratados con 5 uM de
“Cu-His por 3 h. Dichas fracciones fueron obtenidas mediante una centrifugacion
diferencial de los homogenizados como se menciona en la sec. “Materiales y Métodos”.
El contenido de cada fraccion fue normalizado por el contenido de proteinas. n=3.

Para analizar la distribucion real del metal en cada fraccion v,
considerando que las dos lineas celulares presentaron una distribucién similar

de proteinas, se graficd el contenido de Cu en pmoles. Al graficar de esta forma
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los niveles de Cu, se observd que la principal diferencia entre fibroblastos
mutantes y silvestres es el mayor contenido del Cu recién incorporado en la
fraccion de baja densidad, siendo ésta 4,4 veces mayor que en las células
silvestres (Figura 25 A). Cuando el analisis del contenido se realizd en
fibroblastos mutantes y silvestres expuestos por 24 h a la misma concentracién
de Cu (5 uM), se observé el mismo patrén de distribucién del **Cu acumulado
(Figura 25 B). Este resultado sugiere que el mayor contenido de *‘Cu en la
fraccion BD no constituye un lugar de acumulacién transitorio del Cu sino que
posiblemente representa un compartimiento en el cual se almacena una parte

importante del metal que ingresa a la célula.
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Figura 25.- Distribucion subcelular del Cu recién incorporado (en pmoles totales).
Fibroblastos silvestres (805) y mutantes (804) fueron mantenidos a 5 uM de *Cu-His
por 3 y 24 h. El contenido total de *Cu contenido en las tres fracciones obtenidas
mediante una centrifugacion diferencial de los homogenizados fue cuantificado como se
menciona en la figura anterior. n=3.

En atencién a que las evidencias indican que no existe Cu libre en la

célula, es posible sugerir que el contenido de Cu observado en la fraccion
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citosdlica se encuentre unido a las proteinas que lo utilizan y/o a las que lo
manejan. Entre todas ellas, MT representa el principal candidato para ser el
lugar de acumulacién del Cu recién incorporado (ver en sec. Discusion).

Al tratar las células con una concentracion supra-fisioldgica de **Cu (200
MM) por 3 y 24 h se observd que el contenido de ®Cu aumenta en las tres
fracciones en ambas lineas celulares (Tabla 4). El mayor contenido de ®*Cu se
determiné en la fraccion de alta densidad lo cual puede estar relacionado con la

toxicidad asociada a la exposicién a un exceso del metal.

Tabla 4.- Distribucion Subcelular del Cu medido en pmoles totales acumulado en
fibroblastos tratados con 200 pM de **Cu-His por 3 y 24 h.

804 805
Fraccion 3h 24 h 3h 24 h
Alta D (800 x g) 12.6 3.1 22.6+0.7 87+14 30.0+3.1
D Media (105.000 x g) 47+1.5 13.0+0.3 34+0.6 182+3.9

Baja D (105.000 x g) 3.7£25 13.7+£2.1 83+0.2 194+2.6
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REGULACION DE LA EXPRESION DE MT Y OTROS GENES ASOCIADOS
AL METABOLISMO DE Cu EN FIBROBLASTOS SILVESTRES Y
MUTANTES.

Un aspecto que fue considerado necesario incluir en el estudio de la funcién de
MT, fue el analisis de la participacién de esta proteina en los cambios de
expresion génica de MT. El analisis de la regulacién génica de MT en los
fibroblastos mutantes es posible, ya que esta linea es capaz de transcribir el
gen de MT (Figura 4). En este contexto, se evaluaron, ademas, el nivel de
expresion de ofros genes que codifican para proteinas asociadas al

metabolismo de Cu.

En ausencia de MT, se pierde la inducciéon de MT en respuesta a la
exposicion a Cu.

El analisis de los cambios de expresion génica fue realizado mediante
ensayos de macroarreglos en los cuales se examind la expresion de diversos
genes listados en la Tabla 5. Ellos corresponden a 1) genes que codifican para
proteinas relacionadas con la utilizacién, el almacenamiento y el trafico celular
de Cu, 2) genes que codifican para proteinas de expresion constitutiva y 3)
genes que codifican para proteinas heterdlogas no relacionadas con el
metabolismo celular de Cu. Cantidades conocidas del cDNA de estos genes
fueron sembradas en cuadruplicado y en dos concentraciones en una

membrana de nylon.
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Tabla 5.- Lista de genes y de su funciéon propuesta utilizados en la

construccion del Macroarreglo.

Nombre del Gen Descripcidn

Metabolismo de Cu

Atoxl Chaperona de ATPTA

Ccsl Chaperona de SOD1

SOD1 (b) Enz. Dismutadora de aniones superdxido
SOD1 Enz. Dismutadora de aniones superdxido
App Proteina de membrana que reduce Cu
Wilson (b) Transportador de Cu en células hepaticas
MNK (b) Transportador de Cu en células no-
hepaticas

MNK (a) Transportador de Cu en células no-
hepéticas

MT en pcDNA3.1 Metalotioneina en vector de clonamiento
Wilson (a) Transportador de Cu en células hepaticas
MT1 (b) Metalotioneina

PRPCS8 Prion, proteina de membrana que une Cu

Genes de expresion constitutiva y controles de union inespecifica

GDPH Glicerina 3-fosfato deshidrogenasa
Tubulina Proteina de citoesqueleto

PGEM-T Vector de clonamiento en bacterias
dH20 agua destilada

Genes heterologos

D-Rap gen de D. melanogaster

(a) y (b) denotan secuencias del gen que tienen una alta o baja homologia con las
secuencias de otros genes utilizados en el macroarreglo.

Se extrajo RNA total de cultivos de fibroblastos mutantes y silvestres
mantenidos por 24 h a una concentracion sub- o supra-fisiologica de Cu (0.44 y
100 uM de Cu-His, respectivamente). A Partir del RNA total se produjo una

poblacién de cDNAs marcados con **P los que fueron utilizados para hibridar
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los cDNAs sembrados en el macroarreglo como se especifica en Materiales y
Métodos. En la Figura 26, se muestra la imagen obtenida de la hibridacion de
los fibroblastos silvestres, tratados y no tratados con Cu. En ella, se sefialan
algunos genes cuyo nivel de intensidad cambia con el tratamiento, la cual fue
cuantificada por densitometria. Los valores de intensidad correspondientes a los
genes de interés fueron corregidos restando el ruido (sefial inespecifica) y luego
normalizados por la intensidad de la sefial de un gen constitutivo, en este caso
del gen que codifica para tubulina.

En los fibroblastos silvestres se observd un aumentd en la expresion de
los genes que codifican para MT, SOD1, Ccs1 y Atox1 en respuesta a la
exposicion a Cu. Mientras que en los fibroblastos mutantes, se observd un
aumento en la expresion del gen que codifica para Atox1 y se observo una
disminucion en la expresion de SOD1, Ccs1 y App (Figura 27). Estos resultados
indican que, en los fibroblastos silvestres, la exposicién a Cu indujo la expresion
de genes relacionados con el manejo (almacenamiento y utilizacién) del Cu
intracelular, especialmente de MT. Por el contrario, las células que no expresan
la proteina de MT, tienen una respuesta alterada frente a la induccion de la
expresion de genes relacionados con el metabolismo celular de Cu. Es
especialmente interesante, que el gen de MT | no fue inducido por la exposicion
a Cu.

En conjunto, estos datos sugieren que la proteina de MT podria ser parte
del mecanismo que regula la actividad transcripcional de los genes involucrados

en el metabolismo de Cu durante la exposicion al metal.
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Figura 26.- Patron de expresion de genes relacionados con el metabolismo celular
de Cu. La poblacion de transcritos provenientes de fibroblastos silvestres tratados con 0
(control) 6 100 uM (tratados) de Cu por 24 h fue marcada con *°P y utilizada para
hibridar membranas conteniendo secuencias de DNA correspondientes a genes del
metabolismo celular de Cu, genes de transcripcion constitutiva y genes de D.
melanogaster. Los cambios de intensidad mas sobresalientes son indicados por circulos.
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Figura 27.- Cambio en la expresion de genes relacionados con el metabolismo
celular de Cu en fibroblastos expuestos a una concentracion supra-fisiolégica del
metal. La hibridacion de los genes utilizados en el macroarreglo (ver Figura 26)
inducidos por la exposicion a 100 puM de Cu-His por 24 h fue cuantificada por
densitometria. La intensidad obtenida para cada gen fue normalizada por la intensidad
del gen de tubulina (gen de expresion constitutiva) y se grafico el cambio relativo de la
expresion de genes de las muestras expuestas a Cu respecto a las control (no tratadas a

Cu).



121

La expresion del mRNA de la isoforma | de MT no se induce por la
exposiciobn a una concentracion supra-fisiolégica de Cu en los
fibroblastos mutantes.

Para evaluar esta hipotesis realizamos un ensayo de RT-PCR Semi-
cuantitativo, con el cual se amplificaron simultaneamente los genes de la
isoforma | de MT y de GDPH mediante el uso de partidores especificos para
ellos. Para este ensayo se utilizaron muestras de cDNA obtenidos a partir de la
extraccion de RNA total de fibroblastos mutantes y silvestres tratados a
concentraciones sub- y supra-fisiolégicas de Cu (0.44, 50 y 100 uM de Cu-His
por 24 h). En la Figura 28 se muestra una fotografia de los productos de PCR
separados en un gel de agarosa al 1,2 %. La abundancia relativa del transcrito
de MT fue determinada a partir de las razones de intensidad obtenidas para los
productos de amplificacion de MT y GDPH. De esta forma, se determind que en
los fibroblastos silvestres la exposicion a una concentracion supra-fisioldgica de
Cu (50 y 100 yM) aumenta en mas de dos veces la cantidad de mensajero para
MT |, mientras que en los fibroblastos mutantes, la expresion de este gen
disminuye 1,5 veces. Este resultado es consistente con el encontrado mediante
los ensayos de hibridacion en Macroarreglos de cDNA.

Estos resultados indican que en respuesta a la exposicion a una
concentracién supra-fisiologica de Cu, las células aumentan la expresion de
genes que codifican para proteinas relacionadas con el metabolismo de Cu,

entre ellas, MT. Es asi, que la falta de inducciéon observada en los fibroblastos
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mutantes sugiere que la presencia de MT es necesaria para activar su

expresion, y la de otros genes como SOD, Ccs1, y APP.

804 805
Cu(M) 0 100 0 50 100

2.5 -
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Figura 28.- Induccion de la expresion del RNAm de MT I por Cu. Igual cantidad de
RNA total de fibroblastos mutantes (804) y silvestres (805) expuestos a 0, 50 y 100 uM
de Cu-His por 48 h fue utilizado para la amplificacién simultdnea de los transcritos de
los genes de MT I y GDPH por PCR Semicuantitativo. En la figura se muestra un gel
representativo de los resultados mediante esta técnica que muestra los transcritos
amplificados de ambos genes para cada muestra. A la derecha de la figura se grafica el
cambio relativo de la razon MT/GDPH de los fibroblastos expuestos a Cu respecto a los
fibroblastos no tratados.
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DISCUSION

Las metalotioneinas fueron descritas hace medio siglo. Desde sus
comienzos, esta proteina fue relacionada con la detoxificacién de metales como
Cd (Hamer, 1986). Esta asociacion se basa en el hecho que el contenido celular
de Cd se encuentra mayoritariamente unido a MT (Margoshes y Valle, 1957).
Posteriormente, se observo que la exposicion a Cd induce la expresion de MT
(Cherian, 1994, Linder, 2002) y que un aumento en el nivel de MT incrementa la
resistencia a la exposicién a metales pesados (Liu y cols, 2000). Sin embargo,
su funcion biolégica como detoxificador de metales es cuestionada, dado que
los casos de intoxicacion por Cd son escasos y casi siempre son causados por
el hombre (Palmiter, 1998). Por otro lado, fisiologicamente MT une a Zn y Cu,
los cuales a diferencia de Cd son esenciales para la vida. De esta manera, la
capacidad detoxificadora de MT ha sido explicada como una consecuencia de
sus propiedades estructurales y no como una funcién evolutiva.

Considerando que MT es una proteina altamente conservada, de
distribucién ubicua y cuya expresion se induce en respuesta a la exposicion a
diferentes metales, es dificil entender porque hasta ahora no se ha podido
definir que ventaja selectiva confiere a los organismos que la poseen. El
desarrollo de esta tesis doctoral se basa en la idea de que la funcion de MT es

regular el metabolismo de Cu y Zn a fin de mantener la homeostasis intracelular
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de estos metales traza. En este contexto la hipotesis del proyecto de tesis fue
que la funcion de MT es mantener la homeostasis celular de Cu a través de sus
propiedades de unidn del metal. Para su analisis, se aprovechd la ventaja de la
existencia de un modelo celular que no expresa MT I/Il el cual permiti6 realizar
un estudio comparado de los procesos de trafico (entrada y salida del metal), de
almacenamiento y de su utilizacién (incorporacién a cupro-enzimas), con una

linea celular silvestre.

MT, contenido de Cu y viabilidad celular.

Los datos indican que en ausencia de MT, no se observan diferencias en la
tasa de crecimiento ni en la viabilidad entre los fibroblastos mutantes y
silvestres mantenidos en condiciones basales de cultivo (0,44 uM Cu). Estos
resultados confirman datos obtenidos en forma independiente por dos grupos
de investigadores quienes generaron hace menos de una década, cepas de
ratones que no expresan las isoformas | y Il de MT. En ambos casos, los
ratones crecieron y se reprodujeron normalmente cuando fueron alimentados
con dietas sin un suplemento de Cu, sugiriendo que la presencia de MT no es
esencial para el desarrollo y la reproduccion de estos animales (Masters y cols,
1994, Michalska y Choo, 1993). Por otra parte, células crecidas en un medio de
cultivo sin suplemento de Cu (S49, W7 y BHK) cuya expresiéon de MT ha sido
inhibida por metilacién del DNA presentan un patron de proliferacion normal
(Master y cols, 1994b). Esto también se observa en los fibroblastos

provenientes de embriones que no expresan MT en los cuales la tasa de
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crecimiento no se diferencia de la de los fibroblastos silvestres (Zhu y Melera,
2001). Durante el desarrollo de esta tesis se determin6 que la concentracion de
Cu, Fe y Zn en el medio DMEM 10% SBF utilizado en el cultivo de las lineas de
fibroblastos esta por debajo de la concentracion plasmatica (ver Tabla 1). El
contenido de Cu en el plasma es de 15 a 20 pM, del cual un 60-90% esta
asociado a ceruloplasmina (Linder y Hazegh-Azam, 1996). La disponibilidad del
Cu unido a ceruloplasmina es baja debido a que la vida media del Cu unido a
esta proteina es similar a la vida media de la ceruloplasmina (Meyer y cols,
2001). Por tal motivo, se considera que el Cu bio-disponible es el Cu-noCp
(unido a albumina o aminoacidos como Histidina o Glicina), el que se calcula
alcanza una concentracion plasmatica de 1,5y 5 yM (Brown y cols,1997). Dado
que el contenido de Cu en el medio de cultivo es de 0.44 uM, esto
corresponderia a una concentracion sub-fisiolégica respecto al nivel plasmatico
del metal (Tapia y cols, 2002). En estas condiciones, los fibroblastos mutantes
(MT-/-) y silvestres utilizados en esta tesis, tienen igual tasa de crecimiento, lo
que sugiere que el contenido celular de metales traza es suficiente para cumplir
con los requerimientos que demanda la sintesis de metalo-proteinas.
Considerando que ambas lineas celulares presentan igual contenido de Cu (ver
Figura 8) es posible sugerir que cupro-enzimas, chaperonas de Cu y GSH
definen el contenido intracelular del metal y que, en los fibroblastos silvestres,
MT no confiere una mayor capacidad de almacenar Cu. En particular GSH, el
principal elemento no proteico involucrado en la union del Cu intracelular podria

unir y destinar el Cu recién incorporado (Da Costa Ferreira y cols, 1993, Mohan
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y cols, 1995; Dijkstra y cols, 1996, Gunes y cols, 1998) en ausencia de MT. En
estudios en hepatocitos se ha descrito que GSH une el Cu entrante aun antes
que MT (Freedman y cols, 1989). De esta manera, en ausencia de MT, GSH
podria donar el Cu directamente a las cupro-proteinas que lo requieren.
Estudios in vitro muestran que GSH puede ser un mediador efectivo en la
transferencia de Cu a la SOD1 (Ciriolo y cols, 1990, Rae y cols, 1999). Ademas
del GSH, existe un conjunto de chaperonas que distribuyen el Cu a las cupro-
enzimas durante su sintesis (Harrison y cols, 2000) las que junto a GSH pueden
contribuir a formar una poblacion de almacenamiento de Cu. Estos
antecedentes, sumados a nuestros resultados, permiten sugerir que en
fibroblastos expuestos a una concentracion sub-fisiolégica de Cu, la funcion de
MT no es esencial, probablemente debido a que los otros componentes de la
maquinaria involucrada en el metabolismo de Cu suplen la capacidad de unir y
transferir el metal.

Sin embargo, nuestros resultados indican que fibroblastos expuestos a una
concentracion fisiolégica de Cu, tuvieron un mayor contenido de Cu cuando MT
esta presente. Un resultado similar ha sido observado en ratones MT (-/-)
alimentados con una dieta normal, estos ratones acumulan una menor cantidad
de Zn que los ratones silvestres en el tejido hepatico (Kelly y Palmiter, 1996).
Esto sugiere que, cuando la disponibilidad de estos metales aumenta a niveles
fisiolégicos, la presencia de MT se correlaciona con un aumento en la
capacidad de almacenamiento de metales como Cu y Zn, posiblemente como

un mecanismo para evitar el déficit. En este sentido, ratones MT (-/-) mostraron
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ser mas sensibles a una dieta deficiente en Zn que los ratones silvestres, lo que
se ve reflejado especialmente durante el desarrollo intrauterino y en los

primeros dias de vida de las crias (Kelly y cols, 1996).

Los resultados del fraccionamiento sub-celular del Cu recién incorporado
(**Cu) obtenidos en los fibroblastos expuestos a 5 pM por 3 h muestran que el
mayor contenido de Cu encontrado en los fibroblastos silvestres esta localizado
en la fraccién soluble (de baja densidad). Esta fraccion correspondiente al
citosol, contuvo el 70% de los pmoles totales de ®*Cu acumulados por los
fibroblastos silvestres, mientras que en los fibroblastos MT (-/-) s6lo alcanzé al
30 % (Figura 25). Esta distribucion diferencial se mantuvo en los fibroblastos
mantenidos por 24 h a igual concentracién de Cu. Un mayor contenido de Cu en
la fraccion citosolica ha sido previamente observado en hepatocitos tratados
con concentraciones fisioldgicas de Cu donde el 40% del ®*Cu que ingresa
luego de 0,5 min de exposicion a 10 yM Cu-His es contenido en el citosol
(Schmitt y cols, 1983). Una proporcion equivalente de Cu en esta fraccion (62-
66 %) ha sido observado en el tejido hepatico de ratas en las que se induce la
expresion de MT (Saito y Kojima, 1997) y en las lineas celulares Huh7 (Schilsky
y cols, 1998) y HepG2 (Tapia y cols, 2002) pre-expuestas a Cu, las cuales
contenian un 70 y 60 % del contenido incorporado de ®Cu y total
respectivamente. Por otro lado, la MT es una proteina principalmente citosdlica,
y el aumento en el contenido citoplasmatico de Cu se correlaciona con un

aumento en la cantidad de Cu unido a ella. En hepatocitos mantenidos a 25 yM
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de ®*Cu, Steinebach y Wolterbeek (1993) determinaron que el 50% del Cu de la
fraccion citosdlica esta unido a MT. En el higado de ratas se determin6 que el
contenido de Cu presente en la fraccién soluble fue de 65% del cual, el 60%
esta unido a MT (Saito y Kogima, 1997). En este contexto, estudios realizados
en fibroblastos portadores de un transportador ATP7A no funcional, se ha
observado que la retencién del Cu celular es de 3 a 10 veces respecto a los
fibroblastos normales (Goka y Howell, 1978, Chan y cols, 1978, Camakaris y
cols, 1980) y que este exceso se distribuye principalmente en MT (Beratis y
cols, 1978, Onishi y cols, 1980, LaBadie y cols, 1981 a y b, Bonewitz y Howell,
1981, Riordan y Jolicoeur-Paquet, 1982). EI mayor contenido del Cu recién
incorporado en el citosol encontrado en los fibroblastos tratados a 5 pM de
®4Cu-His por 3 h, se mantuvo luego de 24 h de exposicidn, siguiendo el patron
de acumulacién observado en cultivos de hepatocitos, los cuales mantienen a
las 14 h de tratamiento igual proporcion de ®*Cu en la fraccion citosélica (70%)
que a los 15 min de incubacién (Schilsky y cols, 1998). Esto indica que las
asociaciones moleculares que establece el Cu, que se incorpora y es retenido
por la célula, son estables al menos por 24 h (lo cual equivale a un ciclo de
division celular) y permiten sugerir que el Cu retenido representan la poblacion
de Cu que se incorpora a cupro-enzimas durante su sintesis de novo. En
fibroblastos que expresan MT existe ademas, la posibilidad que parte de esta
poblacion de Cu se una a la MT previamente cargada de Zn (MT-7Zn) para
constituir de esta forma una poblacion de MT-6Zn-1Cu y/o sea secuestrado por

MT durante su sintesis formando MT-12 Cu (ver modelo mas adelante).
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Con estos antecedentes, nuestros resultados sugieren que a una
concentracion fisiologica de exposicion a Cu, la presencia de MT otorga una
opcion de secuestro y/o almacenamiento celular de Cu, que no es suplida en su

totalidad por las otras proteinas relacionadas con el manejo de Cu.

A concentraciones supra-fisiolégicas de Cu, los fibroblastos que no
expresan MT tuvieron una menor tasa de acumulacion que los fibroblastos
silvestres, manteniéndose la diferencia en el contenido de Cu observada entre
las lineas celulares a una concentracion fisiolégica del metal. Sin embargo, a
diferencia de lo anterior, ambas lineas celulares fueron sensibles a la toxicidad
generada por la exposicion al metal (Figura 10). La exposicion a
concentraciones crecientes de Cu, disminuye la viabilidad en una manera
dependiente de la concentracion de Cu extracelular, siendo este efecto mayor
en las células que no expresan MT. Suponiendo que la toxicidad es
consecuencia de un aumento del contenido intracelular, se evalué la relacion
entre la viabilidad celular y el contenido interno de Cu en los fibroblastos con y
sin MT. Este analisis mostré una correlacién negativa significativa entre ambos
parametros, pero a su vez, se encontré que la pendiente de la ecuaciéon que
describe la relacién entre la viabilidad y el contenido interno de Cu fue
significativamente diferente en los fibroblastos mutantes. Esto se traduce en
que, a un mismo contenido intracelular del metal la viabilidad es menor en los
fibroblastos mutantes. Este mismo fendmeno ha sido observado en células MT

(-/-) expuestas a Cd y Pb (Liu y cols, 2000, Park y cols, 2001, Qu y cols, 2002).
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En todos estos casos, la ausencia de la proteina en células expuestas a altas
concentraciones de los metales, se correlaciona con un menor contenido
intracelular del metal respecto a las células control, y a una menor viabilidad.
Siendo MT una proteina que tiene la capacidad de unir todos estos metales, ella
podria constituir un tipo de union segura que permite secuestrar o almacenar el
metal. De esta forma, a concentraciones supra-fisiolégicas de Cu, aumenta la
poblacion de almacenamiento, y como consecuencia de su unién en una

condicion segura, se evita la toxicidad.

Incorporacion y eflujo de Cu celular

El analisis de la incorporacion de Cu no mostrd diferencias en la tasa de
incorporaciéon del metal entre fibroblastos mutantes y silvestres. En atencion a
que la oferta de ®*Cu en el medio de cultivo representa practicamente la
totalidad del Cu disponible, este resultado sugiere que la presencia de MT no
repercute en el proceso de entrada de Cu a la célula. Considerando que la
diferencia en la acumulacion de Cu en los fibroblastos pudiera ser parte de una
respuesta a una modulacién diferencial en la tasa de incorporaciéon en estas
células cuando son tratadas con altas concentraciones de Cu extracelular, se
realizé el ensayo de incorporacién en fibroblastos pre-tratados por 24 h con 250
MM Cu-His. En estas condiciones, ambas lineas celulares disminuyeron su tasa
de incorporacién, lo cual es esperado como parte de la respuesta celular para

mantener la homeostasis de Cu (Linder, 2002). Contrariamente, la
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incorporaciéon de Cu aumenta en células de Caco-2 (un modelo de células
polarizadas de epitelio intestinal) pre-expuestas a Cu (Arredondo y cols, 2000,
Linder, 2002). Esta oposicion puede ser consecuencia de la especializacion del
epitelio intestinal en su funcién de sensor y regulador del nivel plasmatico de
Cu. Por otro lado, se observé una leve pero significativa diferencia entre ambas
lineas celulares, siendo la disminucién en la incorporacion de Cu mayor en los
fibroblastos mutantes que en los fibroblastos silvestres, lo cual podria contribuir
a explicar la menor acumulacion del metal en estas células. La incorporacion de
Cu en las células esta dada por la actividad de dos transportadores CTR1 y
DMT1. Ambas proteinas han sido recientemente clonadas por lo que su funcion
y regulacion esta aun en estudio. El DMT1 es un transportador de Fe, pero se
ha sugerido que transporta otros cationes divalentes (Gunshin y cols, 1997), de
tal manera que disminuir su actividad significaria una disminucion en el
contenido de Fe. Efectivamente, se observo una disminucion en el contenido de
Fe por AAS en los fibroblastos mutantes y silvestres tratados a una
concentracion supra-fisiolégica (50-250 uM) por 72 h, sin embargo, esta
disminucion también podria ser explicada por la competencia en el transporte
de Fe cuando hay un exceso de Cu extracelular. EI CTR1 es un transportador
especifico para Cu*' de alta afinidad (Lee y cols, 2001). Este transportador se
expresa constitutivamente en la membrana plasmatica de levaduras, y la
regulaciéon de su actividad en respuesta a la exposicion a Cu en estos
organismos es post traduccional, siendo rapidamente endocitado cuando la

concentracion de Cu es alta en el medio extracelular (Ooi y cols, 1996). Un
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estudio realizado en células HeLa y Caco-2 mostré que en respuesta a la
concentracion de Cu estas dos lineas celulares no cambian la localizacion de
CTR1, sin embargo, también mostré que hay una variabilidad en el patrén de
localizacion de CTR1 en distintas lineas celulares de mamiferos (vesiculas
intracelulares y en la membrana plasmatica) (Klomp y cols, 2002).

El analisis de la excrecion celular de Cu mostré que la salida del Cu
recién incorporado entre los fibroblastos es equivalente. Esta salida se
compone de una fase rapida y una fase lenta, como ha sido observado para la
salida de Cu en fibroblastos y hepatocitos (Waldrop y Ettinger 1990, Darwish y
cols, 1984, Schmitt y cols, 1983). Es interesante notar que durante el periodo de
caza se observa la salida de so6lo de un porcentaje del Cu recién incorporado,
mientras que otra cantidad mayor (65%) se retiene en la célula por al menos el
tiempo del ensayo (90 min de caza). Un porcentaje de retencion similar (61 %)
fue observado en un cultivo primario de hepatocitos (Darwish y cols, 1984), lo
que en conjunto con nuestros resultados sugieren que, el Cu recién incorporado
se distribuye en dos poblaciones intracelulares, una de salida rapida y otra de
salida lenta. La existencia de estas dos poblaciones del Cu intracelular, ha sido
propuesta por otros investigadores en células Caco-2 y cultivos primarios de
hepatocitos (Arredondo y cols, 2000, Bingham y cols, 1997). La salida del Cu de
la célula es a través de la unién del metal a Atox 1, proteina que lo entrega al
transportador ATP7A, de manera que una salida rapida del Cu recién
incorporado debe ser consecuencia de la rapida asociacion del metal con la

chaperona. Esto podria ocurrir por la union directa del Cu entrante a Atox1, o
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por el rapido relevo del Cu a la chaperona. En la salida lenta en cambio, debe
haber un mayor numero de transferencias de Cu o una transferencia mas lenta
del Cu a Atox1. La velocidad de transferencia puede estar dada por el tipo de
union del Cu a las moléculas. Asi, bajo este supuesto se espera que la union
del metal a apo-enzimas (CCO, SOD1, Cp, Lox) constituya parte de la
transferencia lenta, dado que esta interaccion durara tanto como sea la vida
media de dichas enzimas. Por otro lado, las chaperonas unen con una alta
afinidad el Cu (Rae y cols, 1999, Huffman y O'Halloran, 2001) y su funcion
compromete la transferencia del atomo de Cu vectorialmente hacia su
cuproproteina receptora. De manera que estas proteinas tendrian que
pertenecer a la poblacién de equilibrio lento (a excepcion de atox1). Las otros
dos candidatos para el relevo de Cu son GSH y MT. Dada su abundancia, y la
labilidad de la unién que establece con el Cu, es altamente probable que GSH
componga la poblacién de equilibrio rapido del Cu celular. Al contrario, siendo
MT una proteina abundante, que tiene una alta capacidad y una alta afinidad en
la unién a Cu, ésta podria ser el principal componente de la poblacion de
recambio lento. En apoyo a esta idea, se ha observado en cultivo primario de
hepatocitos que la induccion de la expresion de MT aumenta la poblacién de Cu
que no es extraida por diamsar, un quelante de Cu de alta afinidad (Bingham y
cols, 1997).

Aunque los resultados de esta tesis mostraron que no hay una diferencia
significativa en el eflujo del Cu recién incorporado entre los fibroblastos, se

observo en algunos ensayos un 10% mas en el valor de retencién de ®*Cu a
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favor de los fibroblastos silvestres. Esta pequefia diferencia en el tiempo puede
explicar, en parte, la mayor tasa de acumulacién observada en los fibroblastos
silvestres. Por otro lado, es posible también, que la mayor acumulacion de Cu
en los fibroblastos silvestres sea consecuencia de la retencién diferencial del Cu
previamente almacenado (Cu frio). El analisis de la excrecion de Cu se ve
dificultado por el limite de detecciéon del AAS. ElI AAS tiene un limite de
detecciéon en ppb, equivalente a 16 pmoles de Cu. Nuestros ensayos indican
que los fibroblastos acumulan alrededor de 2 pmoles luego de 12 min de
exposicion a 1 yM de Cu. Suponiendo que esta es una condicion cercana al
equilibrio dada la baja concentracion del Cu, se podria esperar que las células
no estén acumulando Cu y que, por lo tanto, deberian estar excretando igual
cantidad en el mismo periodo de tiempo. Los calculos tedricos indican que se
necesitan 20 millones de células para medir cantidades de Cu que estan en el
limite de deteccion del equipo, lo que esta fuera de las posibilidades de manejo.
Otra posibilidad para cuantificar la salida del Cu de la célula es utilizar el is6topo
radiactivo (**Cu), pero hay que tener en consideracion que la corta vida media
de éste (12,7 h), excluye del analisis al metal unido a proteinas de la poblacion
de recambio lento, dado que la vida media de algunas de ellas, es mayor a la
del is6topo.

La proteina ATP7A, junto con su homdloga ATP7B que se expresa
particularmente en células hepaticas, son los unicos transportadores de Cu
responsables de la salida del Cu celular descritos hasta la fecha (Vulpe, y cols,

1993, Chelly y Monaco, 1993 y Mercer y cols, 1993, Tanzi y cols, 1993, Bull y
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cols, 1993, Yamaguchi y cols, 1993). Este transportador se localiza
principalmente en el TGN (Yamaguchi y cols, 1996, La Fontaine y cols ,1998),
pero se ha descrito su re localizacion en la membrana plasmatica de las células
inducidas por la exposicion a una concentracion supra-fisiolégica del metal
(Petris y cols, 1998, Strausak y cols, 1999). Mediante estudios de transfeccion,
se ha descrito que esta proteina cicla entre la membrana plasmatica y el TGN a
concentraciones fisioldgicas de Cu. En este trabajo se observé que, tanto en la
membrana plasmatica como en el TGN, el ATP7A es funcional. Esto sugiere la
existencia de dos rutas de salida del Cu celular utilizadas normalmente en
células expuestas a concentraciones fisiologicas de Cu extracelular. Tomando
ventaja del bloqueo que produce la disminucion de la temperatura del ensayo
(desde 37 °C a 20 °C) en el movimiento de vesiculas desde el TGN (Brandli y
Simons, 1989, Matlin y Simons, 1983), se determiné que el porcentaje de la
excrecion del Cu recién incorporado que es sensible a temperatura es el doble
en los fibroblastos silvestres que en los fibroblastos mutantes (Figura 20). La
observacion de que al estimular la traslocacién con un exceso extracelular de
Cu, ambas lineas celulares disminuyen el porcentaje del eflujo que es
dependiente de temperatura sugiere que la respuesta se relaciona con la
localizacién diferencial del transportador. La re localizacion especifica del
transportador en los fibroblastos fue observada por IFI cuando éstos fueron
tratados con 200 uM de Cu-His por 3 h, no observandose cambios en la
localizacion de una proteina de citoesqueleto (actina) o de matriz extracelular

(N-Caderina) (datos no mostrados).
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Estos resultados muestran que los fibroblastos MT (-/-) tienen una mayor
salida de Cu que es independiente de temperatura, o que podria ser explicado
por una mayor cantidad de transportador localizado en, o mas proximo a, la
membrana plasmatica. No fue posible demostrar que la cantidad de
transportador en la membrana plasmatica de los fibroblastos mutantes fuera
mayor. Se realizaron experimentos de biotinilacion de las proteinas de
superficie para luego inmunodetectar la ATP7A con anticuerpos especificos
(donados por el Dr. Mercer). El resultado de este experimento fue negativo,
probablemente debido a la ausencia de grandes dominios proteicos hacia la
cara extracelular. El analisis de comparacion de secuencia y de hidrofobicidad
sugiere que esta proteina tiene 8 dominios trans-membrana, cuyo extremos
amino y carboxilo terminal se encuentran hacia la cara citosdlica y no presenta
largas secuencias que sobresalgan hacia el espacio extracelular (Schaefer y
Gitlin, 1999). De esta manera, creemos que su estructura dificulta la union de la
moléculas de biotina. Se realizdé un segundo intento a través de la cuantificacion
de la unién de estos anticuerpos en células no permeabilizadas mediante
citometria de flujo. Este resultado también fue infructuoso, probablemente
porque el antigeno utilizado en la fabricacion del anticuerpo corresponde a una
gran porcion de su secuencia amino terminal, que como ya fue dicho, se
localiza en la cara citoplasmatica.

La observacion de que, en condiciones fisiologicas, ambas rutas de
salida (TGN- o MP-dependiente) estan operando en los fibroblastos sugiere la

posibilidad de que ellas compongan parte de las poblaciones de salida lenta y
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rapida, dado que la incorporacion a vesiculas debe suponer un enlentecimiento
al flujo por la velocidad del movimiento de ellas y porque el Cu puede ser
utilizado en la via de sintesis de metaloproteinas de secrecion (Petris y cols,

2000).

Regulacion de la expresion génica de proteinas relacionadas con el

metabolismo celular de Cu

El analisis de la expresidon de genes relacionados con el metabolismo celular de
Cu mostré que fibroblastos mutantes y silvestres tienen una respuesta
diferencial a la exposicidon a una concentracion supra-fisiologica de Cu. Entre
los genes analizados, fibroblastos silvestres incrementaron la expresion de
genes que codifican para MT, Ccs1, SOD1 y en menor extension, para Atox1.
El incremento de la expresion de los genes que codifican para MT y SOD1
observados en este experimento, sigue el mismo patron de regulacion al
observado en levaduras (Pena y cols, 1999). El mecanismo de regulacion de la
expresion de genes relacionados con el metabolismo de Cu difiere en
mamiferos y levaduras, como resultado de la amplificacién del numero de
factores de transcripcion involucrados en esta funcion. Sin embargo, el efecto
es conservado, de manera tal, que los genes que son inducidos por el estimulo
son generalmente los mismos. Esto explicaria porque los genes que codifican
para MT | y SOD1, que son regulados por el mismo factor transcripcional Ace 1

en levaduras (Winge y cols, 1998), y que no tienen factores de transcripcion
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comunes en mamiferos, presenten una respuesta similar a la exposicion a Cu.
Una posible ruta de activacion de SOD1 por Cu es a través de Egr-1, uno de los
factores de transcripcidn que regula la expresion de esta proteina (Minc y cols,
1999) y que puede ser inducido por Cu (Pang y Chau, 1999).

El resultado de este analisis sugiere que, como parte del mecanismo de
respuesta a la exposicion a Cu, se induce la expresion de las chaperonas Atox1
y Ccs1. Este incremento tiene sentido con la idea de aumentar la transferencia
del Cu hacia rutas que involucran detoxificacion, ya sea para su utilizaciéon en la
sintesis de SOD1 o de la excrecion del metal a través del ATP7A. Es
interesante notar, que del grupo de genes analizados, el que presenté un mayor
aumento fue el gen que codifica para MT |.

La respuesta en la expresidon génica inducida por metales resultd
alterada en ausencia de MT. La observacion de que el aumento en el contenido
de Cu no es suficiente en estas células para inducir la expresion de los genes
antes mencionados, sugiere que la presencia de MT es requerida para esta
modulacion. Un ejemplo de esta posible regulacion, es sugerido en el
metabolismo de GSH. La enzima limitante en la sintesis de GSH es la y-glutamil
sintetasa, la que es dependiente de la actividad del factor de trascripcién con
dedos de zinc, MTF-1. La union al DNA de este factor es regulada de manera
reversible por la interaccion con Zn, y debido a que su union tiene una
constante de disociacidén en el rango micromolar, este factor es considerado un

sensor de cambios en la disponibilidad intracelular de este metal (Palmiter,
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1994, Bittel y cols, 1998). MTF-1 también regula la expresion modulada por
metales de MT I/ll. Estudios con células provenientes de ratones que no
expresan MTF-1, sugieren que la induccion de la expresién por metales de MT
es a tarvés de la actividad de MTF-1 (Gunes y cols, 1998). Por otro lado,
estudios in vitro han demostrado que solo Zn es capaz de promover la union de
este factor transcripcional a las secuencias respondedoras a metales (MRE) del
DNA (Palmiter, 1994; Bittel y cols., 1998). De esta manera, hemos propuesto
que la induccién de la expresion génica mediada por metales es a través de la
union de ellos a MT. Dado que MT tiene una afinidad mayor por Cu que por Zn,
el aumento en el contenido celular de Cu generaria un relevo de atomos de Zn
que localmente serian sensados por MTF-1. Segun este modelo, el menor
contenido de GSH, de los fibroblastos MT (-/-) podria ser explicado en parte, por
una expresion disminuida de la enzima y-glutamil sintetasa.

El requerimiento de MT en la regulacion de la expresiéon de proteinas
incluye la regulacion de si misma como fue observado en el ensayo del
macroarreglo y verificado en un ensayo de Multiplex. Una induccion disminuida
de MT también fue observado en ratones MT (-/-) cuando fueron tratados con
una dosis de Zn (Davies y cols, 1998). Los resultados del analisis de la
expresion geénica podria explicar en parte, la mayor sensibilidad de células MT

(-/-) a un menor contenido intracelular del metal.
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CONCLUSIONES

MT no es esencial para la sobrevida ni la tasa de crecimiento de los
fibroblastos a una concentracion sub-fisiolégica de Cu. En estas
condiciones, la funcién de MT probablemente es sustituida por otros
componentes asociados al metabolismo de Cu, como GSH y chaperonas
de Cu.

La presencia de MT se correlaciona con un aumento en el contenido
intracelular de Cu, principalmente en la fraccion citosolica de los

fibroblastos mantenidos a una concentracion fisioldgica del metal.

La acumulacién de Cu observada en los fibroblastos expuestos a una
concentracion fisioldgica del metal, no esta dada por un cambio en la
tasa de entrada del Cu ni por la salida del Cu recién incorporado,
sugiriendo que la acumulacién de Cu es producida por la disminucion en

la salida del Cu de recambio lento.

La presencia de MT, a una concentracion fisiolégica de Cu, se asocia
con una ruta de salida del Cu recién incorporado preferentemente por

una via TGN-dependiente.

MT es inducida por la exposicidbn a una concentracién supra-fisiolégica
de Cu.

La presencia de MT se asocia con un aumento en la resistencia al

incremento en el contenido intracelular de Cu.
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7) La presencia de MT regula la expresion de genes, incluyendo el de MT,
involucrados en la respuesta a la exposicién a una concentracion supra-

fisiolégica de Cu.
Estas observaciones han sido integradas en el siguiente modelo:

MODELO PARA LA FUNCION DE MT EN LA HOMEOSTASIS CELULAR DE CU

/ MT-7Zn

MT-6Zn/1Cu
2

GSH-Cu

CTR1/ Ay

v

El Cu ingresa a la célula (representado por la flecha vacia) a través de
los transportadores CTR1 y DMT1. Una vez ingresado, el metal se une
inmediatamente a GSH. Dado que MT (en su forma MT-7Zn) al igual que GSH,
es una proteina abundante, el metal se distribuye entre estas dos moléculas.
Como consecuencia de la afinidad diferencial por el Cu, se espera que la

transferencia de Cu desde GSH-Cu a MT (flecha 1) sea mayor que la de MT-Cu
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a GSH (flecha 2); de tal manera, que el Cu unido a MT es parte de la poblacion
de recambio lento. EI Cu unido a GSH es disponible para su utilizacion por las
chaperonas de Cu. La destinacién del Cu a atox1 (flecha 3), lo compromete en
la ruta de salida de la célula; esta unién temprana genera la poblacion de salida
rapida, especialmente a través del ATP7A localizada en la membrana
plasmatica. Por otro lado, el tipo de unidon (de alta afinidad e irreversible) que
establece el Cu con las cupro-enzimas a través de sus chaperonas (flecha 4),
compromete al metal a la poblacion de recambio lento.

Considerando que la ausencia de MT no modifica la viabilidad ni la tasa
de crecimiento de los fibroblastos mantenidos a una concentraciéon sub-
fisiologica de Cu, esto sugiere que GSH y chaperonas son suficientes para
aportar Cu a las cupro-enzimas. Cuando las células son expuestas a una
concentracion fisiolégica de Cu, aumenta el contenido de este metal
principalmente en el citosol. En estas condiciones se espera que la utilizacion
del Cu por las chaperonas no aumente (o lo haga levemente), provocando de
esta forma, un incremento en la poblacion de Cu unido a GSH. Esto cambia el
equilibrio en la transferencia del Cu entre MT y GSH, de manera que aumenta
el almacenamiento del Cu en MT. Dado que a esta concentracion, MT no
aumenta su expresion, el modelo sugiere que el Cu se almacena como MT-
6Zn/1Cu. En ausencia de MT, el aumento de Cu en GSH incrementa la
transferencia de atomos de Cu a las chaperonas, lo que en el caso de atox1,
lleva a un aumento en el contenido del transportador ATP7A en la membrana
plasmatica (proteina que es capaz de sensar el contenido intracelular de Cu). A
una concentracion supra-fisiolégica de Cu, el aumento en el contenido celular
de Cu incrementa el numero de atomos del metal unidos a las diferentes
chaperonas, pero dicho aumento esta limitado por la velocidad de recambio de
las cuproenzimas. El exceso intracelular del metal debe ser entonces recogido
por GSH y MT. El aumento en el numero de atomos de Cu que se unen a MT
incrementa el numero de atomos de Zn desplazados de la proteina (flecha 5). El

aumento en el contenido de Zn provoca al nivel de nucleo, un cambio en la
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actividad de factores de transcripcion dependientes de Zn. Un numero
importante de evidencias indica que Zn induce la actividad transcripcional del
factor MTF-1, el cual regula la expresion del gen de MT. De esta manera
aumenta la sintesis de MT, la que secuestra el exceso intracelular de Cu en una
configuracion MT-12Cu protegiendo a la célula (flecha 6).

De esta forma, se propone que MT mantiene una apropiada regulacién
homeostatica del Cu intracelular, en las células mantenidas a una concentracion
fisiologica y especialmente en respuesta a un exceso de Cu extracelular. Dicha
respuesta depende de la capacidad de MT de almacenar Cu en forma

fisiolégica y frente al exceso secuestrar el Cu intracelular en forma segura.
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