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RESU]\{EN

Itl conlrol dc la homeostasis del co1¡re hace uso de rrecalisrrrt,s nrr¡_\ ñrrrs -\

altanrente oonservaclos desde ler.aduras hasta humanos. La eselcialiclatl de este

utltal para los organismos eucariontes reside en cl parpel t¡re juega crr la translerencia

de eleüttoncs a enzilnas quc- cuutplerr .luuciones tan indispensable.< y dispares couro

la respilación celular y 1a síntcsis cle neurot¡ansnlisores. Es esta ntistna ca¡raeidad de

tr¿ursl'eljl electrones al lluctr.rar entre 2 estadt¡s cle oxidacióli. Cu*l y (iu|2. la que

oonfiere al nrelal el porler de catalizal la lommción de especies r¿dicales Jiirrcs y kr

hace cn potenr:ia tóxico cuando sus liveles exi:eclen los reqtreridos pot ia célula. El

presente trabajo pletende explorar la posibilidad de c¡ue metalotioneíua, Irroteína

i¡rvolucracla en el almaccnamiento cle cobre y zinc, esté adeluás vinculada al

estab lec inr ienl.o tle la resltuesta transcri¡rciolal que penlil.e la adaptación a

conccntraciones de colrrc supral-rsiológicas y tambión a altas teurpcraluras. f--ou este

objeto, flelon cmpleadas líneas celulares de fibroblastos tle rat(tn silvestres y

ruutanl.es par¿ l etalotioneína.

l-as ol¡servaciones aquí expuestas irxlicau que, en el moticlo celular utilizado,

l¿r ar¡sencia de met¿lotioneíua se correlaciola con lnaLcadas dilerencias er [os

latlones de abuuciaucia de diversos genes vinculados al metal¡o]ismo de nretales, el

estrós oxitlativo, ei estrés ténllico y el conrrol apoptótico en cr¡ndiciones de exceso

clc cobre y/o temperatura. Iil registro ile par'áorctros lisiológicos coluo la abundancia

de cspecies reaotivas de ltitt.ógenú y oxígeno y el contetido inttacelular dc col¡re

kmbién tuvo i:0lto resultado un n0torio contraste el] el contpurlarniento obse¡varkt



erltre anlbas líneas celulares.

Irl conjunto de los resullados gencrados en el preseute trabaio e,xliende las

posibles iuloiones tle tletalotioneina nlás allá del metabolistrto de cobre y zinu y la

configuran, en un moclelo cclula¡ mamílet o. conlo un potencial col'r'rpolle te de Ia ted

de regulaciól génica ligada a la adaptaciótr cclulal a cobre y tenrperal.ura. lol que

tienc un cier t() paralelo cou ios tneoanisnos previalucnte desct itos el levadura.



ABSTRACT

Clontrol of copper homeostasis involves very fine ancl highly conserred

nrechanjsrrs lronr yeast to lrulrians. T'he essentiali§ of this nretal in eukaryotic

organisrls relies on the role it plays in electrtn tratrsler to enz¡/lles rvith rvidely

divcrse ancl il portant Iiurctions, such as cellular respiratirxr a¡rd neuloi¡ansnlittcr

syntlresis. Il is the same ability to exchange electrons by alternating betrveen tr¡,o

oxidating srates, (lurl and flu'2. rvhat conlers this llletal the capacity to catalyze the

for.nration ol free radical species aud nakirrg it potentially toxic rvheu its levels

excccd cclhrlal requirements. The present rvork airus to explore the posibility that

nrciallotlriorein, a protein involvetl in copper and zinc storage. is also linked to the

establishment of a transcriptional respouse that aliows adaptatiorl to copper excess

end also to supraphysiolo¡Lical te[Iperatures. lror this putpose, ivild type and l]]utatlt

metallothioncin libroblastir: cell lines u'ere ernployecl.

I'he obsen ations described here iudicate that, in the oellular ntodel utilized,

lhe absence of' rnetallothionein is oorrelated with ma¡ked dillbrcuces ln the

abuldarce palterns of several genes involved in nretal metabolisn], oxidative stress,

heat shock and apoptotic coutrol in corpcr anil/or tenlpcrature excess coldi[urs.

Physiological paramelers such as tlrc abundanoc r¡f rcactive nilrogen ancl oxygen

species and intrar:ellular ooppel conteut also shorved a notable coJrhast in the

behavior of both cell lines.

lakcn togcthcr, the set oi results gerelateil in llre lrreseot work extcrlds the

possible irrlctions of uretallt¡thiorein iiu'Lirer lr-onr or¡rper arril ziric ¡uetai¡olisnr and



INTRODUCCIÓN

I. Iil cobre corno nutrielte

El oobre es un nretal de lransicitl¡ indispensable pala Ja ocur:rencia tle un arrpiio

rango dc proccsos biológicos, c[tre los que se irclnye la sintesis de leuroL'ansmisores,

la rcspiración celular y Ia clelensa contla r aclicales libres. Ll cobre puetlc existir en

ostado oxidado, Cu-2, o reducidcr, Cutl, v su rol en la lacrlilaoión de 1a tr airsl'el eucia cle

cicctrones el tliversas enzinras da cuenta de su esenciaiidarl par-a la vida tlc todos ios

organisnros cucarjontes y tarnbién de alguros procariontes (tjauy v col., 199tt).

2, Iil cobre conto agelte tóxico

Pese a su conrlición tlc nutljcnte eseucial, la acurnulación de cobre por sobre los

I'cqucrimíentos celulates puecle 1lcgar a scr tóxica a raíz tle la natutaleza redox activa t1e

csto uretal, clue lacilita entonoes 1a lornlación de radicales libles con el consiguierrte

dairo oxidativo en 1ípidos, proteínas y áoidos nucleicos. Las células cuenlall con

so ñsticados ntecanisntos homeostáticos que les permilen manej ar rnuy i'irranrenle la

entt'ada, distribución, almacelar.nieuto y salida del uretal (Puig y ool., 2002). Ili

osteltsible avance cn ia identificación \¡ caracterización de las proteínas involucratlas en

csta red lrotneosthtica a tlavés ¿"t u,u¡"to dc Succlturon¡'r:es cerevisiaeelr los últinros

l0 años ha posibilitarlo el desalrollo de una comprensión ¡¡ruclro rtás acabada del flnjo

de irlcr¿rccioles tlue irnplica la adaptación celnla'. a la disponibilidad ile estc ¡rclal cn ci



llte(lio. Aotu¿rl reÍlle, sc s¿rbe ader11ás qLre cxistc ul1 erlorme paralelo ¿ll los ilrecanisluos

plopios clel nra.rrc.jo dcl cobre en los orgarrisnros eucariontes, dado que la tnayoría de ios

gcnes de [a urarluilaria lionreoslática cle levadura se encuer]lrar tarubién conseLvatlos e¡r

malnífcros. Existcn, sin enrbargo, dilereucjas que rarlican en la canLidad e identidad de

los lactores de trauscripciórr encalgados tlc rcgular ia via nretabólica clel uretal. .{

conliuuación se clescril¡e t¡ ever:rente la lromeostasis de coblc en euc¿uiontcs. conlbrmc

al conocimientr¡:rcunrulado a [a [echa.

3. La ho¡neostasis de cobre

Etr la sangre, el cobre se elrcuentra en más cle un 907,, cn cstatlo oxirlado (Cu 2),

unido ¿r una lerrooxidasa amada ceruIop)asrnina (Meyer y col.,2001), la ciue utiliza el

cobte corto cofacLor. Otras protcínas que, en menor aburrdancia, Jigarr cobre en el

plas;;rir son la transcqrreína y la albitrnina (l-inder y col., 1996), adenrás de aliitroácidos

conto glicina c hjstirlila (liauy y col., i998). Existen en l¿r cólula dos trzursportadorcs

que pe¡niten e1 iugreso tle oobre desrle el plasnra en la lorma reducicla (t-lu*i1, esLos sot1,

Ctt-1, tralsportador de alta aluiidad y especíllco para cobre (Zhou y col., 1997), y D1nt1,

coutp:rrtido colr rttetaics bivalcntcs (Cunshin y col., 1997; Arredonclo y co1., 2003). En

levaduras, esta firncií¡n es e.jecutada por Ctrl y Lltr3, trarrsportadr¡res de alta aliniclad por

cobre, Ctr'2, transportarlor de ba.ja afinidad, y Fet4, comparticlo iror coble y hierro (Uauy

y col.. 1998). Para inglesal a la cólula. pol'talto, el cobre debe ser plevianrente reducido,

y se postula que. en rnarríleros, Ias rnetaloproteasas Steap (Olrgami y cr,rl.,2006), la

Z



proleíl)a pl'ecursora clel anriloide, App, y su ironróloga Aplp2 haríal las veces tle cobre-

reiluctasa er¡ el medio exLracelular (N{ulthaup y col., 1996). Las responsables de la

rcducción clel cob¡e en la nrenrbrarra plasniálica c1e levadulas iornrau 1;arte de una

Iamili¿r codilrcar.la por los gerles [rel-7 (Georgatsou y ool., 1999),

En cl interiol dc la cólula exislen pltrteínas corl un¿r gran allnidarl por cobre que ctLtnplcn

el rol cle chaperolas y csl.án encargadas de 1a dcstinación directa del metal ¿r las

cupr.oenzimas a tlavés tle interacciones par-espccíficas. lll col¡re libre es rnantenido,

rlecliante este control. en concentlaciones rneuoles a una molécula pol célula (l(ae y

col,, 1999). En nranrileros, las chaperonas tlcscrit¿rs lrasta ahora son: Ccs, cspcoílica para

la cobre-zinc super'óxido dismutasa, Hahl, que trausliere cobre a At¡r7 A y B (tatlbién

llauradas ptotcinas c1e Wilson ¡, lVlenles, respeoLil,ameute), y Coxl7, clue es [a chaperotra

quc iutcractíta cou la cjtoctomo c-oxidasa. Sus corresponclientes horrrilogos en lcvadura

son tlenouri¡rados Ccs, Atxl y Coxi7.'fodas ellas preserltan un nrotivo tle uniól a nrelal

altar.ncnlc conserlacio en eucariotrtes quc pcrlnile la unjón cle un átomo ile Cu'l

(Huffilal y O'llalloran, 2001).

t)rra vez en la oélul¿r, cl colrre ¡ruecle ser alternativanrente almacenatlo o

cotrducido a la red del trans-Golgi. Ln este últinro oaso, algunas apoenzimas siltetizadas

en el letículo cndopliisnrico y el aparato de Golgi lales collo (apo)ceruloplasurina,

(apo)lisil oxiclasa y (apo)lilosinasa son collvertidas al estado dc cuproelrzirnas. Es a

h.avés dcl lr-ansportaclor A1p7A, presente princi¡ralmeute en células del epilelio intestilal,

y c1c Atp7B. predonrinanl.e en cólulas hephticas, que el cobre es translocado destie el



citoplaslr'ra a la red del trans-Golgi desde clontle es transferido a proteínas o su exceso

destinado al rneclio extracelular (Payrter- v col., 1999; Yanraguchi y col..20lil.¡. Irl

honrólogo Ccc2 desernpeña igual l'unción en ler,atluras (YLran y col., i995).

4. [,a nretalo{ioneíll a

Iin kr que respecta al ¿rhr race¡rarnierrto del lletal en el irrtelior de l¿. céltLla, la

rrretalolioneína, protein:r crtosólica plesente ianto en levadulas como mamífelos (tJauy y

col., 1998), ha sirlo descrita conro un cornponente de suma reler,ancia, adetlás de ser

crrrcial en la srrpervivencia celular lrente a la exposiciól a conccntraciones de cobre

hsiológicas y supralisiológicas (T'apia y col., 2004), y estar tanrbién implicatla en la

respucsta anl iin tlanratoria y antioxidante, en el alrnacer¡ aurier¡to de zinc y Ia

de[oxjlioación de cobre, zirrc y cadrlio (Palnritcr', 1998). A causa, ell parte, de sus

nríLltipJes funciones, no se cuer)ta aúu con una courprensión cabal de su rol biokigico.

.[xisteu ouatlo genes Iuuoiorales conocicios irtrra metalotioneína, denomüratlos llltl,

Mt2, Mt3 y Mt4, 1os que en huranos tlan en conjunto origen a por lo mcnos 12

isofolmas. lVliertras qLrc Mt3 es exprcsacla s(rlo en el cereblo y Mt4 es especilica de

e¡ritelio escamoso asociarlo a l)lucosa bucal, esólago e intestjno grucso, 1\4tl y Mt2 sou

rubicuas en los tejidos animales (Tapicro y oo1..2003).

4



5. La regulacióu transcripcional de lilt

hu rnanrí1cros, la transcripción tle genes conto ntt y c1 transportadot de e{iLr.1o de

zinc (zntl) es modulatla por metlio de secrLencias reguladoras de tipo cis oue Lespondet

a nrctales y recitren cl nombre de MI{Es (N4etal Response Eietlents) (Langntade y coi,,

2t)0t)). La turiól cle ziuc a una ptoteírla tle ntrJrltiplcs rli-..los tle ziuc, el factor- tle

irrurscripción rle uniirtr a [4Iü]s 1 ó l\4'l F- i, determiua l¿r ib¡nracjón Llel conrplejo

MRE/MI |- 1 , y oon ello, la genelación cle utra seiral de cstíntulo de Ja transcripción

(Sat.t.tsotr y Gedauru, 1998). Experimentos ítt t,i.l.ro indioan que metalotioneína funcior¡a

conrr) !.r r] douanle de zinc para lvlTF- 1 (Zhang y coJ., 2003). La presencia de clcrnenlos

que rcgulan la expresiótt de los genes vincularlos a la homeosLasis del cobrc ¡csulta ser

bastatlte nrás cvidelfe ett nl¿rtníferos c¡ue en levacluras, adeurás de iuvoluclar una serie de

regttladores trattscri¡roiouales no t elaciouatios con nretales sino ligaclos a otros procesos

celul¿rrcs. thr e.jenrpto tle ello es el get cle metalotioncíla, qtte en Stcchtu.ornr:es

¡:eret:isiue rccil¡e e[ nombre t1e cup1. Sr: trarscripción es intlucicla etr lornla cot¡re-

depcndicnle a tavés tlcl activador tlanscripcionaI Ace1. el que recolloce elerrentos

dettott.lit tatlos UAScupl duplicatios eu t¿urclem cn [a regiótr prornotora clel gen (-t'ltiete y

flarrer. 1986), y elt Iü'ma oobl e- indel¡entliente ell rcspuesla a alzas cle tcntperalut.a por

r¡edio tlel láctor dc transcripcitin HSF-1 (fleat Shock Factor' 1), cl que se u e a

sccr.rcncias ll¿nrarlas FISlts (Lleat Shock Eletnents), tanbiéu siluatlas en dos copias río

alr'iba rlel geu (Silar y col., l99l). lil proceso de transcripción ocut:re l,¡¡ i,lr.,o aún en

auscncia cie r,¿rrios cotltllollentes de ln macluinaria de tlatrscr\rcitilr l¡asal dc levadura



(Lel3larLc y ool., 2000). En conttasle, elt marníleros los lbctores N4 II;-l. USF-l

(Upstrcam Stirnulatory Iacror 1), USF-2, Sp-1 (Speciñty i?rotein 1), NltF-2 (Nuclear.

Respiratory F'actor 2) y la proteína c-fos han sido implicarlos conro partícipes err la

ttanscripción de ntt, la cual se ve inclucida er'r respuesta a un simfuner6 de nrelales (zinc,

cobre, cadntio, rnercurio, plata y bismuto). ailcr¡ás de quírnicos, citoquinas y hornronas

viuculados al daño oxitlativo e inflamarorio (coyle y col.,2002). poco se corlocc acerc¿l

del control, ya sea transcripcioral, tratluccional o post-traduccional, de otros elenre¡tos

del nretabolisrno de cobre tales como Ctrl, AtpTa/b, ccs y Sodl , cuyas contlapartes erl

le'arhrra cuentan con nrecanisuros de legulación bien caraoterizados (Dc Freitas y col.,

2003).

'l'r-abajos previamente rcaljzaclos elt Íluestro laboratorio (Thpia y col., 20t)4)

señalatr clue fibrol¡lastos murinos tle rLna 1írrea celular de genotipo silvestre modi[ica¡ los

nir.elcs tle h'anscritos para los gelres ccs, sodl y rlttl atlte ull aul]rento en el cobre

disponible. Sin eurtrargo, cn una segunda línea celular ouyo gcnotil.ro difiere úrricame¡te

en la inserción t1e trn codrin cle témlino ce¡ca¡o al i¡icio de la tt.aclucción c¡ los ge¡es

que codilíc,au para 1as ntet:rlotioneínas I i,2, los rrreusajeros para ccs. sotl y nrtl

preselltan tltt patrón trauscripciollal co]rpleta[lellte distiDto iiente a idénLicas

cotttliciones. Estos resultados irtclican clue l}enlc a un misuro fhctor externo, ltr prcsencia

o auscucia de M1 determirta [u]a respuesta celular clilerencial y sugieren ¡rol io tarrto un

pa.pel tle l\41 como parte de la rrraqtLinaria quc regula la cxpresión de genes ir.npficarlos eu

ú



el ruetabolismo del cobre o el manejo del estrés oxidativo. Una seguuda lfnea de

evidencia en esta dirección proviene de resultados prülicar1os por Armendáriz y

colaboradores (2006), donde un análisis de los datos de expresión global en las líneas

6l+ y mt- ya mencionadas conduce a [a siguiente obseruación: en ausencia tle

metalotionelna, las oólulas expuestas a oobre no registran un aumento de varios

transcritos viuculados a nrecanisruos nrás generales de ploteccióll ceiular, oomo

chaperonas de estrés térmico y ubiquitinación, que sí se increr¡entan en los fibroblastos

silvestres lrente a1 exceso del meta1. Las siguientes líneas describen brevemente la

uaturaleza de estos dos últimos grupos de genes.

6, Yínculos entre el estrés térmico, la ubiquitinación y el metabolismo de metales

Las proteínas de estrés térmico o hsps (de Heat Shock Proteins) confon¡an una

red de chaperonas que previenen la agregación y posibilitan el corecto plegamiento de

proteínas nacientes o desuatura<las, además de participar en la regulación npoptótica

(Soti y col., 2005). Su expresión es activada en respuesta a una variedad de condiciones

adversas entre las que se incluye el exceso de cobre y zinc (Urani y col., 2003), el estrés

oxidativo y las temperaturas suprali siológicas (Wiuter y Jakob, 2004). El yínculo entre

la homeostasis de metales y las hsps resulta particulamrente interesante dada una serie

de antecedenles como la sensibilidad del gen cupl de levadura a las alzas de telnperatul a

(Silar y col., 1991), la ostensible estimulación del pronrotor de mtl fi'ente a la



exposición sirnultánea con temperaturas suplafisiológicas más cadndo o zinc (Saydam y

col.,2003), y la recientemente descrita interacción entre MTF-1 y HSF-1, este últirno,

factor de transcripción que dirige la expresión de diversas hsps (Uenishi y co1., 2006).

Las ptoteinas que presentau pleganrientos anómalos no conegidos pueden ser dirigidas

al sistema de ubiquitinallroteasolna, que conforma la principal via de rlegradación de

proteinas en la célula (Nandi y col., 2006). Este sistema es regulatlo casi totalmente por

mecanismos de fosforilación que son activados pot señales extracelulares (Gao y Karin,

2005). Uno de los pocos ejemplos existentes de la regulación transcripcional de esta vía

de degradación es el del gen de la ubiquitina de pollo, que contiene en su promotor dos

elenrentos LISE y cuya expresión es imlucida rápida y transiloriamente por el estrés

témrico (Bond y Schlesingeq 1986), con una'i,ida media próxirna a los 90 minutos. Ello

hace entouces plausible plantear que la protección que brindut estos dos grupos de

proteínas puede ser de suma utilidad para la célula a1 verse sometida a ur exceso de

cobre, posibilidacl que ercuentra apoyo en el repoúe del aumento en los niveles de

rurensajero de hsp70 y ubiquitina en respuesta a la exposición a hierro en líneas

neuronales de ratón (Uney y co1., 1993).

El conocimiento tlisponible apunta entonces a que metalotioneina determiua una

respuesta celular clilereucial ante la disponibilidad suprafisiológica de coble, donde los

patrones de abundancia de cliversos genes, l1o necesarianrente vinculados al metabolismo

tle ruetales, se ven modiftcados eu funcióu de la presencia o ausertcia de esta ptoteíua.

La evidencia indica también que existe, aunque difuso, utr vínculo entte la lromeostasis



de tttetales y el estrés tó¡mico. El presente trabajo pretende evaluar si la oarencia r1e Mt

puede determinar rura disrupción en el sistenta conft)mado por las }lsps, y las

eventuales repercusiones que ello terldría en la vía de degradaoión cle la ubiquitinación y

el estado fisiológico <le la célula.

9
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7. II\rótesis

l¿t ausellcl¿t tlc ItreLaloLiolteítt¿r no solo mocliúca la respucsta tt'atrscripcionai dc los

compollenles propios de la houreostasis de cobt'e fi-eute ¿r un exceso en ia disponibilidad

del r¡etal. si no que también rcpet'cule en la capacidad tle la célula para reguJar: [a

al¡uttdalcia tle otr,--rs tra¡lsctitos vinculados con nreoanismos de protecci(rn celular Íi-elte

al cstr'és 1érmico.

8. Objetivo General

Estrulia¡ las consecue cias t|anscripcionales y hsiológicas clue corrlleva 1¿r ausencia de

MT cn célutas sornetidas v lto sonletidas a situaciones tlc estr'és térntico v

concentLaciones sqrrafisr o [ógicas de cobre.

9. Oh.jetivos Ilspecíficos

¿r. Geucral ula colección tle pr oductos de PCR purificado clue penrita la cuantihcació¡r

por qPCR dc gcncs vinculados con el nrctabolismo cle cobre, estr'ós tórnrico 1,

ubiquitiuación er flbrol¡lastos nltl y mt- expuestos a cobre.

l2 genes de ilterés, lclacionados con rretabolismo de metales. estrés ténllco y

ubiquitinación, nrás 3 geues potencialmente útilcs cono eleuleulos cle rrcllnralización

filcron seleccionarlos desde la literatura y una base cle tlatos de expresión global err

Ilbloblastos mt]- y nlt-. 'fras diseñar las correspoudieltes parejas de partidoles y

cncorltr¿u las coldicio¡cs óptrmas pala Ia cuantillc¿rción por qI']CR tlc cstos l5
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ttanscritos, sus correspoudientes patrones c'le abundancia fuerou analizados en cDNAs

1rt'ovenientes de la exposición a 0, 50 y 100 pM de Cu:l-lis de arnbos tipos oelul¿u'es'

b. Deterninar, para ambas lineas celulares' las alteraciones temporales en la viabilidad'

el conteni<lo cle cobre, especies reactivas de nilrógeno y oxígeno y patrones cle

abundancia <le transcritos seleccionados en el objetivo anterior' en condiciones de exceso

de cobre Y tetrrperatura'

Se conleccionó un protocolo que considera 3 tiempos para la exposición

combinada e iudepencliente de fibloblastos silvestres y mutalltes para melalotioneina a

golpes de calot (42 'C) y Cultlis 100 pM (O' 24 y 48 horas) En estas condiciones' se

registró la variación de parfuletros f'-rsiológicos y la abuntlancia de mtl y dos transcritos

de estrés ténnico.
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MATIIRIALES Y MÉTODOS

1. MATERIALES

Ll. Líneas Celularcs

Para el clesarrollo tlel preserrtc trabajo se hizo r-rso de dos lireas de fibroblastos de

latón innro¡l.alizados por iulecciólr viral (Kcily y Palmiter, 1996). Arrbas provieneu dc la

progenie del cruce de una ccpa tle ratones luutalttes para ei getr c1e Ia AIPasa de ellu¡o de

Menkes (l(elly y l']alntiter, 1996), atp7A, localizado en el crourosolrra X, con una

seguucla cepa de ratones tltutalrtes ¡rara los genes que oodil'rcan las rnetalotioneíuas I y 2

(Masters y col., 1996). Así se dió origelr a las líne¿s cclulares lrLi y r11l- utilízatlas e¡

esta [csis, las quc fueron clonaclas arnable¡¡cnte por el Doctor .Iohnatharr Gitli¡l de la

Uuivcrsidad de Washington. .

1.2. Partidores

Los partidorcs utilizados para PCIR convencional y en tiempo real fuerotl

siutctizados por Alpha DNA (Quebec^ Canada). A excepción t1e los pares para actina

(schuittgeri y Zakrajsek, 2000) y la chaperona de cobre para la super'óxitlr tlisnrLrtasa,

ccs (lhpia y oo1., 2004), cuya secuencia proviene de los r-eportes mencionados, la

totalidad clc las parejas dc parlidores lire diseñada a través del I'r'ogranra Plimel Prenrier'

3.0 (I'l.irner Biosoil ll¡tenralioual). La siguicute tabia conliene las r.espectivas secr¡encias
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sentido y a111isel)ticlo de los partidorcs para catia uno cle los genes de interés e¡t rlirecció¡

-5' +l', así conto tanrbiólt el ta¡t¡¿rño esr¡eiado para catla an4tlicóll:

fjaot tacgaccagaggcalacagggacaa accaacigggacgacatggagaaga 214

gSpdir

r plp0

nfl
zl1ll

sorll

accacagtscalgcc¿rtcac

gg(rgacctggaagtccaact

ccgrgggcrgctccaaat

g aaqtga I ga c cc a g t g 
-qa 

t gt

gaagcatggcgatgaaagc

iccaccaccctgttgctgta

ccatcagcaccacagccilc

taggaaBacgctgggltg

gaccacgatc:acggagcccaa

actgalggacgtggaaccc

cgaggaccaaauacctga

cactatotcaalggcactcac

!ictcatcgtcgttatgctlcg
ctgar gtclttcttgtgctttcg

attaacagggaagataaagcc

452

149

ll4
152

156

22)

136

213

424

107

ccs fccctlalcoaagalcacag

hsp 105 tgtctctgggaagatgaacag

hspca ccctgaccaltgtggataccg

¡¡.1,r8 Ir(',irr r, ..gagp/¿! ¿ri

hspala tacttcactccttagtttgtc
ubb ggglggctatlaaltattcggtc

ul¡c ccaccaagaaggtcaaacagg

'Jba52 .cgactacaacatccagaaagag

gcaagtggctagagtgcagagt 1]
cacacccaagaacaagcacaag 88

acatgccaggtatgaccacag 241

nrdnr2 grag_aa-gaaggcttggalgt garggttgggaaragrcgtg 
118

'lhbla 1. Partidores ettr¡rleados el Ia antplificación y cuantilicación de los geues analizados. Ifu ia
labJa se i1rcluyett las secuencias ile los irarticlores utilizadr¡s tanto eu ]a amplificacirill por ilCR
convertcit»tal collro en la cuantilicación cle la abr¡rrdaucia relativa cle transcritos ¡ot l,Cll en lieflrpo rcal
|a|a carla u¡o cle los 15 geles alalizados en esta lesis y la lorgiturl en par.es de bases (pb) rle sus
resPecLi!tls arupkcores.

1.3. Sales y l{eactivos

La totaliclacl dc 1as sales y teactivos utilizados lue aclcluirida a los 1ál¡ricantes l\4elck

(New .lersey, IJUA), Signra (lllinois, EUA) y Wilkler (Santiago, Chile).
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2, MÉTODOS

2.1. Cultivo y tratamiento de lÍneas celulares

2.L1. Nlantenciólt de líneas celulares eu cultivo

Las líneas lut+ y nlt_ fieron mantenidas cn lonna sistcurálica a 37 ,,c en rula

atuós[eta de 5'% de CO2, suplenleutadas cou meclio Dulbecco lnotliñcado (DMIiM) con

109'o (V/V) de suero letal bovino, peuiciliua (100 LI/mL) y cstrepkrrrricina (100 pg/urL),

CuS04 0,44 pM (Gibco BI{1,, I\{aryland, IILIA). cn placas circulares cle 65 ó 100 nun de

diíutretro ('l'apia y col.. 2004). Ai cabo dc 2 a 3 días en la placa, cuando las céiulas

¿rlcanzaban ccrca de ull 80% de conlluencia, eran lavadas 2 ó 3 veces co¡r tura soluciórr

talipóu c1e Ioslato salirur pll 7,a (PBS) y recuperadas a rravés de uua tripsinización

suave con 0,()5%, tripsina y 5,3 rnM EDTA. 4Na el PBS por alretledor c1e 3 mjnt(os a

temperatura anrbiente. Posterionnente eran ceutrifugadas a 800 G por 3 l¡inutr.ls,

resuspeuclidas en 1 nll- de PtsS y nuevauren[e ceutrilugadas por otros 3 ulinutos a 800 G

pata luego ser sembradas erl una nueva placa con lredio fresco a un¿r dcnsidad

aprcrxinrada ile 3000 célu 1as/ 
"r,,2 12. 1.2.¡.

2.1.2. Conteo ¡ror tinción con azul lripáu

E1 núrniel'o de células vivas en uua determinatla t]ruestra fue tletcrnrinaclo

mccliaute el contco crt tura churara rle NeuBauer de células teirirlas corr azul tripál
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tliluidas en una proporcióu 1 :10 (Sigma-Aldr jch, Saint l,ouis, Montana. EUA)

(At rncldáriz y co1.,2006).

2.1.3. Alnlace¡ramiento de líneas celulares

Con el objeto dc criopreserval las líncas de Íibroblastos. las cólulas iuerou

rectt¡lcradas desde placas de c tivo uediante el protocolo de tripsinización desclito etr

2.1.1. ), r.esu.pe¡didas en DMENI con un 201i, (V/V) de suero ietal bovino y un 10')á

(\/r'V) dc tlimelil sulfórido (DIvISO) el) una concertración cercana a 106 f-rb Loblastushll-

(ver 2. 1.2.).

2.1.4. Tratarlientos cofl coll'e ), teluperatura

Aurl¡as 1ílleas celulares fueron sonreticlas a tratanientr.rs con concettLacioncs de

cotrre y ternperaturas suprafisiológicas. Las concliciones de cultivo descliL:rs en 2.1.1

lueton ttsadas corno estado de refercncia o control. En esta situación, 1a concelttraciótr de

cobtc en el medio es dc 0,44 pM ('Ihpia y coJ., 2004). Para las cuanti ficaciorres por

qI'CI{, que permitieron r.erillcar Ios datos de explesión generados a partir de

hibl idar:iones ell rllacro y microareglos ('lapia y col., 2004, .ArmelLdáriz y col., 2006),

fibroblastos mt+ y mt- fueron sembrados a una densidad aproximada de 10,2 x 103

célulasicnr2, y transcurridas 20 horas post-síer.ntrra, el nreclio llutritivo luc reemplazatlo

ya luera por rrctlio fiesco sill sLr¡rlenrenlo de cobre, o por nredio coll ura tlosis de 50 ó

100 ¡tlr4 de Cu LIis (el proporctón l:l0). Las células estuviel-ol1 expuestas a esLe medio
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durante 48 horas. un segundo tipo de tlatamiento involucró la exposición de los

fib¡oblastos a un exceso de cobre y/o temperatura (Figura 8). En este caso, ambas líne¿s

celulares lueron tanlbiéI1 sembradas a una concentración aproximada <le 10,2 x 103

células/cm2, y al cabo de 20 horas el rneclio de cultivo fue reemplazado por metlio

fi'esco. Tras el cambio de medio, el total de placas fue agnrpado en 8 lotes de igual

núrnero. 2 de estos lotes fueron expuestos a 42 "C por 90 minutos, antes de voiver a 37

oC con las placas restanles. Finalizatlo este periódo de elevación de la temperatura, se

sumitristró un suplernento de Cu:His 100 pM uno de los lotes sometidos a 42 "C y a otra

de los manl.enidos a 37'C. Este protocolo de exposición a cobre y/o temperatura fue

replicado con un desfase de 24 lioras (44 horas post-siembra) en 3 de los lotes restantes,

de fomra que 69,5 horas después de haber sido sembradas, parte de las placas de

fibroblastos mt+ y mt- Itubiese estado expuesta a Cu:His 100 ¡rM (placas que fuelon

denominadas respectivamente Cu24 ó Cu48, de acuerdo a las ho¡as de exposición), otla

palte sor-netida a 42 "C por 90 minutos 24 ó 48 horas atrás (las que recibieron el nomtrre

de T24 ó T48), una tercera fracción, recibido tanto una carga de cobre como tempetatura

(llarnadas CITZ4 y CuT48), o hubiesen estado en condiciones nomrales de cultivo a lo

largo de todo el experimento (designadas corlo Control). Una vez acabado e[ período de

tratamienlo, las células fueron procesadas, de acuerdo al protocolo pertinente, para aislar

RNA (2.3.3.), cuantificar metales (2.2.1.), detenninar la abundancia de especies

rcactivas de oxígeno (2.2.4.) o estimar viabilidad en un ensayo de MTT (2.2.3;) o azú

|:ípirn (2.1.2.).
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2,2. Procerliluieutos gencrales

2.2.¡. Cuantilicación de ¡netales

La cua¡rtillcación riel contenitlo intlacelular de cobrc, hicrlo 1,2i¡¡ lue r.egistrada

en llbroblastos mt+ ), nrt- sembrados en ¡rlacas de 6 pocillos sol.lletidos a trararrientos

con col¡Le (2.1.4.). El ntedjo liLe retitado y Ios fibroblastos ya tlalados se lavarol 2 veces

con PIlS. Las cólulas fiLeron posterionnente sontetiilas a tripsiuización (2.1.3.),

certr-iíugatlas a 3000 rpm por 3 minutos y resuspendidas en 150 ¡LL de I,lfS. [)c este

vi.rlttmetr, 50 pL fueron destiuados para cuantificar proteínas \2.2.2..\ y los 100 ¡rL

res1al1l-cs (aproxinr adaurente 8 x i05 células). resuspcndiclos en 1 lnl- clc áciclo trítrico

659/o (viv) en agua desionizada bi destilada. Esta resuspeusión celular lire incubada oor

16lroras a 65 "C, con el plopósito de cornpletal Ia lisis ácida (.G,:¡zález v col., 1999)"

Para cu¿urtilicar el conte¡rido iutlacelular de col¡re y hicrro se ulilizó un cspeclt.ómeh'o de

absorción attiurica (AAS) ool honrr¡ dc grafito STMMA 6100 (t?erkür Elmer,

Massachussets, EUA), cuyo lir-rite de detección circuncla Las partes por billón (ppb). l-a

abunclancia rle zinc, en cambio, lue estimada en un espectrómeh.o de absorción cle llarua

(22f30 Perlrin Ehner, Massachussets, EUA) que tiene un línrite clel orden de partes por

utillón (ppm). A través cle cun'as de caliblación col dilucioncs seriadas tle esrá¡dales

para cada rnctal (J-f Baher, Ncrv Jet'sey, ltUA), la lectura cle cacla nruestra luc expr.esacla

en ¡nroles y posteriol'rrellte nornralizada ¡ror rniligranto de protcína (2.2.2.).
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2.2.2. Cuartificación de proteínas

I-a abundancia cle proteíttars en distintas rlruestras fue cr¡¿r¡rtiñcad¿r a tr¿rvós tiel

l11étodo dc llradfbld (BradlolrJ, lqTO). -2-+ x I05 cólLrlas frrer.on Iisatlas en NaOll 0,5 N,

Tliki¡ 0,1 % t,lv (2.2.1 ) o NaOII 0,1 N (2.2.4.) y diluidas en agua clesrilada y leaoivo

cle Bratlf'ord eu ptoporcióu 1:8:1. La cualltilicaoiól lue efectuada a una longitLrd t1c onrla

tle 595 nur cn un esrrectrofotónretrr.¡ Perkit Elmel'MBA 2000 (Massachussets, EUA), y

la conce¡ttación de cad¿r nrueslra lue intelpolada por meclio de ula cun,a de oalib¡ación

hecha cou conccntreciolles oonocidas de albúnrilra de sueLo bovino (BSA) (Gibco BRL,

Maryla.rxl, EUA)"

2.2.3. ltsti¡nació¡r de Ia vinbilid¿rd celular (1\ITT)

I-,as células tlaladas ct1 placas de 24 pocillos lueron lavarlas colr PIIS e incrLbadas

durante t hor¿r n 37 "C en 100 ¡1, de metlio D I\,IEM suplemerrtaclo con 5 ng/rnI- de

brornuro de 3 -(4,5-dimetiltiazol-2- i1)-2.5-dileniI tctrazolio (Mll"J ) (1\{ossman y col.,

19tt.1). Una vee ñnalizado el período de incr,rbación, el metlio fuc reernplazado por 2tX)

pL t1e rsopropanol 70 %, vh, IICI 0,04 M para peruitir durante I.5 llilulos a lertFeratLla

anrbienLe la solubilizaci(rn tle la sal de lbmrazán, producto de la ructabolización

lulitocondri¿ll rle MTI'. La aL¡uudaucia de l'ormazán ell cada pooillo fue estimada por'

colorinrehí4, ureclia¡rte el registlo en un lector de [1isa Itlx800 (Bio{ek Instlunletlts,

Vennont, llUA) de la clilerencia en la absorción a 570 v 63U ntu. Los valores obteuitlos
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se encuentran expresados como porcentaje del promedio de 1as muestras control.

2.2.4. Cuantificación de es¡recies reactivas de nitr'ógeno y nxigeno (DCII-DA)

l-os llbloblastos, en placas de 24 pocillos, hreron lavaclos con PIIS e inoubados a

37 'C por 20 nrinutos en 300 ¡LL t1e tanrpón I'IllS salino suplenrentaclo con glucosa

(LIEPIIS 20 nrM, NaCl 150 ttrM, gluoosa 10 nL\4, pll 7,4) y Dtll'--DA 20 pM (Mylue y

oo1.. 2003). Luego el tampón lue retirado l,-las células fueron lavaclas co¡r l)BS y lisadas

en 200 ¡-L l- de NaOII 0,1 N. Il lisado se tl'anslitió a una placa bl¿rnca de 96 pocillos col

el ot¡eto de registrar la fluolescencia a 480 nm cle excitación y 520 run de cutisión en un

fluorínretr-o Spectranrax Geurini EM (N4olecular Devices, Califolnia, EUA), l-os

restrltatlos se expresan conro t¡nidades abitrarias de fluoresoencia por uriligiamo c1e

proteíua (2"2.4.).

2.3. Procedimientos de biología molecular

Las técnicas de biología molecular fueron desarrolladas en forma acorde a los

protocolos descritos en Ausubel y col., 1999.

2.3.1. Iilectroforesis

I-a clcctl'oforesis tle muestras de DNA se efectuó en gelcs de agatosa al l-1,5%

p/v en 'fAIi Ix (Acctato de TI is 40 nrM, i:DlA 2 mNI, pIl 8,5), solución qtre aclenrás fire

rusada col'no tampón de electrr¡ lol esis. Pof otro lado, las eleci.roforesis de RNA fueron
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ireclras en geles denatulantes de agarosa al l,2oA plv en ficmraldehldo 7% viv MOPS 1X,

donde e1 tampón electroforético utilizado fue tarnbién MOPS lX (Sambrook y col.,

1989). Para teñir los geles se usó brornuro de etidio al O,lnA vlv (Ausubel y col., 1999),

lo que pennitió que las bandas fuesen visitrles en un transiluminador de luz ultravioleta

GFX 20.M, Vilber Lourmat, Marne-La-Vallée, Francia). La fotografia de cada gel fue

capturada r¡ediante una cámara Dc290 (I(odak, Nueva York, EUA) para análisis

posteriores.

2.3.2. Cuantificación de DNAy RNA

La conceutración de ácidos ttucleicos en muestras de DNA cte doble hebra y RNA

fue detenninada por rnedio de sondas fluorescentes: Picogreen para DNA y Ribogreen

para RNA (lnvitrogen, California, EUA). Cada muestra fue diluida en tampón TE (Tris

HCI 10 nrM, EDTA 1 mM, pH 8) eritre 200 y 2000 veces, y e1 fluoróforo

con-espondiente fue agregado en una proporción de 1:400. La fluorescencia enritida a

520 nm se registró en un fluorímetlo Spectrarnax Gernini Em (Molecular Devices,

Cali fomia, EUA) tras excitar la muestla a una lortgitud de onda de 480 (Picogreen) o

485 nm (Ribogreen). Junto con las muestras se incluyó ulta cu1-va de calibración

confeccionada con diluciottes seriadas de DNA o RNA ile coucentración conocida, lo

que permitió lransfomrar las lectutas tle fluolescencia a concertración de ácidos

nucleicos. Para cuantificar DNA de hebra sirnple, se registró en un espectrofotótnetro

MBA 2000 (Perkii Elmer, Massachussets, EUA) la absorbancia de las tnuestras a 260
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run erl rnla cubeta de crrarzo. Del mislno rnodo, la calitlatl de las r¡ruestras tle I{NA iue

tanrbrón verificada nrediante el registro de la at¡sorbanci a a240.26a y 2g0 r¡r¡.

2.3.3. Extracció¡r de I{NA total

Los fibrot¡lastos solnetidos a los ttatanlienlos descritos e¡ 2.1.4. [ueroll

ttipsinizados y cenLrilugados de acuerdo al protocolo estatrlecido en la sección 2.1.1. A

continu¿rciól lucrol resus¡rendiclos en 1 nll de I'r'i Reage¡t (r\rrrbion, 1'exas, Lll),A.) y

sometidos ¿r mpLura rnecánica con jeringas para insulila r,le I rul- (l3D ultra-liine, Nueva

.lcrsey, llUA). Jjsta resuspensión iue incubada clulaute l0 nrinutos a lemperatura

antblente, nrczclad¿r con 0,2 nrl, de cloroiormr¡. incubacla pol oLl'os l5 urilutos y

ccltriñrgada a 12000 G, 4 "c, por i5 nrinüos. til sobrcnaclaut-c resultante, quc coulenía

el RNA, fi.re Lransfericto a un mlevo Lubo. r'nezclado con 500 ¡rL tle isoptopanol, incubado

por 10 ntiulLtos a tenlpcratrua anrbiente y centrifugarlo por 8 uinutos a 12000 Ci y 4 "C.

El pellct lue resuspenclido elt etaltol 7 5o/a vlv y centl ifugatlo a 7-500 G 4.L,-, por 5

minutos. Ilinalnente, los restos de etanol se evaporaron irrcubanclo las nruestras a 37,,c

y los I{NAs se resuspendiclon en 30 pL c1e agua libre c1e nucleasas. La integriclacl del

RNA fue verificatla por eleclroforesis en gclcs denatrLrantes de agarosa (2.J.1.) y la

puleza de cada rruestra iue evaluacla al legistrar razóu ctrLre las absorbalcias a

lurgitrrdes t1e oncla de 2601280 nin (r'elación entre ácitlos uucleicos y prritcínas) y

2601240 mn (relaci(»r entre ¿icidos nucleicos y lcnoles) cu un espeotrofotónretro MBA

2000 (Perl<in lllmer, illinois, EIJA).
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2.3.4. Síntesis de tDNAs

Paia sintctizar oDNAs de hebra sirrple se utrlizó corno ternplado 2 ¡rg de RN,{

total, el que -iuuto col 0.5 ug rle oligodT de entre 12 y 15 bases (Prornega, Wisconsiti,

I1LIA) fue denaturado a 70 "C por 5 urinutos. Postcrionnente, 200 unjrlades rle

tr:ursoriptasa reversa M-MLV (l,r'omcga, Wisconsiu, I-UA) y 1)N'I'Ps a una

concentracirll de 12,5 LtM (hrvitroqeu Calilol'nia, EUA) Iuelon añadidos a ia reacciór.r,

qtte ftte lncubada por 90 minutos a 42'C y firiairrrentc detellida al inactivar la elzina a

70 "C por l5 nriuutos. Los cDNAs Jireron a conliruación cuallrillcados por

espectrofotonlel úa (2.3.2.) y diluidos a ull¿t corcentlación tle 200 ng/¡lL para su uso en

tcaccioues de PCR (2.3.5.) y qP{llt (2.3.7.). Con el objeto de raLihcar- quc cada cDNA

pernriticse detectar 1a plesencia cle transcriros por PClt (2.3.5.), el producro de cada

síntesis a una le¿rcción doncle se buscaba an4tlilicar, con los respeotivos partidores, los

aurplicones de nitl y g3pdh.

2.3.5. Reacción en cadena de la polimerasa (I,ClL)

J-a antplilicación de los tlistinros tlanscritos de los genes cle inte¡és e¡tunterados

enlaTablaIlueelecluadaenunaurezolarle8-25ng/plclccDNAtentplatlo,dNII)s10

mM, MgCJz 50 nrNl, I 0 nrN,{ tle cada particlor y 0,I unidades/pl de lfaq polimerasa

(producida en rlucstl:o iaboralor io). cn uu volLultell lrnal de 25 (ltrueba cDNAs, 2.3.4.) ó

50 pL (puriticación dc estánilales parn qPCl{, 2.3.6.). t-as ¡eacciones fuerol incubadas
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er uu tennooiclador Pl'C- i00 (N1.1 Resealch, Massachusets, EUA). El prorocolo ilc

arr¡rlificación co¡rstó de: a) un paso de delaruracjót iniclal a 9,i "C por 2 minutos, b) 25

a 35 crolos tle anrpli{icaoii»r tlilidtdos en: 1) delaturació1t,94 "C por 30 segurrdos,2)

asoci¿rcióu dc los partidoles. por -10 segurrdos a la l.elnperatrlra correspontliente a cada

parcja de partitlores itrcluida en la Tabla 2 y 3) exteusión,72'C ¡ror'60 segundos, y c)

extcnsiirtt ltna1. 12 "C dut aute 5 ntinutos. I-a presencia de amplicor..es como producto tle

csta rcacoión lue ratJficada por electroicrresis en geles de agarosa (2.3.1.).

2.3.6. Purificación de fi"agmentos de DNA desde geles de agarosa

Los arnplioones corres¡rondieuIes a cacla utro de los transclitos de inlerés

incluidos e¡ la Tal¡la I hrelorr sonictidos a eleclrololesis err geles tle agarosn al 1-1,5 9i,

(2.3.1.). Las bauclas electlo ftrréticas de catla plodrrcto de PCR lueron corlaclas y

lrurificatlas por nreclio clel sisten¡a Quick Licl .Extraclion (Invitrogen Calilbmia, EIJA),

qtLc pennite rlisolvet la agatosa y puri[icar en una colurura, merliante cerrtrifugación, los

ácitlos nuclejcos. Cada DNA purificado I'uc resuspeldido en 40 ¡rL de TE para su

posterior utilización conlo sustrato de las curvas de calibración de c1I'CR (2.3.7.) y

cuanti ñcado por fl uorirnetría (2.3.2.)

2.3.7. PCR cuantitativo en tiempo real (qPCR)

Cada una tlc !as parcjas dc partidores cuya secuencia se incluye err la Tabla 1 f'ue

utilieada para cuantiflcar la aburrdancia clel transcrito coruespondiente el rntLcsh¿rs dc
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cDNA, por ureciio clel sistcma S¡,brGreen (lrrvitrogcn Calijór-nia, Il[-]A), en un

lermociciadot Liglrt Cycler Itistrutnent col ca¡rilares tle vidlo (lLoche, Basilea, Suiza).

Nl[icntr as iluc las concen{raciones t1e oDNA (20 lg/pL), parritlores (0,5 pl\{), l]SA (50

pg/tttL) y Sybergreen (1,5 tl DNA Polinrr-r'asa 'lhq, 20 rnlvI ftis IICI, 50 rlM l{Lll, 200

pM dGA,ClTPs. 400 ulvl dUTP, 1 U UDG) en un volurren final c1e 10 ¡rL se

ntatrtttvieron f-tias en todas las reacciorres. i¿r cr.r¡roenllaciirn rle lVlgCI2 lue aj rrstatla para

cada palcja dc ¡rartidores,-1e ur,:do tle obtenel ia nráxirna Iluorescencia en el urenor

rttinrero tle ciclos tle amplificacion. La Tabla 2 iletalla las concentracioues llnales de

NIgCl, y la tenrpcr.atLrra de asocjación tle los partitlorcs cmpleados en la ampliñcacióu tle

cada Ltauscrito. El protocolo de aniplificación lire ingresado al temrociclatlor: a tfavés del

programa Light Cycler v3.5 (lloche, Ilasel, Suiza) y se desglosa en: a) activación, 90 "C

poL 3 nrimrtos, 70'Li por 2 rnirrutos, b) amplificación,35-40 ciclos tle: l) der.raturació1,

95 "C) pot. l0 segLrndos^ 21 asociaciórr de los pa; titlores, por l0 seguutlos a 1a lenrperat.ura

correspondiente para cada anrplicón incluida en la Tabla 2,3) exteusi(»t. por l5

segunclos a 12'C,4) registro de 1a fluorescencia y c) cur-va de denaturación, dontlc la

tempelatr[a fue incrernentada a una tasa de 0.i "C/segunclo a tlescle la temperatura de

asociación t1e los partidores hasta 99 "C. Este írltimo paso pernritió r,isualiz:u la

plesenoia o ausencia dc prodrLctos inespecíficos en la reaoción, punto ciue llc

postcriormente conl-rrmado por rnedio dc la clcctroforesis de rma fiacción toutada al azar

clc las rruestlas anrplihcaclas. En cada ronda de arnplilicación se ilcluyó un conlrol

rrcgativo (sin DNA) y clilucioncs seriadas de arnplicórr purilrcado y cLrantifrcado (2.3.6.),
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que pcllllitieroll la cr:nlcccitin dc uua cun,a de calibracióu mecliante la cual se itrlenrolti

ia corrct;ntlación cle tralsc¡ito cn las inr¡estl as probleura.

4,566

8.lpdh 6,062

3,064rplp0

3,058mti

3,0znfl

sod I 4,0

5,0

hspl{i5 1,0

hspca 5.064

hspa8 5,0

hspala 6,066

5,066ubb

6,064ubc

ul¡a52 4,066

4,0

Tabla 2, Condiciones de reacción de PCR y qPCR utitizadas para la amplificación de genes de
interés. La tabla detalla la temperahua de asociación utilizada para amplificar cada uno de los traüscdtos
de interés para el presente trabajo tanto en reacciones de PCR cqnvencional como cuantitativo y las
concent¡aciones tle MgCl2 optimizadas para qPCR particulares de cada caso.

60
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2.4. Análisis Bioinformático

2.4.1. Auálisis de regiones protnotor.as

La región corlespolcliente a 2000 pares de bases rio ariba clel inicio de

tratlucciótr t1e los gctrcs rle interés hrcrorr otrte¡idas desde la secoión relerentc al genoma

de ratón en la página del NCIII Ulp/¡ryUCbgt.lu!1tSS!/Sgr9lre/suide/mo_use/). lil

sitio dc inicio de la lrarrscripciól no fte consideratlo debido a que lirerol tletectadas

tliscrepancins cn su asignacióu eu la base t1e datos. La ideltificación de potelciales sitios

de uuión para MTI-1 y HSF-1 ftLe realizada rledianre los progr.auras MEME (Multiple

Bxpectalion-nraxi rnizatiol lor Motif lilicital.ion) y NltAST (A{oLiF Aliguneut Searclr

'lboJ) (Bailey y col., 1997). MEME lire enh'enado para reconocei secuelcias lipo MRE

meciiantc el ingreso de Ia región rio arriba rle1 gel mt1 (código tle acceso: NM_013602),

y secuenoias tipo MRE cou las regiones río arriba de los gcnes lrspca y hsp105 (códigos

NM 010480 y NM_013559, respectivarnente). El prograrna lte conliguraclo para

cletect¿rr vcntalas de ul tarnaño míninlo de 5 lucleóticlos y un uráxinro imlefinido. El

collsellso obtenitlo lue erlpleatlo pala detectar a través de MASI Ja prescncia de

secucncias que tuviesen el rnisrno patrón nucleotídico en las 12 r'cgiones prol))otoras

pertenecicrtcs a los genes analizatlos.
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RESULlADOS

1. Expresión génica en fibroblastos expuestos a cobre

l.l , Seleccién de genes a analizar

Los ¡esultados expuestos cn thpia ¡r col. (2004) y Annetrdariz y col. (200(r)

clescribell un total tle 282 transcritos que, couro se señaló en Ia introduccirilr, parcccn ser

activados en rcspuesta a ull exceso cle cobre elr los librotrlastos nltt y ntL-. Ilstos dos

artículos confr¡rmaron la base para gelrelar una lista de genes que podrían conlerir

ptoLecoiór a una célula h'ente a cargas suprafisiokigicas de cobre, geltes cuyos canrbios

de abuntlalcia luesc¡ analizatlos mecliante qPCR con el objeto de confil.nrar las

reslluest¿rs previanrelltc tlescritas ell ooncliciones cle exceso del rnetal. Los criterios de

iuclusitil estuvierou l.¡asados en gran nredida en el número de publicaciones asociatlas a

cadir gerr y la impot'tancia asrgnatla a su ploducto génico en la catr-lac,iclad para conlerir

resistcncia fi-etlte a illduotores dc csttés tales conlo melales o agentes oxidautes. Iln

algur.ros carsos, ta¡lbiél se co¡rsjcler'ó el nivel de couocimiento dispolible respecto a sus

ntccalismos de rcgulación llatrsoripcional. La Tabla 3, que clescnbe los 12 geues

seleccionados, irclrrye adcrtrás 3 potencialcs geltes t1c expresrón irtvariable o

"housel<eepings", tradicionalmente utilizados como ele.menlos de relerelcia par.a la

uotnralización de dahs r1e qPCR. Estos son, acrina (iJacr, Schnrittgetr y Zakr.ajsck. 2000),
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gliceraldehído-3 -ftrsfato deshidroger)asa (g3pdh, Sclrnittgen y Zahlajsek, 2000) y la

ploteína acídica rit¡osonral 0 (rplp0, L)heda y col., 2004). Los resulrados de la

cualttific¿lcitln de los respcctivos nrensajeros por qPcli permitirá1r, en ¡r'inrera insianci¡r,

establecer los patlones de respriesta cle cada transcrito el] los irb¡oblastos mti y tlrl y

deterurinar si existcn clilcrencias en los niveles de abuudancia eutle líleas uelulales, y en

atlición, valitlar los resullados de ot¡os estudios iloncle lueron utilzadas técnicas de

mcnor fldelidatl (n'racro y rnicroamegJos), los clue adenrás r¡tilizaro¡r solo réplicas

técnicas ¡rat'a analizin la cxp.resi(ill génica cleI nrisrno nrotle]o expelimental (Almendár'iz

y col., 2006, thpia y col., 2004).
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. .rplp0
ml1

z0tl

sod I

ccs

i05 arlr)e¡dáriz

Ar rnendár iz

Arme¡dáiz

A¡tnendariz

Arl]relldaliz

Amrenrlar iz

Armendaliz

Tabla 3. Genes seleccionados para análisis de abundancia por qPCR. La tabla presenta el sinbolo
identificador de cada uno de los genes seleccionados para los análisis de expresión en fibroblastos mt+ y
mt- expuestos a cobre, juuto con r¡na breve leseña de la función de sus respectivos productos gédcos y
una referencia, si conesponde, de un estudio donde previamente ha sido repoftado un aunento en la
abundancia del transcrito en respuesta a un exceso de cobre. El guión (-) indica que el gen ha sido
previamente utilizado como normalizadol, mientras que el signo de inte[ogació[ (?) señala que se
desconocen repol1es que describau la respuesta Íansctipcional del gen en cuestión frente a cobre.

1,2, Análisis de regiones promotoras

A fin de recoltoccr poterlciales sitios de uuiót1 pala los I'actr¡res de transcripciórr

Ml lLl y iiSF-l cn 1as regiones prolloloras de los genes seleociotlados y profuutlizerr en

las posibles interpretaciones de los resultatlos de cuautificación de sus respectivos

rurcnsajeros, fue|ou em¡rleados corljuntaule te los prograltlas IVIEME (N4trltiple

llxpcctation-ntaxinrizatjon tbr l\lotif Elicitation) y MAST (ivlotif Aligmlerlt Search

Iool) (Bailey y col.. 1997). L.i nrimeto 1)ennite el reconociulienl.o rle "seoiLencias sobre

'llansfiere el col¡re a Sodl

Regula la actividad dc hspalaihspaS
ir.,e,n".r r. "lr.L tJ,l|1 pt, irlep¿Irrcr',¡ ¡,¡,,rs,c¡ ¡ cl

Pt'cr.iene la ag|egaci<in v media ci

tie¡e conlo bla[co a p5]

'lapia y col., 2004

1

-.....-,.,,...-....,..-l*plgyrql,,,?!,q-4.

..."..t, _. .,.

Alrrr¿cenanüenlo de cobre ¡ zinc

'Lansportádor de eflujo do znlc

Suferó' rdo .. Peróri,lo tcolacto' f^ul

__. -_..,,,*s9g qglllg-qe,pr oteinas dañadas
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represcntadas", es dcoil, secuellcias tle nucleótidos que di[ieren esLadísticaurelttc dc]

ruido general cle la legión pronroLola y cuya plescncia tlificilntente puede ser atribuida al

azar. La generación cle patrones collsenso que iilentificasen a esl.as rcgioltos per-mitió, a

h ar,ós tle MAST, detect:u- nuevos ¡rotenciales sitios de unión tlue ctLmpliesen corr las

caracterÍsticirs dci pattóu original. Debido a ciertas discrepaucias detectadas en 1a base

dc clakrs de NCIII er 1a asig¡ración del origen de la transcripcióu, las r-egioncs a analizar

lireron capturadas desde el inicio de la traducción, eu una r.eltana arbitraria de 2000

pares de bases río arril¡a. El progranra l\4EVlE lue entrenado para deteciar la preseucia

de secuenoias tipo MRE a trar,és de la región lio arriba del gen de nrli, 1o que, en

concolclancia con la litcratura (Stuart y col., t984), arroj ó conitr lesultarlo la presencia r1e

4 sitios tipo TL}CRCINC, 3 en la irebra-r y 1 el Ia hebla-. (Frgura l). La bústlueda de

esle patrón en el resto cle las regiones prorlotoras de los genes en la Tabla 3 permiti(r la

jtle¡lificaclón rle 2 r'cgioles tipo \4Ttll para zntl, tanrbién previarnente descritas

(l'ahritc-r y Findlcy, 1995), lo que sir-vió conlo contr:ol positivo de Ia capaciclad cle

cletección clel sistenla. Además l'ueron encontrados 2 sitios íuricos rlo eu 1a región l.ío

arriba de los genes mtl.n2 y )rsp105, respecti\¡a1lente. Aunquc 1os gcues blanco de MTF-

I suelen presenta[ r.uás de un sitio MRE en su región prolrloLora, secuencias silléticas

con una sola repetición tlel consenso aún corlselvan la capacidad de unirse l,¡ vir? a este

1'actor de transcripcióu (Scarle, 1990). lo que cleja abierta la posibilidacl tlc t¡re MTIi I

cstó iLrvolucrarlo cn la regulación transc li¡rcional de hspi05 y rrchr2. El ctrttcnanliento

cle MIllvlI pala detectar legiones tipo ]ISE (repeticioues del patrón nGAAnnCl[Tn) con
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hspca y hspl05 y la posteriol búsqueda del consel»o a través de MAST (Figura l) sólo

entregó corno resuliado la itlentificación de regiones previamente reportadas rio arriba

de los genes hsp105 (Yasuda y col., 1999), hspca (Dale y col., 1997), hspala (Perry y

col., 1994) y hspaS (Wilke y col., 2000). Mediante las mencionadas heranrientas, no fue

posible detectar ningún potencial sitio de unión más allá de 700 pares de bases río an'iba

del sitio <le inicio de la tladucción.
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I.3. Extraccién de RNAs y síltesis rle cDN¡\s

Para posibilitar el análisis de ra expresión génica e, fibroblastos nlt+ y r.1lr-

sotnetickrs a cobre pol sobre los niveles ilsiológicos, arrrbas lílleas celular.cs l-¡ero¡

exl)ucs(as durante 48 hor:rs a 50 y 100 prM rle cu:tlis. Estos tratanlicntos lueror

realizadrs e'r t¡l.riicado. y sc incJuyó atlemás urr grupo col)trol, al que no [e Iüe

suninistr'¿rdo supienreuto de (lu:tlis. El l{NA de estos fib¡oblastos ñ¡e aislaclo v

utilizatlo corno sustrato para la sÍutesis de cDNA. Datla la distorsrón que podia ar rastrar

en posteliores análisis el enrpleal RNAs parcialmclte deglarlados o co¡taurjnados, cada

utra de las nl1¡estrtrs lue solretida a tlivelsos controles que pernritiesel] asegurar. su

¿rdecuada calidad. En primera instancia, Ia electroloresis en geles .lenaturantes t1e

¿lg¿rrosa petrniti(r t erificar Ia presencia de los RNAs r.ibosourales 2BS y lgS,

evide[ciada en dos l¡antlas bien tlei lidas, y ur]a lercera banda rle lueuor ta¡raño

corlespondieute al 5s. La relación entre las intensidades de las barrtlas 28s y lgS tlebe

estar entrc 1,5-2,5: 1 (Sanrblook y l{ussell, 2001 ). El panel A de la [jigur.a 2 presenta la

se|aracióu electroforótica cle RNAs de flbrot¡lastos mt+ y mt- ilue cumplen 1as

características mencionadas. C)tro critelio de entl'ada radicir en las |elaciones de

absorbarrcia 2601280 ttt'n y 2601240 rrn, cuyos valores clcpeltlel tle la at¡urdancia de

protcínas y l<;itolcs, t'espectivamente, contaminantes tlue pueclel interlerir con la

aotivid¿rcl dc la transcriptasa reversa cn la sintesis de oDNA. Par¿r el cr¡ocieule 2601280

trnt el rango de tolerancia es de entre 1,8 y 2,1, ruientras que para 260/240 mu se

pefuriterr íncltces entle 1,7 y t,9 (Sambrook y col., 1989). Las lecturas para estos dos



cuocierlles, obte¡idas para el nrismo grupo tle rnuestras del panel A. se tietaltan c¡ el

panel ts en conlunto con la urasa rotal de l{NA extraido en oada caso. y segiLn se aprecia,

las lluctuacic»tes tle ¿rtnbos valorcs son acortles crrrr los lít¡iles descritos. A cr¡nliruacirli¡

cada uno de ios RN.As fue sometic'lo ¿ un¿r reacción t1e transcripciólr reversa. A llit de

veriitc¿rt la capacidad de dctectar la pr-esencia rle algunos de ios transcritos de iutel:és en

los cD¡vAs de hel¡ra sin'rple así generatlos, se efectuaron reacciones tle PCR con

partidores específicos para g3pdh )¡ trtl eu cada una de las muestras de cDNA. Ill panel

Cl rle la l,'igura 2 prcsenta las bantlas clectro lol éticas de cstos anrpiicones.



35

A)

B)

+

.t

c)

Figura 2. Verifricación de la calidad de los RNAS y cDNAs. El panel A preselta la electroforesis en un
gel denahuante de agarosa al 1§% de RNAs extraídos desde fibroblastos mt+ (cafliles 1, 2 y 3) y mt.
(cariles 4, 5 y 6). E1 panel B detalla la cantidad de RNA total (Ug) producto de cada exhacción, además
de las relaciones de absorbancia 260/280 nm y 26t)1240 nm. El panel C presenta las bandas

electroforéticas de arrplicones para g3ptlh y mt1 generados a parlir de cDNAs de diferentes
concentraciones, provenientes de los RNAS extaidos.

28S

18 S

RNA llsl 82.0 77.0 79.2 RNA [rs) 60.1 75.8
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1.4. Generacién tle estánrlares para qpCI{

Clon e[ objelo tle posibilitar la cuurti[icación de los trartsc¡itos enLrmelaclos en la

Tabia I e¡t l]luestras cle cDNAs de fibroblastos ott+ y r.ltt cxpuestos a concelltl.aciones

sLiprafisiológicas de cobre, los nlenoiortados cDNAs fuerol sornetitlos a ulta reacción cle

['cR colr par tirlores específicos para cada u,o rlc los genes de rrterés. cada turo de los

anrplicones fue separado clectroforéticamente er1 geles tle agarosa al l-1,5%, aislarlo a

través cle una columna de purificación y posteriomrente cuantr ñcado por fluorimetría. A

lo largo r.le este proceso fi-re posible adenrás ratiñca' el L¿rnraño prcrlicho de cacla

:urplicón. clolno resultaclo, se obtuvo una coleoción de 15 protluctos de pcR t1e alta

pulez¿r y conceltración co ocitla. cle 1a quc se lnueslra ur ejenrplo representativo ell la

Irigura 3.

F'igura 3. Vista parcial de la colección de estándares para qpcR. Elechofo¡esis eu un gel de agarosa
al 1,5% de productos de PCR aislados mediante columnas de pulilircación. carril pM: ma1cador de peso
molecular, canil l: uba52, carril2: actita, Carril3:hsp105, Canil4:rplp0.
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1.5. Optirnización de las condiciones de reacción rte qpCR

El eurpleo de la técnica de qPCR puede involucrar el ajuste de diversas

condiciones, ta.les cor¡o la concentración cle pat'tidores, el tiempo y temperatura de

asociación tle los partidores y la concentLación de magnesio, con el objeto de poder

amplificar el transcrito de interés y hacerlo en ausencia de productos secundarios de

amplificacióIl. Gracias a ello, es posible cuantificar Iidedignamente la abundancia de

moléculas dc DNA presentes en una proporción inhnitesimal de una mezcla compleja de

ácidos nucleicos. El sistema ertrpleado (Sybrgreen I, lnvitrogen) demostró ser

especialnente sensible a las concentraciones de magnesio presentes en la reaccióu. Ello

obligó a encoutrar la cantidad óptiura de lragllesio a utilizar para cuanti{icar ca<la uno de

los ttanscritos que se eflcuentran en la ll¿rbla 3. La Figura 4 ilustra los resultados de

pn-rebas de amplificación de 2 eslár.rdares pulificados, anplioones de los transcritos

mdnr2 (panel A) y zntl (panel B). Queda en evideucia que el grado de sensibilidad a las

concentraciones de este elernento varía eutre pares de paflidores. El caso de zutl es

padicularmente clramático, dado tlue las dosis mlnimas (3 y 4 mM) no posibilitan la

generación de productos de amplificación (representada en la figura como un aurnento

rle la fiuorescencia en el eje Y), mientras que la dosis tnáxima (6 mM) la irüibe en gtan

medida. Por ello resulló indispensable repetir este prooedimiento para cada uuo de los

15 genes cuya abuudancia .lue detetrnina<la en el preseute trabajo, a {in cle encoutrar la

concerrtración de magnesio que produjese la amplificación más tenlpr ana y la saturación

más tardía.
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Un segundo punto de control radicó en la verificación de la ausencia de

anplicones inespecíficos, evidenciada en Ia presencia de un máximo único en la cuwa

de delraturación alroj ada por cl programa que proporciona la interfaz de control del

temrociclador (Lighl.cycler v3.5, Roche) y la inspección visuaI de la corida

electl-oforética de los productos tle qPCll (datos no nlostrados). Cuanrlo se hizo

necesario, la aparición de es¡recies de esta clase fue evitada al elevar la temperatura de

asociación de los parlidores.

El ajuste de estas condiciones redundó en la obtencióIl de curuas de

anrpliFtoación donde la eñciencia cle la reacción fluctuó entre 1,83 y 2,01 , calculada a

través <le la fón¡ula Er: 10-l/*, donde m es 1a pendiente de la curua de calibración. La

eficiencia representa el factor en el que aumenta el número de copias del amplioón

durante la fase exponerrcial de la reacción de PCR y debiese ser, por tanto, cercafla a url

valorde2 (panel C: mdm2, panel D: zntl). La tolerancia eslablecida en la literatura está

eu el rango de 1 ,8 - 2,1 (Gallnp y Ackermaru, 2006), lo cual cor:robora la validez de los

resultados obtenidos en los análisis cuanlitativos efectuados en el presente trabajo.
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Figura 4. trfecto rle Ia coucentración de nragnesio en la arn¡rlificación por qpclR. Los paleles A. B, c
y D conespouclen a utla caplrlra de la gráfica ofreciila pol el ]:rograt)]a que corÍtrola el termociclador rle
qPCll (Liglttcyclel v3.5, l{oche). A {nirlnr2) y B (znt I ) represetta la cilética rle ar¡pli{icaci(rn I pg clc

¡rtoducto t1e PC1( pttlificado a distiltas coocentraciones de MgC12, intlicaclas en ia figrrra. Irl-valor
sublayado corresponde al selecciolado co[to más aclecuado para aná]jsis posteriores. El eje X, rotulado
conlo q'r:1cJ', iurlica el ntitnero de ciclos. Err Y (Fl) se elcueuhan los valores de fluorescencia. C (r¡tlur2)
y D (zntl) graficatt las curvas de calibració¡ obtenidas cou 1000-0.01 fg de susrrato (proclucto de pCR
ptrlllicado) bajo las corlcenltaciones tle magttesio seleccionaclas. El eie X reptcsenta el logalitr¡o de la
concentract(ill de §Llsllato y el \', el rtúnero tle ciclos. Se i¡clicau los ralorcs rle ]a penrlierrte tle la ¡trta
(.i1rye). el illrercepra (]ntercefi) y la elicreucra de la teacciírD (lrr).

1.6. Identificación de genes dc refereucia

Er= I 88

I-a cuautillcaciótt tle la abunclanci:r tle cleterminados trausclitos nlediante qPCII

iltt'oluct a ulla sede cle potencialcs Iirentes de en'ol' expet'intental, lales colno la existcrcia

rle tlilcrencias en la calrtidacl dc I{NA utilizado para la trarlscripciriu reversa, o en la

cficiencia dc esta reacción, las que ¿ttnque sofl corltroladas, no son doÍlrinadas por

coluplelo. I-llo rlificulta ltr coruparacit'rrr tlilecta rle las rnedicioles e tre una y otra

rnuestra, inco¡rverricntc qrre es lraclicio¡ahrrente superado ¡ través clel uso tle una

releret-Lcia colttt¿r la cual se establece el con)po[tamienlo relativo tle catla tnedida. Esta

telerencia corles¡roude:r utr lrausc¡ito on teoria "invarialtte", cs decir. cu]¡a abulldalrcia
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Ílo se \¡c alLerada fi eute a los tl-aiamienlos tlue involucla el diseilo exl)erimental ell

parlicttlar. l)ara tdenLiñoat urr tt¡nscLilo que pudicse entonocs servir cie refercncia para

las ¡nctliciones dc qPCIR propLrestas, f'ueron registrados los niveles actina, g3pdh y rplp0,

gcncs pl eviallenle tttiliz:rclos colno elenrerLos de lior¡ralización en esturlios de erpresión

gónica en cólulas eucariorrtes (Schnrittgen y Zakrajsck, 2000, Dhcda y col., 2004). La

'labla 4 deLalla el glado de variabilidad en la al¡rurtlancia de estos 3 tralscrit.os ell l8

cDNAs de llbroblastos nttl y Btt+ tratatlos con 0,50 y 1U0 pM tle Cu:llis. Los valores

de la mctlia de las veccs rle c¿rmbio respecto al ¡tr ourctlio y coelicientc tlc variación

observarkrs para actina, los ulclorcs clel gn-rpo, indican que este tfallscrilo cs quien

prescuta las fluctuaciones lnás suliles elr Ias condiciotes esttLdiadas, 1,en consecuencia,

fue utrlizado c.rmo elcurerto de referencia para la lornralización de la ouantificación de

los genes cle interés.

1.50

g3pdlr 2.06

rplp0 t.6l

Tabla 4. Variabilidad en las cuantilicación de Ios transcritos de actinq g3pdh y rplpO. La tabla
presenta la media de las veces de cambio y el respectivo coeficiente de variación, calculado como el
cuociente enlxe la desviación estándar y la media, de la cuantificació¡ por qPCR de los t¡ansc¡itos de
actina, g3pdh y rplpO en 18 muestras cDNAs provenientes de fibroblastos silveshes y mutantes para mt
hatados con 0, 50 y 100 pM de Cu-His.

o.25

O 
.5()-

0.38
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1.7. cuantificación por qPCR tle la abunrlancia de transcritos en fibroblastos
expuestos a cobre

Las Figuras 5, 6 y 7 resumen los resultados de la cuantihcación de 1os transcritos

analizados en el ¡rresente tralrajo, clasificados en las categorías de metabolismo r]e

nretales/estrés oxidativo, estrés témrico y ubiquitinación. El análisis por qI,CR se efectuó

en 18 rnuestras de cDNA, provenientes de la exposición durante 48 horas a 0, 50 y 100

pM de Cu:His, en tres réplicas biológicas por lílrea celular. Los valores de abur.rdancia de

cada transctito fueron interpolados, mediante la inolusión de una cur.¿a de calil¡ración

gcnerada con el colrespondiente producto de PCR purificado, y nonaalizados en función

de los niveles de transcrito de actina determinados en cada musstra.

Los paneles A, B y C de 1a Figura 5 muestrao que en la línea silvestre el

promedio de la abundancia relativa de mtl, sodl y ccs aumentó en follna correlativa a la

cantidad <le cobre suministrada en el medio de cultivo. La abundancia de estos tres genes

difiere significativamente entre las células expuestas a Cu:His 100 pM y 1as células

ma.ntenid¿s sin suplemento de cobre (T de Student, p<0,05), con valores de veces de

carrrbio tle 2,22, |,43 y 1,64, respectivamerfe. El análisis estadístico estableoe además

que, pala esta dosis de cobte, la abundancia relativa de mtl y sodl es significativanrerrte

nrayor (2,67 y 2,65 veces, respectivanlenle) en los fibroblastos silvestres respecto a los

mutantes (1'de Student, p<0,05). En la línea mt- los niveles de estos 3 transcritos no

exhibieron cambios signifrcativos de abundancia. Por el contrario, zntl (panel D)

registró un incremento estadísticaurente relevante, aunque distinto en magnitud (T de
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student, p<0,05), en las clos 1í,eas cerulares, tauto colr 50 (,'rÜ:4.29 veces, ¡,t-: 2,0r

vcces) conto 100 pM de Clu:llis (nrL+: 3,89 veces, lnt-: 2,gg veoes).

La abunclaucia dc hsp10,5. hspca 1, hspala, pancles B, C y D de la ligura 6)

tanrbién t'egistr'ó en los fibroblastos ult+ uu alza al aunentar la closis de cot¡re. Los

valores prornedio de abrultlancia relativa de estos 3 lranscritos par.a la exposición a

Clu:llis 100 pM luelon, respectivarnente ,2,11, 1,63 y 2,14 vcces ntayores rlue el control,

y cle acucrdo a la pmeba de'l'de sttrdcnt (p<0,05), csladísticamer te dilereutcs. Ni¡gu¡o

de cstos tt¿u¡scritos presentó canrbios significativos liellte a los tratatnientos c¡n cobre

c lc¡s übroblastos ut!. Ill cotlh¿rste enLre lineas celulares ilthca que etr los fibrol¡laskrs

silvcstres la abLuLdancia relativa de hspl05 (panel B) y hspca (ranel c) lue, a una tlosis

cle C1L:llis 100 pM, st gnificativamente ntayor a la dc la contraparte l utante (2,02 v 1,g3

vcccs, respcctivamc[te). l1r canbio, los niveles ol¡servados de hspal a (panel D) lirerofi

sigtrificativamcr)te lneuores en los llbrol¡lastos lut+ eu r.odas las concentraciones de

cobre estudiadas (T tle Studcnt, p<0,05). Esta srtuación se invirtió para hspa8 (pancl A),

tratlscrjlo que, pese a llo plesenlar t ttguna alteraciól significativa con los tlatanric¡tos

rlc cobre en uilguna de las líneas celulales, arroj ó una abturdancia 10 veces urás ajta en

los fibroblastos mt+ no tratados con cobre, y (r,17 veces nrayor, r'especto a la lírrea rn!,

Para el tratauietlto coll 50 uN4 de Clu:IIis, a¡rbas difelenoias de lelevancia estadística tle

acuerdo a la prueba clc'I cle Student (r>0,05).

La Figura 7 nruestra, err la lílea silvestle expuesta a cobre, un aumeuLo en el

pr-onreclio clc l:r al¡undancia relativa ile ubb y ubc (paleles A ¡, B). Estc aLrrnellto lrL)
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Itl:rrca una clil-erertcia estadística, sin errrbalgo, entle k¡s nivelcs tle lrar]scritú rle ios

Ilt¡roblasLos tlatados y control (f tie Studerr,L, p>0,05). No obsra¡rrc. la abultlarrci¿r

relaliva de ubb y ubc a ulla oorlcelllraciór de cu:Ilis de 10r.) pM Llifiere ('l' tle strLdenr,

p>0,05) entle los flbroblastos llt+ y uit- (r.espectivarnente, I ,50 y 12,3 rreoes ural,or en la

1ínea silvesrre). Por otra parte, mdm2 (panel D) registró urr alza signihciitiva ('l'rle

Stude¡rt, p,>0,05) en los fibroblasros silvestres oxpuestos a 100 pM rtc Ltu:llis (Z,tjfi

veces) y, al iguurl que ubb y rilrc, no preseur-ó r,ariaciones sig¡ificaliyas en Ia lí1ea

ultttante. I-a cuantificación de uba52 (panel Ll) no nroslr'ir tlile¡enoias signiiioativas en

los nivclcs de este transcrito ni en rcspuesta a cobre en ninguna de las clos líleas

cclirlares, rri larnpooo entre ellas, de acuerdo a la prueba de 'l' tle Stuclent.

En curjunto. los resultados expüestos perntitcu con.oborar la presencia y

attsenoia de cambios de aburdancia de transclitos que füeron analizatlos previatlcnte el

rcl)ortes que errplearon rnacroan'cglos (Tapia y col.,2004) o microarreglos (A-llnclltláriz

y col., 200(r) piua. estas ltrisuras líneas celulares expuestas a coble. El comportanriento dc

otros 2 tralscritos. ubb y zntl, no había sido descrito en oontlicioues de cxceso del

nretal. E,l análisis conrparado de los rlaros obtenitlos en esl-a Lesis y los ú-abajos

preccdentes se lesume en las Tat¡las 5 y 6, clondc se observa rLna correspoudenoia de un

677u de los rlatos ¡rara CLr:Ilis 50 uivl. y 69% para Cu:llis 100 pM. Pese ir la tliferencia

dc oerc¡ cle la tetcera llarte en las teldcncias registladas, los can¡bios observados

telucrzan la idca tle qr"re [a cólLrla, en ausencia tle ¡netalolioneína, sulre una alteración eu

la capaciclatl de t'eguJar los uiveles de transcrilos asociados a diversos nrecarrisrlos de
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Figura 5. qPCR para transcritos vinculados a metabolismo de metales en libroblastos mt+ y mt-
expuestos a cobre, En los paneles A, B, C y D se presenta, respectivamente, la abundancia de los
harscritos rntl, sodl, ccs y zntl, normalizada respecto a la abundancia del fanscrito de actina en cDNAs
provenientes de fibroblastos mutartes (E) y silveshes (r) cultivados durante 48 horas en presencia de
medio suplementado con Cu:His 0,50 ó 100 pM. Los valores presentados corresponden al promedio de 2-
3 réplicas biológicas y e1 effor estáudax respectivo. La letra a indica que el valor es estadisticampnte
diferente al registrado para el control (sin Cu:His) de la misma linea celular, y la letra b, que el valor er la
línea mutante es estadlsticamente diferente al de la línea silvestre ftente a igual dosis de Cu según la
prueba de T (p<0,05).
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Figura 6. Cuantificación por qPCR de tra[scritos para protelnas de estrés térmico en fibroblastos
mt+ y mt- expuestos a coble, Los transc¡itos de los genes hspa8, hsp105, hspca y hspala, en los paneles
A, B, C y D, respectivamente, fueron cuantiflcados por qPCR en liempo real en fibloblastos mutartes (ü)
y silvestres (r) cultivados durante 48 horas en presencia de medio suplementado con Cu:His 0, 50 ó.100
pM, Se presentan los valoles promedio de 2-3 réplicas biológicas normalizados por la abundancia del
transcrito de actina en cada muestra y el respectivo elTor estándar. La letra a indica que el valor es

estadÍsticamente diferente al registrado para el conÍol (sin Cu:His) de la misma llnea celula¡, y la letra b,
que el valor en la llnea mutante es estadlsticamente diferente al de la linea silvestre fiente a igual dosis de

Cu segiur la prueba de T (p<0,05).
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Figura 7. Cuantificación por qPCR de transcritos para proteínas del sistema de ubiquitinación en
fibroblastos mt+ y mt- expuestos a cobre. Los transcritos de los genes ubb, ubc, uba52 y mdm2,
respectivamente en los paneles A, B, C y D, fueron cuantificados por qPCR en tiempo real en ñbroblastos
mutantes (tr) y silvestres (r) cultivados durante 48 horas en presencia de medio suplementado con Cu:His
0, 50 ó 100 pM. Se presentarr los valores promedio de 2-3 réplicas biológicas normalizados por la
abundancia del fanscrito de actina en cada muesha y el respectivo effor estándar. La letra a indica que el
valor es estadlsticatnente diferente al registrado para el contlol (sin Cu:His) de la misma línea celula¡ y la
letra b, que el valor en la línea mutante es estadislicamente difere te al de la linea silvestre frente a igual
dosis de Cu según la prueba de T (p<0,05).
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Cu-His 50 pM

Tabla 5. comparación de los análisis de microarreglos y qpcR para fitrroblastos mt+ y mt-
expuesto§ a Cu:I{is 50 pM por 48 horas. La tabla resume la tendercia de los cambios en los niveles de
abuldancia registrados para 8 hanscritos comunes enhe los microarreglos de Armendáriz y col., 2006,
donde se emplearon triplicados técnicos (réplicas de las r¡ediciones) para identificar diferencias
signilicativas mediante el análisis de valores fuera de tendencia (Loguinov y col., 2004), y el presente
trabajo, que utilizó la prueba de T de student paxa el conkaste de triplicados biológicos (réplicas
experimentales). 1: awnento en la abundancia del transc¡ito, sc: sin cambio.

I
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Cu-His 100 pM

t(24h) 1 j(24h)

1(24h) t 1(24h)

T(24h) I 1(24h) sc

1 sc sc sc

T 1 sc

1 1 sc

1 1 sc

t sc sc

1 sc 1 sc

1 t sc sc

t sc sc sc

Tabla 6. (iortqtaración tle los auál¡sis de ruicroarreglos, nrarroarreglos y qPCl{ para fil,robl¡rstos
nrl+ Y nrt- expuestos a (lurIIi§ 100 pNI por 24 ó 48 holas. La tabla preseula las variaciones positivas (l).
negalivas f .L) o Ia ause¡cia de catttbio lsc) en los nileles dc ll 1ra¡scritos cuya erpresión hre analizada en fibtolllaslos
silvestres y nrutaltes con 24 horas (241r) (-lipia y col., 2004) ó 48 horas (Arnrendáriz 1,col., 2006 y el prescnte
habaio) Lle exposici(rn ¿r Cu:His I(Xl plvf. Los resultados de Tapia y col. prcrviencn de rnacroarreglos sin r.éplicas
er¡e|inrerttales rti bicrlógicas, rrrierllr'as qrre cn Ar¡erdáriz v col. lueron Lrsaclos nricroarravs coI J tél)licas lócnilras y
un arrálisis de Yalores luela de te¡de¡cia. El freseote lratralo enrpleó 3 réplicas biokigicas, qPCR y el a]lálisis de l de
Stu(let!!..
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2. llfecto rle tenlperatura y cobre sobre fibrohlastos mt+ y nl(-

Brt vista ¡,le ios resultatlos expuestos, y corr el objeto de probar'1a hipirLesis tlc tlLre

la ausc¡rcia clc nrctalotioneína uo allera soio la capacidad de Ia oélula para ahtlacexar eü

lotnra segura el col¡re intracelular y res¡rorrtlel transcripciolalnrente a ool]oenú aciolles

suprafisiológicas de coble, si lo tambiéu a otras condicioltes que poneil elr riesgo la

iutcgritlad celular, se decidió registrar la vial¡ilitlad, la acumulación de col¡re, la

abundancia de especies re¿rctivas y 1as variaciolres en los niveles rle 3 transcritos

seleccionados Qltl, hspca y hspal a) en coldiciones de exceso de cobre y leurperatura elr

cl lnotlelo de fibroblastos rruiantes y silvcstl'cs para ntctalotioneína. El tliscño

oxpcf imerttal, tlue involucra una serie temporal de 0, 24 y 48 Loras, está esquelllatizado

ett lir ]iigura 8. Iiibloblastos mt I y n]t- fuerorr expuestos a rur pulso inicial cle teurperatura

cle 42 "C tlurante 90 nrinutos. innrecliatamente devueltos a 37 "C y cultivarios eu

presencia (CuT) o ¿rusenci¿r ('l') de Cu:IIis 100 pN4 por 24 ó 48 horas, para srL

subsecuente recoleccióu. Urr tercer grLrpo (Cu) recibió el suplernerrto tle Clu:llis 100 pM

24 ó 48 horas antes clel tér'mirro, nrientras clue el grupo control (C) permaucoi(r cu

( uDrli( iurrcs rrürlralcs tlc crrltir u.
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¡'igura 8, Resumen rle la estrategia experimental. Fibroblastos silvestres y nutantes para
nretalotioneína fuero[ expuestos a pulsos de temperatura (42" C,90 n n) y exceso de cobre (Cu:His 100
pM por 24 ó 48 horas) en fonna sepatada (Cu, T) o combinada (CuT). Se incluyó url grupo coúrol que

peunaueció en con<liciones estándares de cultivo (C). Una vez aoncluido el período de tlatamiento, los
fibroblastos fueron sornetidos a los protocolos coffespondientes para generar información respecto a la
viabilidad, la abundancia de especies reaotivas, e[ coltenido de cobre y la cuantificación de transcritos por
qPCR.

2.1. Viabilidad

El electo del sutninislro <le cobre y temperatura por sobre de los uiveles

hsiológicos en la viabilida«l de los fibroblastos mt+ y nlt- lue analizado a través del

ensayo de MTT (Figura 9, paneles A, B y C). El comportamiento descrito por atnl]as

líneas cclulares resultó ser equivalente hente a todas las variables en juego. Mientras

que el cobre nrarcó un detrimento estadísticanente significativo (T ile Student, p<0,05)

de entrc u.r 12 a 15% (en mt+ y mt-, respectivamente) en la actividad mitocondrial

registradas tras 48 horas de exposición a cobre, el pulso de tempelatura incidió



51

positivarnenle en el registro de M'f'f a las 24 lloras posl-u ¿rtaruieuto, rronlento er que se

detefllrinó un inclenlenio cercallo ¿r un 259t, rcspecto al contlcll. Este erecto clejó de ser

evidetrtc a las 48 horas. doltde el valor proneclio de la cLraltiilcación de N¡ll'T no f¡-re

estatlisticarn ente rliferente de acuerdo a la prueba r1e 'l' de Stutlent (p--0.05). Ei

tl'a[an]iento cotrjurtto oott cobLe y tenrperaLura oonrbinó ta:lrbiélt estas otrservaciones: lras

24 lir¡ras la cuarfificación de M'I'l rcsultó ser sigrri hcativamelte nlás alta (1E-13%) qLre

la dcl tiernpr.t 0, lnientras r¡re al cabo de 48 iror-as se legistró una clis¡ri¡ucióu tlc 15

(rntt') y 12% (nrt-), de rclevancia estadística segiLn la prueba tle'f cle Student $<0,05).

lil oonteo de células nrediante la tincjóu con azul Lripán (paneles D, E y F) no permitió,

siu embargo, col]1irmal estos cambios, y el anhlisis cstaclístioo cle 1os grupos cle clatos

obielidos uo arroj ó ningnr-ra ilife¡encia siguificativa c1e acuerclo a la pruebzr dc T ile

Student. Las posibles razones que puedcn cxplicar esta ilisparidad seráu expuestas en ia

scccióu t1e Discusiólt del presenLe trairajo.
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Figura 9. Viabilidad en fibroblastos mt+ y mt- en condiclones de exceso de cobre y alzas .rle
temperatura. Células silvest¡es y mutantes para metalotio eína fueron expuestas a concenhaciones
suprafrsiológicas de cobre (Cu) y, cornbinada (CuT) o ildependiontemente (T), a pulsos de temperatua
(Figura 16). Los paneles A, B y C representan la cuantificación de la viabilidad celular en las condicioles
mencionadas por medio del erxayo coloriméhico de MTT. Para cada línea celular, los valores sou
expresados porcentualmente en relación al promedio de la lecturas correspondientes a las muestras
control. Los paneles D, E y F corresponden al registro del nriLrnero de células a través de la tinción con azul
tripán y su posterior conteo. Er ambos paneles, las barras grafican el promedio de 3 réplicas biológicas y
su respectivo e¡ror estándar, La letra a indica que el valor es estadísticamente diferente al registrado para
el control (sin Cu:His) de la misma 1ínea celulal, y la leka b, que el valo¡ en la linea mutante es
estadísticamente dif€r'ente al de la linea silvestre frente igual dosis de Cu según la prueba de T (p<0,05).
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2,2. Abu¡rdancia dc especies rcactivas de nitrógeno y oxígelu

El nivel tle especies reactivas al ilrterior de los fibroblasLos lue estir-nado por

rredio del fluolóforo diclor ol'luoresceína diaoe(ato (DCF-llA), ooulpuestc 0ue, etl

sistenlas biológicos, es setrsible a la presencia de ONOO-, II2Oz y OII (Myluc y col.,

2003). La cnantificaciórr de la abundancia tle espccies reactivas rnediante el uso dei

[ltloró[oto DCI-I]A, iletallada en la [rigula i0, arrojó r-esultarlo con un patróu cornuu tle

calnbios en atubas líneas celulares. No obstante, los {lbroblastos mt se dislingueu de su

coirtlap¿lrte silvestre pol 1os rnayores niveles ile lluol escenoia registrados cn fbrlra

ittdepeudicntc de la variat¡le establccitla clifelcncias clue estuvierou err el rango tle 25-

60'% y que, acorde a Ia prueba de T de Stude¡t fuet'olt ou todos los casos t1e relevaltcia

esladística (r<0.05). El sunritrjstro de cobte (panel A) pror ocó Lút aunlento sigui0rativo

eu la fluor.escencia (T de Stutlent, p.:0,05), cl que se acrccentó a lo largo del tiertrpo

(url.'l :19-269í, nr1-:8-14%,). En lbrma opuesra, la temireraLura (panel B) pr.ovocó ulzr

disminuciórr, tanrbión signihcativa ('t'<.le SttLdent, p<0,05), en la cr.rantihcación cle DCF.

tluc resuhó scr estacl ísticaurel le r¡ás acelltuada a las 24 (nlt+:6.59,;, mt-:63%) qLLe a las

48 hot.as (mt+:40%r, ntt-: 449'o). La ct¡trbinaciólr de coblc y telnperatüa descijbió esl¿r

lrisll¿r tcude¡rci¿t, col.l tut tletrinrell-o a las 24 lloras de -59 (rnr+)- 55% !lL-), y de 35

(nrl t) -459'á (nrt ) a las 48 Loras. El anhlisis eu coujunlo de los lcsultatkrs ol]Leltidos en

anrl¡as líne¿rs celLrla¡cs inclica c1ue, mientl'as la dosis tlc Cu:IIis 100 ¡rM aurlrentó

urodcradamentc (<3091,) 1a al¡Llndancia tle cspeoies reactivas el los fibroblastos en

cullivo, l¿r exposicititt a teuriretatru.a tuvo ei eleclo conlrario y ooll una rnagnilutl ntás
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plonunciada: la leducción cl los nivclcs dc especies reactiv¿rs cle rtitrógeno y oxígcno

lue cle aproxinarl¿rrnenle 2 veces l-especto a la cotrljción ct¡ntrol. Se obsen,ó arletrás qt¡e

el electo de la cxposición a cobLe jLrnto ai prrlso de temperattLi a generó catnbios eu los

niveles tle especies reactivas cuyo valor fue r:elcauo a la suma alitrnéiica r'lel efecio dc

anrbas varial¡les en -fonrra inclependielte. Cabe tat¡bién destac,irr que en todas las

condiciones estucliadas, inctruyenclo la condición contol, sc rcgistró un nivel más alto cle

lluorescencia en los lhbloblasLos nlutartcs. Las cóluias [1t- parccen entonces lenel,

incluso ba.;o una situación ror¡nal de cultivo, una carga nrayor de especies leactivas de

rriU óceuo y oxígeno.
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2.3. Cuantilicaciírn de hspca 1. lrs¡rala

I)or rreclio de la técurca de qPCR se cualtificó la abund¿urcia tle los l.ranscritos

tlue cotlilica[ ¡rara 1as prolcíuas de estr'és tórrrrico Ilspoa ,v iIspala. nriembros,

Lespectirranr er rte, dc las f,ulilias ilspgL) y IIsp70. Los niveles de abuntlarroia del

transcrito dc actilra el corrdioiones t1e exceso de ootrre y elevación de tenlpcratura

presc[ta[on variacioles comparables a ]as descritas en ia Tabla 4 para anrtr:rs líneas

cclulares (datos lo rnostraclos), pol Io r-1ue los corresporrdien tes yalores en cada muestra

iuer.on ul.ilizadr¡s conlo elerlento cle relerencia para normirlizar los datos de qpcR. Los

nanclcs A, B y C c1e la lrigura 11 ilescribeu el comportuniento de hspca fiente a las

conclicior¡es de exceso de cotrre y alzas de lerllperatula. Se obse¡vó ut1 aulllento

sigrrilicativo en la Iínea sih.estre ('f dc Student. p<0,05) en los nivelcs t1e este trauscrito

a las 24 horas tle exposiciór.r con Cu:llis 100 pM (2,9 veccs por sobre el coltrol). La

tenrlleratur¿r provocó taD¡bién a las 24 horas un alza t-ansitoria pe[o sigtrilicaiiva (5,2

veces, 1' dc Student, p.:(),05) en la abuutlancia de hspca, 1a tlre a las 48 holas decayó 7,2

veces resi)ccto al r:ontrol y llegó incluso a ser sigr rifi catjvaurcntc ntenor que la

abuncla¡rcia proniedio registratla en las células mt- de acuerclo a la prueba de T (13.8

vcccs, p'-0,05). La auscucia de lluotuaciones de lelevancia estaclístlca err la línea

nrut¿r,nte f'r'ente a r:obrc y pulsos de tonrper¿rt-ura I'ue revertida al colntrinar ambas

r,¿rriables. quc sí ¡rrotlujero¡, a las 24 hor¡rs, utr increntento (1,5 veces) estadístican rcDtc

signilicativo ('l'de Studcnt, p<0,05). Del misuro uroclo, en los fibrobastos silvestres el

¿llurrerto cr] este pLurto fue de 3,2 r,eces. Ni[guno de eslos calDbjos se sosluvo con]o
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lelevaul.e a Ias 48 horas cle aouerdo a la prueba de "l'cle Studenr.

I-os nivelcs de hspala eu ia líuea n¡utauie lo l¡.reron al1.cr atlos con nirrguno tie los

1t ¿l tartt ictrtos propurciott ados: sirt ernbargo^ se rlantuvieron invariableltrenle elevados

respecto a los registtailos eu la 1írrea silvestre. Ilslas dilerencias esluvieLon en el rango cle

9 a 57 r,eces y fueron, segiur la prleba de T (p.0,05), de inrportancia cstadistica. En la

línea srJvestre, el col¡tc deternlinó el inclellento de 2,53 vcces eu la airulrdancja

pronredio del transorito a las 48 hi¡¡as rle exposición. En canrbio, la teulpelatut.a no

provocó altcracjones que pudiesen sel'tornadas en considetación de acuerdo a la prueba

de T (p<0,05). Conrbirrados, el cobre y los pulsos de tetrperatura gellerarolt ult auntetlto

en l¿r abundancia del tralrscrl'ito dc hspala de 2,9 (24 horas) v 4,5 veces (48 hoLas)

respocto al corrtrol, ambas variaciones corrot¡oratlas por la prueba t1e 'l' (t<0,05). Los

rcsullaclos generados 1)resentarl elltonoes marcadas diferencias e11 los pal.rones de

at¡ulldanci¿r dc estos dos genes de estrós térnrico eu los hbroblastos ntt+ y nlt,.
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Figura 11. Abundáncia relativa de hspca y hspala en fibroblastos mt+ y mt- en condiciones de
exceso de cobre y alzas de temperatula. Células silvestres y mutartes para metalotioneina fueron
expuestos a concenÍaciones suprafisiológicas de cobre (ür) y, combinada (CuT) o independientemerte
(T), a pulsos de temperatura (Figura 16). Los paneles A, B y C grafican la abundancia, detenninada por
qPCR, de hspaa, y los paneles D, E y F, la de hspala, ambas normalizadas de acuerdo a la abundancia del
transcrito de actina. Se presenta el promedio de 3 réplicas biológicas más el respectivo elaor estándar. La
letra a indica que el valor es estadlsticamente diferente al registrado para el control (sin Cu:His) de la
misma linea celular, y la letm b, que el valor en la lfulea mutante es estadlsticamente difetente al de la lfnea
silvesÍe frente igual dosis rle Cu según la prueba de T (p<0,05).
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2.4. Acunlulació¡r de cobre y cuantificación de rntl

La deterrtrinaci(rn del contc,nido irLracelulal de cobre eu los ñbrol¡lastos rrtl y

n)t se e¡lcuentra ilustlada en los paneles A, B y C de la Iigura 12. Segírn cs posible

apreciar, el suurinistro de cobre plovocó en la linea silvestre un ilclemento paLilatino err

el prcrrretlio c1el corrterrido itttraoelular dcl nretal (241t: 2,5 r,eces, 48h: 3,7 veces), que

alcanzó nivelcs siguiltcativos a las 48 iroras tle exposrción (-l'Ce Studettt, p<0,05). Los

fibroblasLos nlt- no sc vierou alectados por la pleseucia de oobre ell este respcclo. l,a

tcrltpcratura, por otro latlo, sí rleterr¡rinó utt detliutento en el ccrtttenido del netal erl

anrbas líncas celulares, corroborado como ost¿u1ísticanrente sigtlilicativo a l¿s 24 (42,9

veoes) y 48 horas (i1,3 veces) en la líttea rttutantc, y a i¿ls 48 horas (8,4 r'eces) eu la línea

silvestle (T dc Sludent, p<0,05), Sirntlltáncal¡ente admiuisLl aclos, coble y Lelllperalrl a

no ¡rt¡rlificaron los niveles de cobre en los {ibroblastos nlut¿urtes, pero sí lo hicierou en

los fil¡rob]astos ntl-l- doude se obser-vó ult ¿rtlnlelt1o de 5,5 veces alas24 horas, y 5,1

vcces a las 48 horas, antbas variaoio¡es sigliltcativas acorrle a la prueba dc Ii (p'-0,05)

l.os 1rauelcs D, E y F rle la Figura 12 grafican la cuarfificación pol ciPCR i1e la

abundatrcia tle lrt1. Los fibroblastos lrt- no lnostraron cambios en la abundancia clel

ruensajero ni en presencia de Cu:Flis 100 ¡rM, ni fi'eute a utl pulsos de tellrperatut a, tri

anlc la colrrbinación cle ¿ulbas variables. Por el coutrario, la litrea silvestle arLmettt(r eu

for-r.tta sigui[toativa ('f de Stut]ettL. P':0,05) los lriveles del transclito t1e tntI a ias 48 horas

(t,6 r,cccs), los tluc [uer,:tr cotrsiclerablencr¡te lllayorcs (2,4 veces,'I de Stutlent, p'í,05)

a krs iletectados en la 1írrcir luulante. Los pulsos de tempelaluta l)rovoc¿rloll a IaS 48
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horas ruta tiisnrinución signilicativa (6,9 r,cces) etr la abund¿ucia ploruedio ilc nrtl (T i.le

Stutleltt, p':]0,05). Est¡ tlisurinuciót tarnbjén ularcó rura difererroia enlre a¡1l¡as líneas

celularcs en los niveles de nttl a las 48 horas (T de Studerrr, p<0.05). Cobre y

tenrperatura oonrbi¡ados l)rovoc¿rron ur alza significrativa (6,5 veces) de nrtl a las 4g

horas tle tlaianriento ('1' c1e Student, p--0.05). La abunclancia cle mtl a esle rienrpo

taurl¡ién fuc siglili c ativanrente rl¿ryor (6,3 vcces) a [a registradtr cli ]os ljtrr.oblastos

lurutalltes (T de Sturlent, p<0,051. Las dilereucias ot¡servadas en la acu¡rulacióu de

cobte y la abunilancra cle ul11 en los llbroblastos lxt+ y n11- sugreren (lue, Ircsc il que er)

la línca silveslre el i¡crer¡ento irLtracelular- dc cobre obsc¡vado ba.jo la exposición a

cobt-e y tctrtperatura autececle al autttelto de nrt I , la preselcia de ntetalotioleína es a[rn

rtcccsalia para posibilitar la sobrecarga clel nretal.
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Figura 12, Contenido intr¿celular de cobre y abundancia relativa de mtl en fibroblastos mt+ y mt-
en condiciones de exceso de cobre y alzas de temperatura. Fibroblastos silvestres y mutantes para
metalotionelna fueton expuestas a Cu:His 100 pM y pulsos de temperatura en fonna independiente (Cu,
T) o combinada (CuT) de acuerdo a lo descrito en la Figura 16. El contenido de cobre, en los paneles A, B
y C, fue estimado por AAS y normalizado en relación a la abunda¡rcia de protel[as de cada muestra. Los
paneles D, E y F p¡esentan la cuantificación de mtl relativa a la abundancia del tralscrito de actina,
determinada mediante qPCR. Se presenta el promedio de 3 réplicas biológicas más el respectivo eror
estándar. La letra a inüca que el valor es estadisticamente diferente al registrado para el control (en la
Figrua, Cu-His 0 pM) de la misma llnea celular, y la letra b, que el valor en la llnea mutante es

estadísticamente diferente al de la lfurea silvestre fierte igual dosis de Cu segúm la pmeba de T (p<0,05).

02448
Tiempo {horas)
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DISCUSIÓN

Pese a quc cl principal rol asignado a nretalotioneilta obctlcoc a ia rcgulación

iromeostática de los niveles de coble y zilc al inteliol de la célula, su participación ha

sido también invocada. cl rura amplia ganra de sitr-laciones que pouen en riesgo la

integridad celular, ajenas al mei¿rbolismo de nletales traza. E.0tre ellas se cuenta, por

cjernplo, el estrés oxidativo, Ia radiación ultravioleta y la respuesta arrti-inllanratori¿

(Pnlmiter y col., 1998, Wang y col., 2004). [,] presente trabajo buscó, en rur modek]

celular.nranrílero, dilucidar la inñuencia de esta proleína en la lespuesta lralscripciotral

dc gcncs propios dcl nrctabolisnro de rnoLales y otros vinculados a urecanisnros c1e

protección cclular, a firr de probal que la auserloia de Ml fepercute no solo en el proceso

cle adaptación a un exceso en la disponibilidad de nretales, si uo Laurbiéu etr urta

situación en apariencia tau dispar como el estrés lér'rrrioo. La colexión enlre anrbas

resprreslas tlurscripcionales eirelge corno hip(rtcsis a partir de un análisis exhaustl\,o de

los datos tle nricroarreglos glotrales (Alrncndáriz y col., 2006). A continuaciól se

cliscutcn cntonoes diversos aspeotos relererltes a la tnetodología y rcsultados obteuidos.
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l. Caracterís(icas de la nretodología ernpleatla

Iji e1 desarrollo de esta tesis resultó [uudalnenta] el ntodelo celttl¿rr r1e

libroblastos ltluriltos lltutatltes y silvestles para las uretalotiotreítias I y 2, generacios por

Pah.[iter y colaborackrrcs (I(elly y Paltliter, 1996). Cabe señalat, sitr embargo, que el

carácLer irrrlifbrenciatlo de estas 1íneas cclularcs i.racc plausiLrle la presetlcia de Mt3 y

Mt4, pr-oteírras propias, respectivalllellLe, de te.iido rleurortal y osoal)]oso (Tapiero y coJ '

2003). Esta posibiliclacl peflllarlece a 1¿r t-eoha sin descartar, y ilado qtre se clescotrooe el

gt.arlo r1e similitud o tlivergencia eu las lttuciot]cs cle ia fanrilia de las \4t, constituye ull

lactor a oo¡sic]etar a Ia hora cle iuterprctar 1os r-es¡ltados de este trabajo y sr'rs

precedcltes.

lil ar¡állsis tle vi¡bilitlad revel(¡ la existencia t1e diferencias sigtti[icalivas etr los

valorcs cle MTI etitre coutrt¡les y cólulas tt'atatlas con cobre, tettiperatura y

cobrc/tenrpertrtuL a pata anrbas liueas celulates, diferencias c¡ue luerou discrepa.utes con

los análisjs efcctLtaclos p¡r cl urétodo del az-Ltl tlipán. Cabe ta posibiliilad rle qrte esta

,-liscordaucia terrga eu uatle stt oLigett ett tlLlfl nlellot sensibilidacl del couteo con ¿rzul

tripán, o bieu en 1a ¿rltcraciól de la activiclad rnitocorldriat a raíz dc los lratanrietttos

surninistt:ados, 1o (ltre iflcicliría cu la cuatltificación tlel eusayo cle NITT. E efecto. el

cobre ha sitlo desc¡ito cono un inhibiclor de la aclividatl deshidrogerlasa tltjtocoudrial

eu cólr¡las tlc Deurot¡lastonra htLutallo (Arciello y col., 2005). olros reportes señalan que

cl nretabolisnro llrilocontlrial puetle verse acelerado al alulletltar la tetnperatura (AbeJe y

col.. 2002). Teiliendo esto elr l]lenl.e, la visiór¡ couciliatoria de los dalos recolcctaclos a
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tl avés cle ambas metodologías apurrta a que los efectos del cobre y la lemperatula en la

viabilidad de las líneas celulares empleadas soll pocos o rlinguno, lo que por 1o menos

permite asegurar que pese a que la ternperatura, y en un grado aú,n rnayor, el suministro

de cobre utilizado estáu muy por sobre los niveles fisiológicos, los resultados de este

estudio parecen reflejar-la res¡ruesta fisiológica de oélu1as no especializadas en el mauejo

tle cobre a un desafio derfro del lango de conlrol homeostático, y no 1a exposición a un

elemento o elementos altamente citotóxicos.

El diseño experimental de las condiciones de ct¡ltivo luvo cotro objetivo

posibilitar la administlación de los tratatnieutos prevíamente tlescritos, en especial

aquellos protocolos que involucraban distintos períodos de exposicióu a oobre o calo¡

de fonta tal que el espacio de tiempo existente entle la siembra y la recoleccióu de las

células fuese siempre idéntico. Es por ello que las distintas variables fuerort

sumir stradas no al inicio, en foflna sirnultánea, si no cou ia anricipación necesada para

poder ejecutar los correspondientes protocolos de medición a un mismo tiempo ñr-ral.

Ello pennitió eliminar variaciolies en el grado de confluencia que las células alcalzaron

al momento de ser recolectadas. Se incorporó adernás la abundancia de proteínas y del

transcrito que codifica para actina co¡lo elementos de referencia para ¡ronualizar valores

a comparar cntre diferentes muestras. El transcrito tle actina fue seieccionado corno gell

nonrralizador para las condiciones experiurentales expuestas a raíz tle la escasa

variabilida<l que presentó en mr grupo de 18 cDNAs de f,rbroblastos sornetidos a

corrcentraciones crecieltes de cobre (Tabla 4), variabilidatl clue fue posteriornente
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rrantcllida cn 42 cDNAs dc libroblastos cxl)uestos a cr¡lrdioiones ¡-le exceso dc cobre y

tctupcratura. El increment¡: en la abundancia relativa de nrtl oitse¡v¿rclo en la línea

silvestre en prcsencia de Cu:I{is lU0 plvl (Figura 5) lue consirleratlo couto urt contl'oi

posiLivo de la exposicióu a coble (Urani y col., 2003, Tapia ¡, col., 20f14) y pcnrilíó

t¿rnrltiérr con.oborar Ia valitlez tle l¿i utilización del tlanscrito cle actiua como elcmetttt¡ de

rclclclcia,

El análisis dc los pallones de canrbio en la aburldaroia de 1os ciistrntos trauscrilos

dc intcrós fue llevatlo a cabo rnediante 1a técriica tle qPCIl, t¡tótotlo ¡ecottociclo pol su

exac-titud y scnsibiliclacl ¡rara cuantílicar' ácidos rlr¡clcicos eu ur atttplio taugti c1e

concerrtraciones (l,channe.v co1.,2002),lazótt por la que es uol-mallttetlte utilizado a la

hora de vaiicl¿u datos originados a partir tlc n¡icro o nracroar¡cg)os. Se cousitlcró en este

análisis el utcluir réplicas biológicas (experimett tales) y no técnicas (vale decir, réplicas

clc las tnedicjones), daria la baja vanabilidad previamente obser-vada eu la cuantifioaciótl

tle las últiluas y el valor aglegado en la iniorn¡ación stministratla por las lrritneras. Los

resultados obteniilos iudican que existe tLn graclo t1e congruenoia cercatro al 70'% entre

1os resul(ados gcncrados el la ptescnte tesrs y los teportaclos por Artretldariz y col..

200(r, y por Tapia ¡r co[., 2004 (-l'ablas -5 y 6), irese ¿1 qrre erl cstos últinros lrabajos ucr

fucrou einpleatlas réplioas biológicas y se recurrió a distiltas rnetotlologías

expeliurcntales (nriclo o macroarleglos) y otros criterios r1e nonralizaciót y análists

estaclísticos. Es lecesario señal:rr que una linritaciól conthlt ¡r todos estos tnétodos es

que ¡rertrtiten lelrer sólo tttt:r itttagen irtdilccta tle la expresióu génica. ya que 1o tltte
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lealtnente estilnatl es la abuutiaucia tlc tratrsorilos, quc a stt vez es resultado tlel baiance

cntl-e la tlanscl'ipci(»i y clegradacrón de ios meusajeros. Ill alto grado dc correlación

observado sugiere tlue los carnbios transclipcionales asociados a la exposicirin a cotrre

coustituven una respuesLa biológicarnente lobusta y apoya la posibilidad de estudiar urr

ttittttcto nrayor de tt'anscritos qric en los experinreltos t1c nricroarreglos ulosLt arol ulr

cor'nllorlanl iento dilelc¡cial en reslluesia al rnetal.

2. \'iabilidad on libroblastos nrt+ y nlt-

A pesar de las apalentes cliscrepancias en los onsayos de viabilidad generados ltor'

la Linción con ¿rzul tripán y cl ensayo de M'fI, discutirlas cn el punto l, las observacjtltes

clbctuacl¿rs a trar,és rlc csl-os lnétodos corct¡rdalolr en qlie no existían dilererrcias enLre la

resistencja tlc los Ill¡roblastos sjlvestres )¡ rutantes a los distintos tratanrieutos colt

col;rc y tcr.npcral.ura. Tai cor.t.ro rlucda señalatlo en'lhpia y col., 2004, la drstilrciól en I¿r

resistetrcia ¿ll exceso de cotrrc elrtre las lílreas llt* y ntt- es deutasiatlo sutil para scr

explicada en téflujtlos de viabjlidacl, y solo tlueda en evitlencia al ser preselttada eu

lurrcii¡n tlcl conteniclo intr-acelular t1e cot¡rc. E,s por el1o qrre la irnposibilidad de

distinguir cl genotipo luutante a tl'avés dcl l'enotipo de ia resiste¡cia al nrelal llo era en

absoluto irresperada, conto talt'Uloco fuc extrañcl que el exceso dc tcmperatura.

sut.ttiitistratlo iuclcpcndieltte o conj uttlarrettte con cobre l)o lnatcase rura tlil'ercnoia eutre

la viabrliclad de ¿unbos tipos de Iibrobiastos. Cabe dcstacar aclernás clue una observaci(rn

colaleral tlel proccstt de selecciótt de genes lte cl elcrrentlo de una narcada dil'ere¡cia
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elr el riú111ero de genes apoptóticos publicados en Aunenclariz- y col. (2006) eltlt;

llbroblastos silveslres y nrutantes: 5 transclitos el iibroblastos r11t- cor)tla 2 el

hbroblastos rntl. illlo estár en concordancia con cstutlios c¡ue indicau quc cl

desplazarniento clel ecluilibrio clel sistelna ¡poptótlco iracia la muel'le celular lrente a

condiciones de roxicitlatl es más acentuado en ausencia de rnetalotioleíua (I(ondo y col.,

1997, Jia y col.,201)4). La cuartificación de la abumlanoia de mdu2, que preseltó tur

potencral sitio de ur.rión a M-l'F- I y cuyo producto génico regula a trar,és de ia

ubic¡uiLinaoión la actividad del lactor pro-apoptótico p53 (llosokarva y coi., 1998).

taml¡ión apultó en esta direoción la tlosis tle Cu:Ilis 100 ¡LM plovocri uu iucl'emellto

en los niveles del transcrito sóio on la linea silvestre.

3, Participacióu de Ia nretalotioneína en el lnetabolisnro redox

Tal vez el resultado rnás llar¡ativo anojaclo por la ouanti l-rcación de especies

rcactivas fue la predonrinancia observada de conrpueslos de esle tipo er k¡s l-rbroblastos

que c¿lrecell cle Mt, incluso bajo coucliciones llomrales de oultivo (37 "C, siu suplerlerLo

de oobr.e). Es interes¿urte clue el ;runrento en el njvel de especies redox se collelacione

cor 1a pér'tlida de uret¿rlotioncína, ya que se ¡rostulzr que los titonros dc cisLeína quc cn

esta ploteína peuni[eu la unióll tle ioues nretálicos tanlbién podrízur contribuir a la

captura clc ratlicalcs tib¡es metliantc la oxidaci(rn cle los oorespondiertes gLrpos sulhu.o

(l'altnil.cr y col., 1998. Liolangelo y col., 2004). I)e esle motlo, los resullados oxpucstus

sugicren que la Mt rro solo es necesaria pala el :rlnacerra¡u jt¡rrto de cobre y un tnancjo



68

sr:guro del contenido iltracelr.Llar tlel nretal, sino que tarnbiérl podtía ser tcquerida para

luranlelrer una aclecuatla ca.pacirlatl de secuestro de espcr-:ies rexctivas.

4. Plrticipacióu tle proteínas de estrés térnlico en el metabolisnro redox

Los resultados obtenitlos por BLtrottte y col. en latones lr¿rnsgóricos que sobLe

prorhrcen Hspala (2006) sugieren quc esla proteína protege contla el 11año oxidativo a

través c1e una r,ía cle acción que aúur no ha sido caracterizada. l-as valiaciones eu los

niveles c1e abr¡ntl¿urcia del couespondiente tralrscrito (Figrua 6), que en las células nrt-

llegaloir a irrcrelirent¿r'se ruás de 25 \,eces por soble el valo¡: observado el los

fibloblastos silvcstrcs, ildican que es lactible que e[ arurienio en la abundanci¿r tio

hspala y ofu-as posibles proteíuas c¡ue puedan srrplir o com¡rlenle¡rlar las firnciones cle Mt

otletlezca ¿i ul rnecanismo qrLe btrsca conrpensar la ausencia cle nretalotioneína.

LJu segundo puul.o a destacar radioa en la disnrinucióu ocasionada por los pulsos

de tenperatura en la abuudancia de cspecies reactivas. Selsby y I)odd (2005) obselvaton

un eleoto similar en tejido rnuscular t1e Latas que habíau sido rnmovilizatlas durantc B

días. Err este experitncnto, Ias ratas que luelon sol¡etidas a elevaciones t¡ansitorias de

lcrrperal.ura presentalon nil,eles rrenores de lnarcaclores de daño oxidativo c¡ue las que

tro Io litcron. La :ruselcia de calrbios en 1l actividatl de divetsas enzinras anlioxidantes.

enU'e ellas, glutatión reductasa, les llevó a plantear t¡re la adrnil istr:acióu de calor

conlbriir protccción por meclio de Ia inducojón dc proteinas de estrés 1énuico.

Previanreutc (1999), l']reville y col. hirbíar delectado ur aunleltLo eu los niveles tle
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C6pdh, glLLLatiirl, glutatión trairsleras¿r y glutatión reductasa en fiLrrotrl¿str¡s de ratóu

transféctados ¡rara sobr-c prodr.rcil IIsp27. ['ese a qne la cuatllificación de hsp27 por

qPCII{ fue originalnLcnlc consitlcrad¿r cn c[ presente trabajo, el enrpleo de dos dilerentes

palcjas dc partitloles no pernritió confinuar 1a presencia del tlanscrito en los oL)NAs

¿uralizatios. Los resultados :Lc1uí expuestos ¿rprultarr a que, er un¿r linea cclultr dolde la

lcgulacióu c1e los nir.eles clt: al mellos cuatro tralrscritos asociados a proteinas de esLrés

télnrjco se elrcucnua alteratla, un increr¡rcnlo cn la temperatula aúrn posibilita Ia

rccluccitin cle las especies reactivas prt:selltes. Cór.no ello ocr¡l'I.e, eÍr vista de las aparentcs

contr¿rtliccioncs y vacíos en la ilfolrnación cxistente, es una preguflt¿L que tlerece sitt

duda un esiudio nlás ¿ro¿rbado.

5. Ill cobre 1, la ubiquitinación

Cor¡tra lo predrclio pol la base de d¿rtc¡s cle cxprcsión global de 1-Lbt oblastos urL I y

mt- sornetidos ¿r couccltr¿rciones suplafisiol(rgicas de cot¡re (é.r-ntcndariz y col.,2tJ06),

no lueton obser-vadas cliferencras estatlistioas on las variacioues cle 1a abt¡ntlancia de

uba52 y nbc, ri tarnpoco tle ubb, todos goncs que dan origen al péptir-1o ubiquitiua. Irese

a clue la tenclencia de los plomcdios srrgiere u1t aLltrerlto paulatillo tle ubb y ubc a

oonceutracioles crecientes clc oobr-e. cuyos niveles resrLltaron ser signilicativan rente

rrayores en los hbrol¡lastos silvestres expuestos a Clu:l{is 100 pM respecto a la lílea

rnutaulc, r'esLrlta dllicil sopesar la relcvancja biológica de la cuautiflcación de estos tres

transcritos. La ex¡rlicaci(rrr tnás plausiblc probablemente guarcla lelación con el hecho cle
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quc los trab¿Uos que previalnente llan rcportado incrcmcutos en la nbLlndallcia de

rncusrjcros clc csta rraluralcza lo han liecho cn cspacios c1c unas i.rocas horas (lJney 1,

col., 1993) y señ¿Ilall incluso que estos caurbios son sulltaltlefll-e rápidos y de ootta

duración (Borrd y Schlesinger, 1993). tllo explicarria 1a alta varj¿bilidarl en ias

nctliciones lealizadas, y deja abrerta la posibilidad de que, a ¡'aíz tle los elevados niveles

cle cspccics rcactivas y la deliciencia en la legulaciirn de tlansclitos vinculatlos :r

proteírras con actlr,iilad clr:rperona, la potcncialmcnte ntayor abundancia de proteírras

delectuosas cr l¿I lillca nrutante provoque dil-erencias en la producoi¿)lr de ubir-luitina t¡re

se hagarr uotorias cn pcríodos rnírs estrechos ile tiern¡ro.

6. Mecanismos de regulación transcripcional potencialmente mediados por
metalotioneína

Una posiblc explicacrón para 1as difcrcnoias que lireron registraclas er Ja

cLLantilicación de los transcrilos de i»terés eu las líneas tuH y m! bajo las distintas

condiciones cstudi¿rdas tietre su base elt las obsclvar:iones realizaclas por Zhang ¡, co).

(2003), SLitt y col. (2011[r) y [-terrishr y col. (2006). Los prinreros seiralaro¡r quc! cn un

sistel]r¿r ln lrlrr.r, la presencia cle nretalotior.reína unida a zinc es absolutanlente necesalia

para posibilitar la tlanscltpción via M-l'[-l c1e un geu repoLtero balo el contr.ol de

secueuci:rs tipo Ml{lJ. La nccesidad c¡re tiene MTF-l de ligar zinc para poder ultirse al

DNA pernritc suponel'que Mt es quien posibilita al ilterior de la célLrla la translerencia

dcl ióll a este l¿rctor tle lr-anscripcitir, y qrie de este rnodo poclría nrodular sLr actividatl. El

segttnrlo grtlpo lepol'tó que la careucia de lVIt, que nol-lnalnrellte se moviljT-¿r al núcleo en
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condiciones de estrés, causa una pronunciada disnlinución en la migración de MTF'-1 al

núcleo. Ello podría ser consecuencia de 1a ausencia de quien nomahlrente cede el zinc

al factor de transcripción, o constituir un segundo meoanisrno a través del cual Mt regula

a MTF-I. En tercer lugar; Uenisiri y colaboradores (Uenishi y col., 2006) detectaron la

unión de MTF-I al complejo HSF-I/HSE y obserualon anornalías en la inducción de

hspala en líneas celulares que sobre expresaban MT'F-1. En conjunto, estas evidencias

apuutan a que 1a activi<lad c1e MTF-l podr'ía eslar alter..ada en los fibroblastos mt-, lo que

a su vez incidiría en la correcta lunción de I-ISF-1. Los elevados rdveles registlaclos para

hspala en la 1ínea mutaute, así como la invariabilidacl de hspala, hspca y hsp105 (que

presentó un potencial sitio de unión a MTF'-l) .lrente a cobre o temperatura, todas ellas

blanco de HSF-1, son cornpatibles con este rnodelo, ilustrado en la Figura 13. La menor

abundancia de hspa8 en la línea mutante tarnbién puede intelptetarse como pafle de esta

cadeua: otro de 1os elementos que parece controlar la actividad de HSF-1 es

precisatnente el producto génico de este transctito, el que de acuerdo aAhn y col. (2005)

es un regulador positivo del mencionado lactor de transcripción. El detrimento en los

niveles c1e hspa8, que lrese a la presencia de eler¡entos tipo HSE en su región promotora

ha sido descrito como pobrernente inducible ante coudiciones de estrés (Wilke y col.,

2000), bien puede explicarse en la línea mutallte collto ur1 intento por compeusar la

laleucia en la actividatl represola de M'IF-I. El modelo propuesto en la Figura 13

tanlbién explica la ausencia de cambios en los niveles de mt1 en los fibroblastos

mutantes, dado que MTI]- 1 se configura couo pieza clave en la regulación
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t|anscril.rcional tlel gen dc trret¿rlotioneílra 1 (Coyle y col., 2002). Sin ctnbargo, el

incl eureuto registrado eu zutl, otlo trlanco biett caracterizaclo cle MTF-1 ctly¿r expresió11

había sido desorita únicaluellle en presencia de zirlc (Laugnrade y col., 2000), en

libloblastos silvestres y ululalltes expuestos a oobre puede parecel et] pl llllera ¡tlstallcia

col)to ¡ra observación qLre ir.rvalida el moclelo propuesto. Uttzr explicaoiótl coucilatoria

tiene apoyo en la evicletlcia cle que la cxpresióu de gctrc, gell que codifica para la

subunirlad catalí1ica de la glularnil cistein ligasa y qrre tanrbión contiere elL su rcgiótt

prorllotora silios de u¡rión a MTF-1, puede set inclucicla itrcluso en ausettcia tlel l¡relttatio

Iirctor de tra|scri¡tciór.r (Liclilloj] y col., 200L). E,llo podría octLnir, Pol ejenlplo, e través

ul.l¿1 rcgiót] distal, alejatla all'etletlor cle 3100 ¡rares de bases del sitio de ilrioio ttre la

lranscripciiru ell el Bell humano, que contiene sitios de ufiión de respuesta alltioxidal]te

(AI{Es) nodulados meclia[l.e NlLl.,l (Myhrstatl y col., 2001). Si el coLrre elltollces

regula la tlanscripción cle este lratrspotlador de eflujo a lravés de la luisnla vía que lo

hace zinc, colno eS el caso de tltetalotiolleína, eS una pregullta que pel lilallece allielta

La complcjidad de lars regiones promotoras eu mamileros tatrbiótt pet'rnite

espec,ulirr pol t¡r,Ló los nivcles cle sodl y cos no auurelltatl cuardo la línea mt- es cxpuest¿r

a r.¡r exceso cle cobrc: en sistcnlas üt vitro, sc ha repoltado l¿L trauslercncia dc zinc dcsde

r¡ctalotio¡cílta a otros lactores tle transcripr.lión con est[uctúas de declos tle zinc, tales

c¡u1o spl,'fliIllA, el recepLol rle es[róge¡9s y Tranrtrack (Zlra¡g y cgl., 2003). Auttqtie

M-l'F--l no cstá involuctado ell la transclipción cle sot1l y ccs! se iguora a ]a fcoha c1ué

¡recÍ¡lis¡ros r¡oclulan I:r expresióu t1e los tnetrcionados lranscritos, y ulla posibilida.l a
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coLtsiderar es quc l¿1 carer)ci¿ de uretaloliorreína alcctc tlo solo la activiclatl t1e iv{TF-1 y

IISI-1, si uo taorbién dc otros lactores dc t: anscripción cltLe potlríat coutrolar a estos u

olr0s genes.

7. La nretalotioneina y el estrés térnrico en la acurnulación intracelular de cobre

'll'a1¡ajos previos (Tapia y co1.,2004) ltau t'cportarlo quc, etr lars lineas celulares

utilizadas la concentracióu intlacelular-tic cobre, irierro y zinc en contliciones ttonrtales

dc cLrltivo resulia ser irrdepeutlicntc dc ia presc'ucia c1e Mt. No o[rstanLe, etr el presettte

tlabiyo fue posiblc tletectar l.lajo estas rnismas coudiciones mar-cadas clilcrcncias eu la

abunclancia los tra¡rscritos lrspala, )rspa8 ¡, especies r.eactivas, lo c1ue, cotno se cliscute en

los purrtos 3 y (r. apunta a ia asor:iaoirin rle nretakrlioneína cor fiurLiones tlue lan ruás

allh tlc la captula c1e nretales y la configutan corno un posible r-egulador de la actividad

de lactores de transcripción y el mctabolisnro t.edox.

Saydanr y col. publicaron cn 2003 observ¿¡ciorres dor.rtle la exposiciól conjunta

dc cólulas cucalioltes a colccntlaciones tle cadnrilr y zilc por etrcittta del tango

fisiológico y pulsos breves cle terrller:atura parecia estinrLrlar siurultáneanrente la

acurnul¿rcióir intr-acelular de eslos nretales y ula notori¿r activacióu <1el pronotor de nrtl.

Anrbas variables sobrepasalor.r con oreces los liveles alcauzad.os eu la sola prescttcia tlcl

exceso de caclmio o zitrc- La sobre expresiótr de llSF-l en una lírtea trausfeclada 1'

oxllucsta a uua sobre disponillilidad de estos eleurentos talltpoco putlo equipiirar las

ruragnitudcs registraclas en la estimuiaoiórr dcl pronrotol de ¡nt1 ui la abundancia tle
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cadmio o zinc en la célula, resultados que apturtaban a la induoción de nn gen blanco tle

MTF- I rnediada por calor y metales en forma HSF-I independiente. Los autores

sugirieron clue era esta hiperestimulacióu en la transcripción de uretalotiotreila Io clue

permitía a la célula acurnulaL metales en elevadas caúidades. Los resultados aquí

descritos obtenitlos con oélulas expuestas a cobre y alzas de tenpelatura ¡rernr iten

alimrat que, pol el contralio, el aunento en los niveles de rnl1 es precedido por tm alza

de 5,5 veces en el contenido intemo del metal en la línea silvest¡e (Figura 12). Pese a

que el incremento intracelular de cobre antecede al de mtl , la ausencia de cauibios eu

los fibroblastos mutallies sugiere que la presencia de metalotioneína es aiur necesaria

para posibilital la sobrecarga del r¡etal. A la inversa, en auseucia de1 sumiuistro de cobre

la temperatura provocó una disminución en la abundancia iutracelular de este elemento

en ambas líneas celulares. El detrimento en mtl, en cambio, fue obseryado

exclusivarnente en los llbroblastos tlrt+. Ante un aumento en la tentperatura, la

acumulación de cob¡e puede tonrar entonces diferentes direcciones en función de la

ooncentración extracelular del metal. Selvaral y col. (2003) encontraron que, en líneas

celulares rJe Drosophila melanogaster, MTF-1 está encargado no solo de enfi:entar 1a

sobrecarga de cobre si no taml¡ién su deliciencia, de forma que es capaz de actival: la

transcripción de Ctrlb con el objeto de incrementar el ingreso de cobre a la célula. Esta

observación pemrite plantear uuo de tautos escenarios posibles, donde la temperatura

podría estirnular la salida de oobre desde la célula al modificar la actividatl o afinidad de

transpodadores de eflujo como AIPTA o AfP7B. En un intento por com¡rensar la
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consiguiente deficiencia del rnetal, el detrimento en el contenido intracelular de cotrre

plovooaría la activación - vía MTF-1 - de ctrl o algún otro col.nporlente de entrada

desconocirlo que en maruíferos contenga sitios tipo MRE en su región promotora, 1o que

en últina instancia couduciría a la inducción de mtl. Dado que la actividad de MTF-1 es

hipotéticamente deficier.rte en los fitrroblastos rut-, ello explicaría por qué pese a que la

sobrecarga de cobre es auterior al aumento en rntl, la presencia de meta.lotioneína parece

ser condiciór.r necesaria para posibilitar este incrernento en el conlenido intracelular del

metal, además tle establecer un Lrteresante parangón con los mecanismos y propósitos

que también en levadura dirigen la inducción del gel cupl bajo condiciones de estrés

téruico (Silar y col., 1991).
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Figura 13. Nlecanismo propuesto para la regulación mediada por metalotioneína de la actividad de
MTF-I y HSF-I. La figura describe la serie de pasos requeridos para activar la transcripción de genes

blanco de MTF-1 y HSF-1 en una célula silvestre para metalotioneína. El exceso de cobre es capturado
por Mt, y el zinc desplazado de la proteína es consiguientemente transferido a MTF-I, lo que posibilita la
unión de este factor de transcripción a los sitios MRE- No es claro si a través de la transferencia de zinc u

otro mecanismo Mt (que también se traslada al núcleo en condiciones de estrés) promueve Ia migración de

MTF-l al núcleo, pero cuando ello ocurre MTF-1 puede acoplarse a HSF-I y reprimir su actividad. Esta
función represora es opuesta al papel de Hspa8 como activador. Todos los puntos de control descritos en
esta cadena se €ncontrarían desregulados en ausencia de Mt. La presencia de los componentes de la
maquinaria de transcripción ha sido intencionalmente omitida con el objeto de simplificar la gráfica. Por
esta misma razón, las escalas de tamaño y las relaciones estequiométricas entre cobre o zinc y Mt (que
puede contener hasta 8 átomos de metal) o MTF-I (que en realidad tiene 6 dedos de zinc) tampoco han
sido representadas cabalmente.

hsp105
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CONCLUSIONII,S

La gcuetaciórr de una colecoión de l2 estándares para clPCll{ pormitió cLraltificar

las tuocl illcaciotles etr la abulld¿rncra tle transciitos ligados a Droccsos de ubiquitir ración.

cstl-és tét'ltrico ¡r rnetatrolistro tle uretales en fibrgblastos l.ut+ y ¡rt- exl)uestos a

co ce tr.acioDes sLrplafisiológicas cle cob¡c. I-as ilifctelloias obselYatlas err ios

parálllcl-ros [isiolirgicos etttre líneas celulares resultaron ser aún rrrás acelrtuad¿rs e]r

tórntitttts tratrsc ripcion zrlcs. darlo clue todos, salvo 1 de los 9 Llansclitos ctLya abunclarrcia

autnelltó cn rcspuesta al cxceso cle cobr-e en la líuca silvestre pcrmanecieron ilvariables

en la líuea lnutalte. E,ste análisis pernritió identil'rcar no solo divergelcias en los

can¡bios t1e abrittd¿rttcia del 89% cle los transcritos que se vicron allet aclos et1 la líuea

sjh,estle, si no tami¡iélt detectar n¡arcadas discrepancias el los lliveles basaJcs tle hspal a

y hspa8, crLyos prorltrctos gónicos son ntienrl¡ros de la fanrilia llsp70.

l,tr exposicirin conjunta o intlependierrte a conclicjo¡es tle exceso tle cobre y

tetttpcrairtra hizo evidentc que la carencia de r.netaloLioueína se corrclaciolta corl

difcrcnclas eu el oou4rortanr icnto fisioltigico y transcripcional de la célula, oatnbios que

porlríau ser explicados por una irlteracióu el la aotividad tle los láctores t1e transcripción

M1'F-l y llSF-1. Ello extjclde las posibles hurciones de nreLalotio¡eína t1ás allá dcl

ntetal¡olisuto cle cobt'e y zinc y la conligLLra en uu modelo celular manlífero oonlo Lur

posible con¡ronente dc l¡r recl tle legulación gétrica activatla por cobre 1y'o tenrperatura,

rol rlue eucucrrtla cietl.o pa.ralelo en levaclura.
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Finah»ente, es neoesalio señalal que el modelo propuesto en e1 pt'esente r.rabajo

(Figura 13) da espacio a u,a serie de hipótesis cuya valitlez anrerita ser evaluada

experiut enlahnente, y que podrían proporcionar una irrteresante óptica clesde la cual

juzgar cl sentido de una proteítia cr"tya Iirnción parece leuer tantas difereltes aristas

con)o es metakrtioneína.
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