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RESUMEN

El control de la homeostasis del cobre hace uso de mecanismos muy finos y
altamente conservados desde levaduras hasta humanos. La esencialidad de este
metal para los organismos eucariontes reside en el papel que juega en la transferencia
de electrones a enzimas que cumplen funciones tan indispensables y dispares como
la respiracion celular y la sintesis de neurotransmisores. Es esta misma capacidad de
transferir electrones al fluctuar entre 2 estados de oxidacion, Cu*' y Cu'?, la que
confiere al metal el poder de catalizar la formacién de especies radicales libres y lo
hace en potencia toxico cuando sus niveles exceden los requeridos por la célula. El
presente trabajo pretende explorar la posibilidad de que metalotioneina, proteina
involucrada en el almacenamiento de cobre y zinc, esté ademds vinculada al
establecimiento de la respuesta transcripcional que permite la adaptacion a
concentraciones de cobre suprafisioldgicas y también a altas temperaturas. Con este
objeto, fueron empleadas lineas celulares de fibroblastos de raton silvestres y
mutantes para metalotioneina.

Las observaciones aqui expuestas indican que, en el modelo celular utilizado,
la ausencia de metalotioneina se correlaciona con marcadas diferencias en los
patrones de abundancia de diversos genes vinculados al metabolismo de metales, el
estrés oxidativo, el estrés térmico y el control apoptético en condiciones de exceso
de cobre y/o temperatura. El registro de parametros fisiologicos como la abundancia
de especies reactivas de nitrogeno y oxigeno y el contenido intracelular de cobre

también tuvo como resultado un potorio contraste en el comportamiento observado



entre ambas lineas celulares.

El conjunto de los resultados generados en el presente trabajo extiende las
posibles funciones de metalotioneina mas alla del metabolismo de cobre y zinc y la
configuran, en un modelo celular mamifero, como un potencial componente de la red
de regulacion génica ligada a la adaptacion celular a cobre y temperatura, rol que

tiene un cierto paralelo con los mecanismos previamente descritos en levadura.



ABSTRACT

Control of copper homeostasis involves very fine and highly conserved
mechanisms from yeast to humans. The essentiality of this metal in eukaryotic
organisms relies on the role it plays in electron transfer to enzymes with widely
diverse and important functions, such as cellular respiration and neurotransmitter
synthesis. It is the same ability to exchange electrons by alternating between two
oxidating states, Cu'! and Cu'?, what confers this metal the capacily to catalyze the
formation of free radical species and making it potentially toxic when its levels
exceed cellular requirements. The present work aims to explore the posibility that
metallothionein, a protein involved in copper and zinc storage, is also linked to the
establishment of a transcriptional response that allows adaptation to copper excess
and also to supraphysiological temperatures. For this purpose, wild type and mutant
metallothionein fibroblastic cell lines were employed.

The observations described here indicate that, in the cellular model utilized,
the absence of metallothionein is correlated with marked differences in the
abundance patterns of several genes involved in metal metabolism, oxidative stress,
heat shock and apoptotic control in copper and/or temperature excess conditions.
Physiological parameters such as the abundance of reactive nitrogen and oxygen
species and intracellular copper content also showed a notable contrast in the

behavior of both cell lines.

Taken together, the set of results generated in the present work extends the

possible functions of metallothionein further from copper and zinc metabolism and



INTRODUCCION

1. El cobre como nutriente

El cobre es un metal de transicién inﬁis_pensable para la ocurrencia de un amplio
rango de procesos biologicos, entre los que se incluye la sintesis de Iléuroh‘ansmis01‘es,
la respiracion celular y la defensa contra radicales libres. El cobre puede existir en
estado oxidado, Cu"™, o reducido, Cu™’, y su rol en la facilitacion de la transferencia de
electrones en diversas enzimas da cuenia de su esencialidad para la vida de todos los

organismos eucariontes y también de algunos procariontes (Uauy y col., 1998).

2. El cobre como agente toxico

Pese a su condicion de nutriente esencial, la acumulacion de cobre por sobre los
requerimientos celulares puede llegar a ser toxica a raiz de la naturaleza redox activa de
este metal, que facilita entonces la formacién de radicales libres con el consiguiente
dafio oxidativo en lipidos, proteinas y 4acidos nucleicos. Las células cuentan con
solisticados mecanismos homeostaticos que les permiten manejar muy finamente la
entrada, distribucion, almacenamiento y salida del metal (Puig y col., 2002). Ei
ostensible avance en la identificacion y caracterizacion de las proteinas involucradas en
esta red homeostatica a través del modelo de Saccharomyces cerevisiae en los Gltimos
10 afios ha posibilitado el desarrollo de una comprension mucho mas acabada del flujo

de, interacciones que implica la adaptacion celular a la disponibilidad de este metal en el



medio. Actualmente, se sabe ademas que existe un enorme paralelo en los mecanismos
propios del manejo del cobre en los organismos eucariontes, dado que la mayoria de los
genes de la maquinaria homeostatica de levadura se encuentran también conservados en
mamiferos. Existen, sin embargo, diferencias que radican en la cantidad e identidad de
los factores de transcripcidon encargados de regular la via metabodlica del metal. A
continuacion se describe brevemente la homeostasis de cobre en eucariontes, conforme

al conocimiento acumulado a la fecha.
3. L.a homeostasis de cobre

En la sangre, el cobre se encuentra en mas de un 90% en estado oxidado (Cu™),
unido a una ferrooxidasa llamada ceruloplasmina (Meyer y col., 2001), la que utiliza el
cobre como cofactor. Otras proteinas que, en menor abundancia, ligan cobre en el
plasma son la transcupreina y la albimina (Linder y col., 1990), ademés de aminoacidos
como glicina e histidina (Uauy y col., 1998). Existen en la célula dos transportadores
que permiten el ingreso de cobre desde el plasma en la forma reducida (Cu'"), estos son,
Ctrl, transportador de alta afinidad y especifico para cobre (Zhou y col., 1997), y Dmtl,
compartido con metales bivalentes (Gunshin y col., 1997; Arredondo v col., 2003). En
levaduras, esta funcion es ejecutada por Ctrl y Ctr3, transportadores de alta afinidad por
cobre, Ctr2, transportador de baja afinidad, y Fet4, compartido por cobre y hicrro (Uauy
y col., 1998). Para ingresar a la célula, por tanto, el cobre debe ser previamente reducido,

y se postula que, en mamiferos, las metaloproteasas Steap (Ohgami y col., 2000), la



proteina precursora del amiloide, App, y su homologa Aplp2 harian las veces de cobre-
reductasa en el medio extracelular (Multhaup y col., 1996). Las responsables de la
reduccion del cobre en la membrana plasmatica de levaduras forman parte de una
familia codificada por los genes frel-7 (Georgatsou y col., 1999).

En el interior de la célula existen proteinas con una gran afinidad por cobre que cumplen
el rol de chaperonas y estan encargadas de la destinacion directa del metal a las
cuproenzimas a través de interacciones par-especificas. El cobre libre es mantenido,
mediante este control, en concentraciones menores a una molécula por célula (Rae y
col.,, 1999). En mamiferos, las chaperonas descritas hasta ahora son: Ccs, especifica para
la cobre-zinc superoxido dismutasa, Hahl, que transfiere cobre a Atp7 A y B (también
llamadas proteinas de Wilson y Menkes, respectivamente), y Cox17, que es la chaperona
que interactiia con la citocromo c-oxidasa. Sus correspondientes homélogos en levadura
son denominados Ccs, Atx1 v Cox17. Todas ellas presentan un motivo de union a metal
altamente conservado en eucariontes que permite la unién de un atomo de Cu'

(Huffman y O Halloran, 2001).

Una vez en la célula, el cobre puede ser alternativamente almacenado o
conducido a la red del trans-Golgi. En este ultimo caso, algunas apoenzimas sintetizadas
en el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi tales como (apo)ceruloplasmina,
(apo)lisil oxidasa y (apo)tirosinasa son convertidas al estado de cuproenzimas. Es a
través del transportador Atp7A, presente principalmente en células del epitelio intestinal,

y de Atp7B, predominante en células hepaticas, que el cobre es translocado desde el



citoplasma a la red del trans-Golgi desde donde es transferido a proteinas o su exceso
destinado al medio extracelular (Paynter y col.,, 1999; Yamaguchi y col., 2001}). El

homologo Cec2 desempefia igual funcidn en levaduras (Yuan y col., 1995).

4. L.a metalotioneina

En lo que respecta al almacenamiento del metal en el interior de la célula, [a
metalotioneina, proteina citosolica presente tanto en levaduras como mamiferos (Uauy y
col., 1998), ha sido descrita como un componente de suma relevancia, ademas de ser
crucial en la supervivencia celular frente a la exposicion a concentraciones de cobre
fisiologicas vy suprafisiologicas (Tapia y col., 2004), y estar también implicada en la
respuesta antiinflamatoria y antioxidante, en el almacenamiento de zinc y la
detoxificacion de cobre, zinc y cadmio (Palmiter, 1998). A causa, en parte, de sus
multiples funciones, no se cuenta ain con una comprension cabal de su rol biologico.
Existen cuatro genes funcionales conocidos para metalotioneina, denominados Mtl,
Mi2, Mt3 y Mit4, los que en humanos dan en COIllelltO origen a por lo menos 12
isoformas. Mientras que Mt3 es expresada solo en el cerebro y Mt4 es especifica de
epitelio escamoso asociado a mucosa bucal, esdfago e intestino grueso, Mtl y Mt2 son

ubicuas en los tejidos animales (Tapiero y col., 2003).



5. La regulacion transcripcional de Mt

En mamiferos, la transcripcion de genes como mt y el transportador de eflujo de
zine (zntl) es modulada por medio de secuencias reguladoras de tipo cis que responden
a melales y reciben el nombre de MREs (Metal Response Elements) (Langmade vy col.,
2000). La unién de zinc a una proteina de multiples dedos de zinc, el factor de
transcripcion de union a MREs 1 ¢ MTF-1, determina la formacién del complejo
MRE/MTEF-1, y con ello, la generacion de una sefial de estimulo de la transcripcion
(Samson y Gedamu, 1998). Experimentos in vifro indican que metalotioneina funciona
como un donante de zinc para MTF-1 (Zhang vy col., 2003). La presencia de elementos
que regulan la expresion de los genes vinculados a la homeostasis del cobre resulta ser
bastante mas evidente en mamiferos que en levaduras, ademéas de involucrar una serie de
reguladores transcripcionales no relacionados con metales sino ligados a otros procesos
celulares. Un ejemplo de ello es el gen de metalotioneina, que en Saccharomyces
cerevisiae recibe el nombre de cupl. Su transcripcion es inducida en forma cobre-
dependiente a través del activador transcripcional Acel, el que reconoce elementos
denominados UAScup1 duplicados en tandem en la region promotora del gen (Thiele y
Hamer, 1980), y en forma cobre-independiente en respuesta a alzas de temperatura por
medio del factor de transcripcion HSF-1 (Heat Shock Factor 1), el que se une a
secuencias llamadas HSEs (Heat Shock Elements), también situadas en dos copias rio
arriba del gen (Silar y col., 1991). El proceso de transcripcién ocurre in vive ain en

ausencia de varios componentes de la maquinaria de transcripcion basal de levadura



(LeBlanc y col.,, 2000). En contraste, en mamiferos los factores MTF-1, USF-1
(Upstream Stimulatory Factor 1), USF-2, SP-1 (Specifity Protein 1), NRF-2 (Nuclear
Respiratory Factor 2) y la proteina c-fos han sido implicados como participes en la
transcripeion de mt, la cual se ve inducida en respuesta a un sinniimero de metales (zinc,
cobre, cadmio, mercurio, plata y bismuto), ademés de quimicos, citoquinas y hormonas
vinculados al dafio oxidativo e inflamatorio (Coyle y col., 2002). Poco se conoce acerca
del control, ya sea transcripcional, traduccional o post-traduccional, de otros elementos
del metabolismo de cobre tales como Ctrl, Atp7a/b, Ces y Sod] , cuyas contrapartes en

levadura cuentan con mecanismos de regulacién bien caracterizados (De Freitas y col.,

2003).

Trabajos previamente realizados en nuestro laboratorio (Tapia y col, 2004)
sefialan que fibroblastos murinos de una linea celular de genotipo silvestre modifican los
niveles de transcritos para los genes ccs, sodl y mtl ante un aumento en el cobre
disponible. Sin embargo, en una segunda linea celular cuyo genotipo difiere tinicamente
en la insercidn de un codon de término cercano al inicio de la traduccion en los genes
que codifican para las metalotionefnas 1 y 2, los mensajeros para ccs, sod y mtl
presentan un patron (ranscripcional completamente distinto frente a idénticas
condiciones. Estos resultados indican que frente a un mismo factor externo, la presencia
0 ausencia de Mt determina una respuesta celular diferencial y sugieren por lo tanto un

papel de Mt como parte de la maquinaria que regula la expresion de genes implicados en



el metabolismo del cobre o el manejo del estrés oxidativo. Una segunda linea de
evidencia en esta direccion proviene de resultados publicados por Armendariz y
colaboradores (2006), donde un analisis de los datos de expresion global en las lineas
mt+ y mi- ya mencionadas conduce a la siguiente observacién: en ausencia de
metalotioneina, las células expuestas a cobre no registran un aumenio de varios
transcritos vinculados a mecanismos mas generales de proteccion celular, como
chaperonas de estrés térmico y ubiquitinacion, que si se incrementan en los {ibroblastos
silvestres frente al exceso del metal. Las siguientes lineas describen brevemente la

naturaleza de estos dos ultimos grupos de genes.

6. Vinculos entre el estrés térmico, la ubiquitinacion y el metabolismo de metales

Las proteinas de estrés térmico o hsps (de Heat Shock Proteins) conforman una
red de chaperonas que previenen la agregacion y posibilitan el correcto plegamiento de
proteinas nacientes o desnaturadas, ademas de participar en la regulacion apoptdtica
(Soti y col., 2005). Su expresion 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 suprafisioldgicas (Winter y Jakob, 2004). El vinculo entre
la homeostasis de metales y las hsps resulta particularmente interesante dada una serie
de antecedentes como la sensibilidad del gen cupl de levadura a las alzas de temperatura

(Silar y col., 1991), la ostensible estimulacion del promotor de mtl frente a la



exposicion simultanea con temperaturas suprafisioldgicas mas cadmio o zinc (Saydam y
col., 2003), y la recientemente descrita interaccién entre MTF-1 y HSF-1, este tiltimo,
factor de transcripcion que dirige la expresidén de diversas hsps (Uenishi y col., 2006).
Las proteinas que presentan plegamientos andmalos no corregidos pueden ser dirigidas
al sistema de ubiquitina-proteasoma, que conforma la principal via de degradacion de
proteinas en la célula (Nandi y col., 2000). Este sistema es regulado casi totalmente por
mecanismos de fosforilacién que son activados por sefiales extracelulares (Gao y Karin,
2005). Uno de los pocos ejemplos existentes de la regulacion transcripcional de esta via
de degradacion es el del gen de la ubiquitina de pollo, que contiene en su promotor dos
elementos HSE y cuya expresion es inducida rapida y transitoriamente por el estrés
térmico (Bond y Schlesinger, 1986), con una vida media proxima a los 90 minutos. Ello
hace entonces plausible plantear que la proteccion que brindan estos dos grupos de
proteinas puede ser de suma utilidad para la célula al verse sometida a un exceso de
cobre, posibilidad que encuentra apoyo en el reporte del aumento en los niveles de
mensajero de hsp70 y ubiquitina en respuesta a la exposicion a hierro en lineas

neuronales de raton (Uney y col., 1993).

El conocimiento disponible apunta entonces a que metalotioneina determina una
respuesta celular diferencial ante la disponibilidad suprafisiolégica de cobre, donde los
patrones de abundancia de diversos genes, no necesariamente vinculados al metabolismo
de metales, se ven modificados en funcion de la presencia o ausencia de esta proteina.

La evidencia indica también que existe, aunque difuso, un vinculo entre la homeostasis



de metales y el estrés térmico. El presente trabajo pretende evaluar si la carencia de Mt
puede determinar una disrupcién en el sistema conformado por las Hsps, y las

eventuales repercusiones que ello tendria en la via de degradacion de la ubiquitinacion y

el estado fisiologico de la célula.
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7. Hipotesis

La ausencia de metalotionefna no solo modifica la respuesta iranscripcional de los
componentes propios de la homeostasis de cobre frente a un exceso en la disponibilidad
del metal, si no que también repercute en la capacidad de la célula para regular la

abundancia de otros transcritos vinculados con mecanismos de proteccion celular frente

al estrés térmico.

8. Objetivo General
Estudiar las consecuencias transcripcionales y fisiologicas que conlleva la ausencia de
MT en células sometidas y no sometidas a situaciones de estrés térmico vy

concentraciones suprafisioldgicas de cobre.

9. Objetivos Especificos
a. Generar una coleccion de productos de PCR purificado que permita la cuantificacion
por qPCR de genes vinculados con el metabolismo de cobre, estrés térmico y

ubiquitinacion en fibroblastos mt+ y mt- expuestos a cobre.

12 genes de interés, relacionados con metabolismo de metales, estrés térmico y
ubiquitinacion, mas 3 genes potencialmente utiles como elementos de normalizacion
fueron seleccionados desde la literatura y una base de datos de expresion global en
fibroblastos mt+ y mt-. Tras diseflar las correspondientes parejas de partidores y

encontrar las condiciones Optimas para la cuantificacion por gPCR de estos 15
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{ranscritos, sus correspondientes patrones de abundancia fueron analizados en cDNAs

provenientes de la exposicion a 0, 50 y 100 uM de Cu:His de ambos tipos celulares.

b. Determinar, para ambas lineas celulares, las alteraciones temporales en la viabilidad,
el contenido de cobre, especies reactivas de nitrégeno y oxigeno y patrones de

abundancia de transcritos seleccionados en el objetivo anterior, en condiciones de exceso

de cobre y temperatura.

Qe confecciond un protocolo que considera 3 tiempos para la exposicion
combinada e independiente de fibroblastos silvestres y mutantes para metalotioneina a
golpes de calor (42 °C) y Cu:His 100 pM (0, 24 y 48 horas). En estas condiciones, se
registro la variacion de parametros fisiologicos y la abundancia de mtl y dos transcritos

de esirés térmico.



MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1. Lineas Celulares

Para el desarrollo del presente trabajo se hizo uso de dos lineas de fibroblastos de
raton inmortalizados por infeccion viral (Kelly y Palmiter, 1996). Ambas provienen de la
progenie del cruce de una cepa de ratones mutantes para el gen de la ATPasa de eflujo de
Menkes (Kelly y Palmiter, 1996), atp7A, 1ocaliza(io en el cromosoma X, con una
segunda cepa de ratones mutantes para los genes que codifican las metalotioneinas 1 y 2
(Masters y col., 1996). Asi se did origen a las lineas celulares mt+ y mt- utilizadas en

esta lesis, las que fueron donadas amablemente por el Doctor Johnathan Gitlin de la

Universidad de Washington. .

1.2. Partidores

Los partidores utilizados para PCR convencional y en tiempo real fueron
sintetizados por Alpha DNA (Quebec, Canada). A excepcién de los pares para actina
(Schmittgen y Zakrajsek, 2000) y la chaperona de cobre para la superéxido dismutasa,
ces (Tapia y col, 2004), cuya secuencia proviene de los reportes mencionados, la
totalidad de las parejas de partidores fue disefiada a través del Programa Primer Premier

3.0 (Primer Biosoft International). La siguiente tabla conliene las respectivas secuencias
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sentido y antisentido de los partidores para cada uno de los genes de interés en direccion

5°—3’, asf como también el tamafio esperado para cada amplicén:

Ract tacgaccagaggcatacagggacaa accaactgggacgacatggagaaga 214
g3pdh accacagtccalgecaleac tccaccaccetgttgetgta 452
plp0 ggegacciggaagtcoaact ccatcageaccacagcecttc 149

mt] cegigggetgetecaaat tagpaagacgotggptts 134

znt! gaagtgatgacccagtggatgt gaccacgatcacggageecaa 152
sod1 gaagcatggcgatgaaage actgalggacgiggaacce 156

ces tcecttatccaagatcacag cgaggaccaaataacctga 222

hsp105 tglelelgggaagalgaacag caclatetcaalggeacteac 136
hspea cectgaccattgtggataceg geteategicgttatgeticg 213
hspa8 glitctacccagaggaagigle ctgatgtetttetigtgetticg ' 424

hspala tacttcactcettagtilgte attaacagggaagataaagcc 107

ubb ggelggelattaattatteppte geaagtggctagagtgcagagt 73

ube ccaccaagaagglcaaacagg cacacccaagaacaageacaag 38
ubas2 cegaclacaacalccagaaagag acatgccagglalgaccacag 241
mdm?2 geagaagaaggcttggatgl gatggliggpaatagtcgtc 143

Tabla 1. Partidores empleados en la amplificacion y cuantificacion de los genes analizados. En la
tabla se incluyen las secuencias de los partidores utilizados tanto en la amplificacion por PCR
convencional como en la cuantificacion de la abundancia relativa de transcritos por PCR en tiempo real

para cada uno de los 15 genes analizados en esta tesis y la longitud en pares de bases (pb) de sus
respectlivos amplicones.

1.3. Sales y Reactivos
La totalidad de las sales y reactivos utilizados fue adquirida a los fabricantes Merck

(New Jersey, EUA), Sigma (Illinois, EUA) y Winkler (Santiago, Chile).
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2. METODOS

2.1. Cultivo y tratamiento de lineas celulares

2.1.1. Mantencion de lineas celulares en cultivo

Las lineas mt+ y mt- fueron mantenidas en forma sistematica a 37 °C en una
atmosfera de 5% de CO,, suplementadas con medio Dulbecco modificado (DMEM) con
10% (V/V) de suero fetal bovino, penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100 pg/mL),
CuSO4 0,44 uM (Gibco BRL, Maryland, EUA), en placas circulares de 65 6 100 mm de
didmetro (Tapia y col., 2004). Al cabo de 2 a 3 dias en la placa, cuando las células
alcanzaban cerca de un 80% de confluencia, eran lavadas 2 6 3 veces con una solucidn
tampon de fosfato salino pH 7,4 (PBS) y recuperadas a través de una tripsinizacion
suave con 0,05% tripsina y 5,3 mM EDTA - 4Na en PBS por alrededor de 3 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente eran centrifugadas a 800 G por 3 minutos,
resuspendidas en | mL de PBS y nuevamente centrifugadas por otros 3 minutos a 800 G,

para luego ser sembradas en una nueva placa con medio fresco a una densidad

aproximada de 3000 células/cm” (2.1 2.}

2.1.2. Conteo por tincion con azul tripan
El nimero de células vivas en una determinada muestra fue determinado

mediante el conteo en una camara de NeuBauer de células teflidas con azul tripan



diluidas en una proporcién 1:10 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Montana, EUA)

(Armendariz y col., 2006).

2.1.3. Almacenamiento de lineas celulares

Con el objeto de criopreservar las lineas de fibroblastos, las células fueron
recuperadas desde placas de cultivo mediante el protocolo de tripsinizacién descrito en
2.1.1. y resuspendidas en DMEM con un 20% (V/V) de suero fetal bovino y un 10%

(V/V) de dimetil sulfoxido (DMSO) en una concentracién cercana a 10° fibroblastos/mL

(ver 2.1.2.).

2.1.4. Tratamientos con cobre y temperatura

Ambas lineas celulares fueron sometidas a tratamientos con concentraciones de
cobre y temperaturas suprafisiolégicas. Las condiciones de culiivo descritas en 2.1.1
fueron usadas como estado de referencia o control. En esta situacion, la concentracidn de
cobre en el medio es de 0,44 uM (Tapia y col., 2004). Para las cuantificaciones por
gPCR, que permitieron verificar los datos de expresion generados a partir de

hibridaciones en macro y microarreglos (Tapia y col., 2004, Armendariz y col., 20006),
fibroblastos mt+ y mt- fueron sembrados a una densidad aproximada de 10,2 x 103

células/cmz, y transcurridas 20 horas post-siembra, el medio nutritivo fue reemplazado
ya fuera por medio [resco sin suplemento de cobre, o por medio con una dosis de 50 ¢

100 pM de Cu-His (en proporcidn 1:10). Las células estuvieron expuestas a este medio
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durante 48 horas. Un segundo tipo de tratamiento involucré la exposicion de los

fibroblastos a un exceso de cobre y/o temperatura (Figura 8). En este caso, ambas lineas
celulares fueron también sembradas a una concentracion aproximada de 10,2 x 103

células/01112, y al cabo de 20 horas el medio de cultivo fue reemplazado por medio
fresco. Tras el cambio de medio, el total de placas fue agrupado en 8 lotes de igual
numero. 2 de estos lotes fueron expuestos a 42 °C por 90 minutos, antes de volver a 37
°C con las placas restantes. Finalizado este periédo de elevacion de la temperatura, se
suministro un suplemento de Cu:His 100 uM uno de los lotes sometidos a 42 °C y a otro
de los mantenidos a 37 °C. Este protocolo de exposicion a cobre y/o temperatura fue
replicado con un desfase de 24 horas (44 horas post-siembra) en 3 de los lotes restantes,
de forma que 69,5 horas después de haber sido sembradas, parte de las placas de
fibroblastos mt+ y mt- hubiese estado expuesta a Cu:His 100 pM (placas que fueron
denominadas respectivamente Cu24 6 Cu48, de acuerdo a las horas de exposicion), otra
parte sometida a 42 °C por 90 minutos 24 ¢ 48 horas atras (las que recibieron el nombre
de T24 6 T48), una tercera fraccion, recibido tanto una carga de cobre como temperatura
(llamadas CuT24 y CuT48), o hubiesen estado en condiciones normales de cultivo a lo
largo de todo el experimento (designadas como Control). Una vez acabado el periodo de
tratamiento, las cé¢lulas fueron procesadas, de acuerdo al protocolo pertinente, para aislar
RNA (2.3.3.), cuantificar metales (2.2.1.), determinar la abundancia de especies

reactivas de oxigeno (2.2.4.) o estimar viabilidad en un ensayo de MTT (2.2.3.) o azul

tripan (2.1.2.).
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2.2. Procedimientos generales
2.2.1. Cuantificacion de metales

La cuantificacion del contenido intracelular de cobre, hierro y zinc fue registrada
en fibroblastos mt+ y mt- sembrados en placas de 6 pocillos sometidos a tratamientos
con cobre (2.1.4.). El medio fue retirado y los fibroblastos ya tratados se lavaron 2 veces
con PBS. las células fueron posteriormente sometidas a tripsinizacion (2.1.3.),
centrifugadas a 3000 rpm por 3 minutos y resuspendidas en 150 pL de PBS. De este
volumen, 50 pL fueron destinados para cuantificar proteinas (2.2.2.) y los 100 pL
restantes (aproximadamente 8 x 10° células), resuspendidos en 1 mL de acido nitrico
65% (v/v) en agua desionizada bi destilada. Esta resuspension celular fue incubada por
16 horas a 65 °C, con el propédsito de completar la lisis acida (Gonzalez y col., 1999).
Para cuantificar el contenido intracelular de cobre y hierro se utilizo un espectrometro de
absorcion atomica (AAS) con horno de grafito SIMMA- 6100 (Perkin Elmer,
Massachussets, EUA), cuyo limite de deteccion circunda las partes por billon (ppb). La
abundancia de zinc, en cambio, fue estimada en un espectrometro de absorcién de llama
(2280 Perkin Elmer, Massachussets, EUA) que tiene un limite del orden de partes por
millén (ppm). A través de curvas de calibracion con diluciones seriadas de estandares
para cada metal (JT Baker, New Jersey, EUA), la lectura de cada muestra fue expresada

en nmoles y posteriormente normalizada por miligramo de proteina (2.2.2.).



2.2.2. Cuantificacion de proteinas

La abundancia de proteinas en distintas muestras fue cuantificada a través del
meétodo de Bradford (Bradford, 1976). 2-4 x10° células fueron lisadas en NaOH 0,5 N,
Triton 0,1 % v/v (2.2.1.) o NaOH 0,1 N (2.2.4.) y diluidas en agua destilada y reactivo
de Bradford en proporcion 1:8:1. La cuantificacion fue efectuada a una longitud de onda
de 595 nm en un espectrofotometro .Perkin Elmer MBA 2000 (Massachussets, BUA), y
la concentracion de cada muestra fue interpolada por medio de una curva de calibracion

hecha con concentraciones conocidas de albtimina de suero bovino (BSA) (Gibco BRL,

Maryland, EUA).

2.2.3. Estimacion de Ia viabilidad celular (MTT)

Las células tratadas en placas de 24 pocillos fueron lavadas con PBS ¢ incubadas
durante 1 hora a 37 °C en 300 pl. de medio DMEM suplementado con 5 mg/mL de
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-if)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) (Mossman y col.,
1983). Una vez finalizado el periodo de incubacion, el medio fue reemplazado por 200
uL de isopropanol 70 % v/v HCI 0,04 M para permitir durante 15 minutos a tanpelﬁtura
ambiente la solubilizacion de la sal de formazan, producto de la metabolizacion
mitocondrial de MTT. La abundancia de formazin en cada pocillo fue estimada por
colorimetria, mediante el registro en un lector de Elisa Elx800 (Bio-tek Instruments,

Vermont, EUA) de la diferencia en la absorcién a 570 y 630 nm. Los valores obtenidos
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se encuentran expresados como porcentaje del promedio de las muestras control.

2.2.4. Cuantificacion de especies reactivas de nitrogeno y oxigeno (DCF-DA)

Los fibroblastos, en placas de 24 pocillos, fueron lavados con PBS e incubados a
37 °C por 20 minutos en 300 pL de tampdén HBS salino suplementado con glucosa
(HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, glucosa 10 mM, pH 7,4) y DCF-DA 20 uM (Myhre y
col.,, 2003). Luego el tampon fue retirado y las células fueron lavadas con PBS y lisadas
en 200 pul. de NaOH 0,1 N. El lisado se transfirio a una placa blanca de 96 pocillos con
el objeto de registrar la fluorescencia a 480 nm de exc;ltaci.én y 520 nm de emision en un
fluorimetro Spectramax Gemini EM (Molecular Devices, California, EUA). Los

resullados se expresan como unidades arbitrarias de f{luorescencia por miligramo de

proteina (2.2.4.).

2.3. Procedimientos de biologia molecular

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

protocolos descritos en Ausubel y col., 1999.

2.3.1. Electroforesis
La electroforesis de muestras de DNA se efectud en geles de agarosa al 1-1,5%
p/v en TAE 1x (Acetato de Tris 40 mM, EDTA 2 mM, pH §,5), solucion que ademas fue

usada como tampodn de electroforesis. Por otro lado, las electroforesis de RNA fueron
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hechas en geles denaturantes de agarosa al 1,2% p/v en formaldehido 7% v/v MOPS 1X,
donde el tampon electroforético utilizado fue también MOPS 1X (Sambrook y col,
1989). Para tefiir los geles se usd bromuro de etidio al 0,1% v/v (Ausubel y col., 1999),
lo que permitid que las bandas fuesen visibles en un transiluminador de luz ultravioleta
(TFX 20.M, Vilber Lourmat, Marne-La-Vallée, Francia). La fotografia de cada gel fue
capturada mediante una camara Dc290 (Kodak, Nueva York, EUA) para analisis

posteriores.

2.3.2. Cuantificacion de DNA y RNA

La concentracién de acidos nucleicos en muestras de DNA de doble hebra y RNA
fue determinada por medio de sondas fluorescentes: Picogreen para DNA y Ribogreen
para RNA (Invitrogen, California, EUA). Cada muestra fue diluida en tampén TE (Tris
HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) entre 200 y 2000 veces, y el fluordforo
correspondiente fue agregado en una proporcion de 1:400. La fluorescencia emitida a
520 nm se registré en un fluorimetro Spectramax Gemini Em (Molecular Devices,
California, EUA) tras excitar la muestra a una longitud de onda de 480 (Picogreen) o
485 nm (Ribogreen). Junto con las muestras se incluyd una curva de calibracion
confeccionada con diluciones seriadas de DNA o RNA de concentracion conocida, lo
que permitid transformar las lecturas de fluorescencia a concentraciéon de &cidos
nucleicos. Para cuantificar DNA de hebra simple, se registré en un espectrofotometro

MBA 2000 (Perkin Elmer, Massachussets, EUA) la absorbancia de las muestras a 260
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nm en una cubela de cuarzo. Del mismo modo, la calidad de las muestras de RNA fue

también verificada mediante el registro de la absorbancia a 240, 260 y 280 nm.

2.3.3. Extraccion de RNA total

Los fibroblastos sometidos a los tratamientos descritos en 2.1.4. fueron
tripsinizados y centrifugados de acuerdo al protocolo establecido en la seccidn 2.1.1. A
contimuacion fueron resuspendidos en 1 mL de Tri Reagent (Ambion, Texas, EUA) y
sometidos a ruptura mecanica con jeringas para insulina de 1 mL (BD Ultra-Fine, Nueva
Jersey, EUA). Esta resuspension fue incubada durante 10 minutos a lemperatura
ambiente, mezclada con 0,2 mL de cloroformo, incubada por otros 15 minutos y
centrifugada a 12000 G, 4 °C, por 15 minutos. El sobrenadante resultante, que contenia
el RNA, fue transferido a un nuevo tubo, mezclado con 500 pL de isopropanol, incubado
por 10 minutos a temperatura ambiente y centrifugado por 8 minutos a 12000 G y 4 °C.
El pellet fue resuspendido en etanol 75% v/v y centrifugado a 7500 G, 4 °C, por 5
minutos. Finalmente, los restos de etanol se evaporaron incubando las muestras a 37 °C
y los RNAs se resuspendieron en 30 pL de agua libre de nucleasas. La integridad del
RNA fue verificada por electroforesis en geles denaturantes de agarosa (2.3.1.) y la
pureza de cada muestra Ilue evaluada al registrar razén entre las absorbancias a
longitudes de onda de 260/280 nm (relacion entre 4cidos nucleicos y proteinas) vy

260/240 nm (relacién entre acidos nucleicos y fenoles) en un espectrofotémetro MBA

2000 (Perkin Elmer, Tllinois, EUA).
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2.3.4. Sintesis de cDNAs

Para sintetizar cDNAs de hebra simple se utilizé como templado 2 pg de RNA
total, el que junto con 0,5 pg de oligodT de entre 12 y 15 bases (Promega, Wisconsin,
EUA) fue denaturado a 70 °C por 5 minutos. Posteriormentie, 200 unidades de
transcriptasa reversa M-MLV  (Promega, Wisconsin, EUA) y DNIPs a una
conceniracion de 12,5 pM (Invitrogen California, EUA) fueron afiadidos a la reaccion,
que fue incubada por 90 minutos a 42 °C y finalmente detenida al inactivar la enzima a
70 °C por 15 minulos. Los ¢DNAs fueron a continuaciéon cuantificados por
espectrofotometria (2.3.2.) y diluidos a una concentracion de 200 ng/pl. para su uso en
reacciones de PCR (2.3.5.) y qPCR (2.3.7.). Con ¢l objeto de ratificar que cada cDNA
permitiese detectar la presencia de transcritos por PCR (2.3.5.), el producto de cada
sintesis a una reaccion donde se buscaba amplificar, con los respectivos partidores, los

amplicones de mtl y g3pdh.

2.3.5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de los distintos transcritos de los genes de interés enumerados
en la Tabla 1 fue efectuada en una mezcla de 8-25 ng/plL de cDNA templado, dNTPs 10
mM, MgCl; 50 mM, 10 mM de cada partidor y 0,1 unidades/puL de Taq polimerasa
(producida en nuestro laboratorio), en un volumen final de 25 (prueba ¢cDNAs, 2.3.4.) 6

50 pL (purificaciéon de estandares para qPCR, 2.3.6.). Las reacciones fueron incubadas
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en un termociclador PTC-100 (MJ Research, Massachusets, EUA). El protocolo de
amplificacién constd de: a) un paso de denaturacion inicial a 94 °C por 2 minutos, b) 25
a 35 ciclos de amplificacion divididos en: 1) denaturacion, 94 °C por 30 segundos, 2)
asociacion de los partidores, por 30 segundos a la temperatura correspondiente a cada
parcja de partidores incluida en la Tabla 2 y 3) extension, 72 °C por 60 segundos, y ¢)
extension final, 72 °C durante 5 minutos. La presencia de amplicones como producto de

esta reaccion fue ratificada por electroforesis en geles de agarosa (2.3.1.).

2.3.6. Purificacion de fragmentos de DNA desde geles de agarosa

Los amplicones correspondientes a cada uno de los transcritos de interés
incluidos en la Tabla 1 fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 1-1,5 %
(2.3.1.). Las bandas electroforéticas de cada producto de PCR fueron cortadas y
purificadas por medio del sistema Quick Gel Extraction (Invitrogen California, EUA),
que permite disolver la agarosa y purificar en una columna, mediante centrifugacion, los
acidos nucleicos. Cada DNA purificado fue resuspendido en 40 pl. de TE para su

posterior utilizacion como sustrato de las curvas de calibraciéon de gPCR (2.3.7.) v

cuantificado por fluorimetria (2.3.2.)

2.3.7. PCR cuantitativo en tiempo real ((PCR)
Cada una de las parejas de partidores cuya secuencia se incluye en la Tabla 1 fue

utilizada para cuantificar la abundancia del transcrito correspondiente en muestras de
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cDNA, por medio del sistema SybrGreen (Invitrogen California, EUA), en un
termociclador Light Cycler Instrument con capilares de vidrio (Roche, Basilea, Suiza).
Mientras que las concentraciones de ¢cDNA (20 ng/pL), partidores (0,5 uM), BSA (50
ng/mL) y Sybergreen (1,5 U DNA Polimerasa Taq, 20 mM Tris-HCI, 50 mM KCl, 200
uM dGA,CTPs, 400 uM dUTP, 1 U UDG) en un volumen final de 10 pL se
mantuvieron fijas en todas las reacciones, la concentracion de MgCl, fue ajustada para
cada pareja de partidores de modo de obtener la maxima fluorescencia en el menor
numero de ciclos de amplificacion. La Tabla 2 detalla las concentraciones [inales de
MgCly y la temperatura de asociacion de los partidores empleados en la amplificacion de
cada transcrito. El protocolo de amplificacion fue ingresado al termociclador a través del
programa Light Cycler v3.5 (Roche, Basel, Suiza) y se desglosa en: a) activacion, 90 °C
por 3 minutos, 70 °C por 2 minutos, b) amplificacién, 35-40 ciclos de: 1) denaturacion,
95 °C por 10 segundos, 2) asociacion de los partidores, por 10 segundos a la temperatura
correspondiente para cada amplicon incluida en la Tabla 2, 3) exlension, por 15
segundos a 72 °C, 4) registro de la fluorescencia y ¢) curva de denaturacion, donde la
temperatura fue incrementada a una tasa de 0.1 °C/segundo a desde la temperatura de
asociacion de los partidores hasta 99 °C. Este ultimo paso permitié visualizar la
presencia o ausencia de produclos inespecificos en la reaccion, punto que [ue
posteriormente confirmado por medio de la electroforesis de una fraccidon tomada al azar
de las muestras amplificadas. En cada ronda de amplificacién se incluyd un control

negativo (sin DNA) y diluciones seriadas de amplicon purificado y cuantificado (2.3.6.),
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que permitieron la confeccién de una curva de calibracién mediante la cual se interpol6

la concentracion de transcrito en las muesiras problema.

Bact 60

plp0 64
mt} 58

zntl o 66

ggd] . - | 58
ccs 58

s hspms_ i ; .62 -

4,5

3

hspe:

hspa.S. . 64

66

l_lbésé.. - R — 66

mdm?2 60

.
B R
: L0
: B
- 60

4,0

Tabla 2. Condiciones de reaccién de PCR y qPCR utilizadas para la amplificacién de genes de
interés. La tabla detalla la temperatura de asociacién utilizada para amplificar cada uno de los transcritos
de interés para el presente trabajo tanto en reacciones de PCR convencional como cuantitativo y las
concentraciones de MgCl; optimizadas para qPCR particulares de cada caso.
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2.4. Analisis Bioinformatico

2.4.1. Analisis de regiones promotoras
La region correspondiente a 2000 pares de bases rio arriba del inicio de
traduccion de los genes de interés fueron obtenidas desde la seccion referente al genoma

de ratdn en la pagina del NCBI (hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/mouse/). El

sifio de inicio de la transcripcién no fue considerado debido a que fueron detectadas
discrepancias en su asignacion en la base de datos. La identificacién de potenciales sitios
de union para MTF-1 y HSF-1 fue realizada mediante los programas MEME (Multiple
Expectlation-maximization for Motif Elicitation) y MAST (Motif Alignment Search
Tool) (Bailey y col., 1997). MEME fue entrenado para reconocer secuencias tipo MRE
mediante el ingreso de la region rfo arriba del gen mtl (c6digo de acceso: NM_013602),
y secuencias tipo MRE con las regiones rio arriba de los genes hspca y hsp105 (codigos
NM_010480 y NM_013559, respectivamente). El programa fue configurado para
detectar ventanas de un tamafio minimo de 5 nucledtidos y un méaximo indefinido. El
consenso obtenido fue empleado para detectar a través de MAST la presencia de

secuencias que tuviesen el mismo patrdén nucleotidico en las 12 regiones promotoras

pertenecientes a los genes analizados.
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RESULTADOS

1. Expresion génica en fibroblastos expuestos a cobre

1.1. Seleccion de genes a analizar

Los resultados expuestos en Tapia y col. (2004) y Armendariz y col. (2006)
describen un total de 282 transcritos que, como se sefialé en la introduccion, parecen ser
activados en respuesia a un exceso de cobre en los fibroblastos mt+ y mi-. Estos dos
articulos conformaron la base para generar una lista de genes que podrian conferir
proteccion a una célula frente a cargas suprafisioldgicas de cobre, genes cuyos cambios
de abundancia fuesen analizados mediante qPCR con el objeto de confirmar las
respucstas previamente descritas en condiciones de exceso del metal. Los criterios de
inclusion estuvieron basados en gran medida en el numero de publicaciones asociadas a
cada gen y la importancia asignada a su producto génico en la capacidad para conferir
resistencia frente a inductores de estrés tales como metales o agentes oxidantes. En
algunos casos, también se considerd el nivel de conocimienlo disponible respecto a sus
mecanismos de regulacion transcripcional. La Tabla 3, que describe los 12 genes
seleccionados, incluye ademas 3 potenciales genes de expresion invariable o
“housekeepings”, tradicionalmente utilizados como elementos de referencia para Ja

normalizacion de datos de gPCR. Estos son, actina (Bact, Schmittgen y Zakrajsek, 2000),



gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (g3pdh, Schmittgen y Zakrajsek, 2000) y la
proteina acidica ribosomal O (rplp0, Dheda y col., 2004). Los resultados de la
cuantificacion de los respectivos mensajeros por qPCR permitiran, en primera instancia,
establecer los patrones de respuesta de cada transcrito en los fibroblastos mt+ y mt- y
determinar si existen diferencias en los niveles de abundancia entre lineas celulares, y en
adicion, validar los resultados de otros estudios donde fueron utilizadas técnicas de
menor fidelidad (macro y microarreglos), los que ademas utilizaron solo réplicas
técnicas para analizar la expresion génica del mismo modelo experimental (Armendériz

y col., 20006, Tapia y col., 2004).
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o glpdh | Blementodereferencia - | T
Jplp0 4 ... Blementodereferencia | . ,
mtl B Almacenamlcnto de cobreyzmc . .,.T,E‘.R?E.X,E?l:e..20()_4“_ o
Ll b Jransportadordeeflyjodezine |
Lsodi ) Superdxido — Perdxido (cofactor Cu) . Tapiaycol, 2004
... DI SR N B N W Tapiaycol, 2004
hsplOS_ | Reguia la actividad de hc;palathpaS : ol Armenddriz y col,, 2006
Lhdpe:ona involucrada en plegamlento pmtemo y el
______ hspca ... Ssecuestro de proteinas dafiadas 1. Armendariz y col, 2006 -
hspag§ | %e une a proteinas nacientes para facilitar su plegannento N Armenddriz y col,, 2006
Previene la agregacion y media el plegamiento de
Chepala \ ... proteinas oo Armendariz y col., 2006
oouwbe 4 .. Ubiquitina ”Aunendanzycol 2006 i
L2300 Ubiquitina | Amendarizycol, 2006
mdm?2 Ub!qmtm hgasa que tiene como blam,o ap53 Armendariz y col., 2006

Tabla 3. Genes seleccionados para analisis de abundancia por gPCR. La tabla presenta el simbolo
identificador de cada uno de los genes seleccionados para los analisis de expresion en fibroblastos mtt y
mt- expuestos a cobre, junto con una breve resefia de fa funcion de sus respectivos productos génicos v
una referencia, si corresponde, de un estudio donde previamente ha sido reportado un aumento en la
abundancia del transcrito en respuesta a un exceso de cobre. El guién (-) indica que el gen ha sido
previamente utilizado como normalizador, mientras que el signo de interrogacién (?) sefiala que se
desconocen reportes que describan la respuesta transcripcional del gen en cuestion frente a cobre.

1.2, Analisis de regiones promotoras

A fin de reconocer potenciales sitios de unién para los factores de transcripcion
MTEF-1 y HSF-1 en las regiones promotoras de los genes seleccionados y profundizar en
las posibles interpretaciones de los resultados de cuantificacién de sus respectivos
mensajeros, fueron empleados conjuntamente los programas MEME (Multiple
Expectation-maximization for Motif Elicitation) y MAST (Motif Alignment Search

Tool) (Bailey y col., 1997). El primero permite el reconocimiento de “secuencias sobre



30

representadas”, es decir, secuencias de nucledtidos que difieren estadisticamente del
ruido general de la region promotora y cuya presencia dificilmente puede ser atribuida al
azar. La generacion de patrones consenso que identificasen a estas regiones permitié, a
través de MAST, detectar nuevos potenciales sitios de unidon que cumpliesen con las
caracteristicas del patron original. Debido a ciertas discrepancias detectadas en la base
de datos de NCBI en la asignacion del origen de la transcripcion, las regiones a analizar
fueron capturadas desde el inicio de la traduccidn, en una ventana arbitraria de 2000
pares de bases rio arriba. El programa MEME fue entrenado para detectar la presencia
de secuencias tipo MRE a través de la region rio arriba del gen de mti, lo que, en
concordancia con la literatura (Stuart y col., 1984), arrojé como resultado la presencia de
4 sitios tipo TGCRCNC, 3 en la hebra -+ y 1 en la hebra — (Figura 1). La busqueda de
este patron en el resto de las regiones promotoras de los genes en la Tabla 3 permitio la
identificacion de 2 regiones tipo MRE para zntl, también previamente descritas
(Palmiter y Findley, 1995), lo que sirvid como control positive de la capacidad de
deteccion del sistema. Ademas fueron encontrados 2 sitios unicos rio en la region rio
arriba de los genes mdm?2 y hsp105, respectivamente. Aunque los genes blanco de MTF-
1 suelen presentar mas de un sitio MRE en su regién promotora, secuencias sintéticas
con una sola repeticion del consenso aun conservan la capacidad de unirse in vitro a este
factor de transcripeion (Searle, 1990), lo que deja abierta la posibilidad de que MTF-1
esté involucrado en la regulacion transcripcional de hsp105 y mdm?2. El entrenamiento

de MEME para detectar regiones tipo HSE (repeticiones del patron nGAAnCTTn) con



31

hspca y hspl105 y la posterior busqueda del consenso a través de MAST (Figura 1) solo
entregd como resultado la identificacion de regiones previamente reportadas rio arriba
de los genes hspl105 (Yasuda y col., 1999), hspca (Dale y col., 1997), hspala (Perry y
col.,, 1994) y hspa8 (Wilke y col., 2000). Mediante las mencionadas herramientas, no fue

posible detectar ningin potencial sitio de union mas alla de 700 pares de bases rio arriba

del sitio de inicio de la traduccion.
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Figura 1. Analisis de regiones promotoras. El esquema ilustra los potenciales sitios de unién detectados
a traves de los programas MEME y MAST para MTF-1 y HSF-1, en los 800 pares de bases rio arriba del
inicio de la traduccién de los genes mtl, zntl, mdm2, hsp105, hspca, hspala y hspa8. Los numeros sobre o
bajo cada simbolo indican la distancia del sitio en pares de bases desde el coddon ATG, (+) y (-) representan
la localizacion del sitio en la hebra + 6 - O: MRE (TGCRCNC), 4 :HSE 4x (2 repeticiones de
nGAAmTTCn), A:HSE 6x (3 repeticiones de nGAAnTTCn).
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1.3. Extraccion de RNAs y sintesis de cDNAs

Para posibilitar el analisis de la expresion génica en fibroblastos mt+ y mt-
sometidos a cobre por sobre los niveles fisiologicos, ambas lineas celulares fueron
expuestas durante 48 horas a 50 y 100 uM de Cu:His. Estos tratamientos fueron
realizados en (riplicado, y se incluyd ademis un grupo control, al que no le fue
suministrado  suplemento de Cu:His. El RNA de estos fibroblastos fue aislado y
utilizado como sustrato para la sintesis de cDNA. Dada la distorsion que podia arrastrar
en posteriores andlisis el emplear RNAs parcialmente degradados o contaminados, cada
una de las muesiras fue sometida a diversos controles que permitiesen asegurar su
adecuada calidad. En primera instancia, la electroforesis en geles denaturantes de
agarosa  permitié verificar la presencia de los RNAs ribosomales 28S y 188S,
evidenciada en dos bandas bien definidas, y una tercera banda de menor tamafio
correspondiente al 5S. La relacion entre las intensidades de las bandas 28S v 18S debe
estar entre 1,5-2,5:1 (Sambrook y Russell, 2001). El panel A de la Figura 2 presenta la
separacion electroforética de RNAs de fibroblastos mt+ y mt- que cumplen las
caracteristicas mencionadas. Otro criterio de entrada radicé en las relaciones de
absorbancia 260/280 nm y 260/240 nm, cuyos valores dependen de la abundancia de
proteinas y femoles, respectivamente, contaminantes que pueden interferir con la
actividad de la transcriptasa reversa en la sintesis de cDNA. Para el cuociente 260/280
nm el rango de tolerancia es de entre 1,8 y 2,1, mientras que para 260/240 nm se

permilen indices entre 1,7 y 1,9 (Sambrook y col., 1989). Las lecturas para estos dos



cuocientes, obtenidas para el mismo grupo de muestras del panel A, se detallan en el
panel B en conjunto con la masa tolal de RNlA exfraido en cada caso, y segiin se aprecia,
las fluctuaciones de ambos valores son acordes con los limites descritos. A continuacion
cada uno de los RNAs fue sometido a una reaccion de transcripcion reversa. A fin de
verificar la capacidad de detectar la presencia de algunos de los transcritos de interés en
los ¢DNAs de hebra simple asi generados, se efectuaron reacciones de PCR con
partidores especificos para g3pdh y mtl en cada una de las muestras de cDNA. El panel

C de la Figura 2 presenta las bandas electroforéticas de estos amplicones.
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Figura 2. Verificacion de la calidad de los RNAs y ¢DNAs. El panel A presenta la electroforesis en un
gel denaturante de agarosa al 1,5% de RNAs extraidos desde fibroblastos mit+ (carriles 1, 2 y 3) y mt-
(carriles 4, 5 y 6). El panel B detalla la cantidad de RNA total (pg) producto de cada extraccion, ademas
de las relaciones de absorbancia 260/280 nm y 260/240 nm. El panel C presenta las bandas
electroforéticas de amplicones para g3pdh y mtl generados a particr de cDNAs de diferentes
concentraciones, provenientes de los RNAs extraidos.



1.4. Generacioén de estindares para qPCR

Con el objeto de posibilitar la cuantificacion de los transcritos enumerados en la
Tabla 3 en muestras de cDNAs de fibroblastos mt+ y mt- expuestos a conceniraciones
suprafisiologicas de cobre, los mencionados cDNAs fueron sometidos a una reaccion de
PCR con partidores especificos para cada uno de los genes de interés. Cada uno de los
amplicones fue separado electroforéticamente en geles de agarosa al 1-1,5%, aislado a
traves de una columna de purificacion y posteriormente cuantificado por fluorimetria. A
lo largo de este proceso fue posible ademas ratificar el tamafio predicho de cada
amplicon. Como resullado, se obtuvo una coleccién de 15 productos de PCR de alta

pureza y concentracion conocida, de la que se muestra un ejemplo representativo en la

Figura 3.

Figura 3. Vista parcial de la coleccion de estindares para qPCR. Electroforesis en un gel de agarosa
al 1,5% de productos de PCR aislados mediante columnas de purificacién. Carril PM: marcador de peso
molecular, catril 1: uba52, carril 2: actina, Carril 3: hsp105, Carril 4:cplp0.



1.5. Optimizacién de las condiciones de reaccion de qPCR

El empleo de la técnica de gPCR puede involucrar el ajuste de diversas
condiciones, tales como la concentracién de partidores, el tiempo y temperatura de
asociacion de los partidores y la concentracion de magnesio, con el objeto de poder
amplificar el transcrito de interés y hacerlo en ausencia de productos secundarios de
amplificacion. Gracias a ello, es posible cuantificar fidedignamente la abundancia de
moléculas de DNA presentes en una proporcion infinitesimal de una mezcla compleja de
actdos nucleicos. El sistema empleado (Sybrgreen I, Invitrogen) demostré ser
especialmente sensible a las concentraciones de magnesio presentes en la reaccion. Ello
obligd a encontrar la cantidad optima de magnesio a utilizar para cuantificar cada uno de
los transcritos que se encuentran en la Tabla 3. La Figura 4 ilustra los resultados de
pruebas de amplificacion de 2 estandares purificados, amplicones de los transcritos
mdm?2 (panel A) y zntl (panel B). Queda en evidencia que el grado de sensibilidad a las
concentraciones de este elemento varia entre pares de partidores. El caso de zntl es
particularmente dramatico, dado que las dosis minimas (3 y 4 mM) no posibilitan la
generacion de productos de amplificacién (representada en la figura como un aumento
de la fluorescencia en el eje Y), mientras que la dosis maxima (6 mM) la inhibe en gran
medida. Por ello resultd indispensable repetir este procedimiento para cada uno de los -
15 genes cuya abundancia fue determinada en el presente trabajo, a {in de encontrar la

concentracion de magnesio que produjese la amplificacion mas temprana y la saturacion

mas tardia.



Un segundo punto de control radicé en la verificacion de la ausencia de
amplicones inespecificos, evidenciada en la presencia de un méximo Gnico en la curva
de denaturacion arrojada por el programa que proporciona la inierfaz de control del
termociclador (Lighicycler v3.5, Roche) y la inspeccion visual de la corrida
electroforética de los productos de gPCR (datos no mostrados). Cuando se hizo
necesario, la aparicion de especies de esta clase fue evitada al elevar la temperatura de
asociacion de los partidores.

El ajuste de estas condiciones redundd en la obtencion de curvas de
amplificacion donde la eficiencia de la reaccion fluctud entre 1,83 y 2,07, calculada a
través de la formula Er = 10™™ donde m es la pendiente de la curva de calibracién. La
eficiencia representa el factor en el que aumenta el nimero de copias del amplicon
durante la fase exponencial de la reaccion de PCR y debiese ser, por tanto, cercana a un
valor de 2 (panel C: mdm2, panel D: zntl). La tolerancia establecida en la literatura esta
en el rango de 1,8 — 2,1 (Gallup y Ackermann, 2006), lo cual corrobora la validez de los

resultados obtenidos en los analisis cuantitativos efectuados en el presente trabajo.
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Figura 4. Efecto de la concentracién de magnesio en la amplificacién por qPCR. Los paneles A, B, C
y D corresponden a una captura de la grafica ofrecida por el programa que coritrola el termociclador de
qPCR (Lightcycler v3.5, Roche). A (mdm2) y B (znt1) representan la cinética de amplificacion | pg de
producto de PCR purificado a distintas concentraciones de MgCl,, indicadas en la figura. El valor
subrayado corresponde al seleccionado como més adecuado para analisis posteriores. El eje X, rotulado
como Cycles, indica el nimero de ciclos. En Y (F1) se encuentran los valores de fluorescencia. C {mdm2)
y D (zntl) grafican las curvas de calibracion obtenidas con 1000-0.01 fg de sustrato (producto de PCR
purificado) bajo las concentraciones de magnesio seleccionadas. El eje X representa el logaritmo de la
concentracion de sustrate y el Y, el mimero de ciclos. Se indican los valores de la pendiente de la recta
(slope), el intercepto (Intercept) y la eficiencia de la reaccion (Er).

1.6. Identificacion de genes de referencia

La cuantificacion de la abundancia de determinados transcritos mediante qPCR
involucra una serie de potenciales fuentes de error experimental, tales como la existencia
de diferencias en la cantidad de RNA utilizado para la transcripcioén reversa, o en la
eficiencia de esta reaccién, las que aunque son controladas, no son dominadas por
completo. Ello dificulta la comparacion directa de las mediciones entre una y otra
muestra, inconvenienle que es tradicionalmente superado a través del uso de una
referencia contra la cual se establece el comportamiento relativo de cada medida. Esta

referencia corresponde a un transcrito en teorfa “invariante”, es decir, cuya abundancia
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no se ve alterada frente a los tratamientos que involucra el disefio experimental en
particular. Para identificar un transcrito que pudiese entonces servir de referencia para
las mediciones de qPCR propuestas, fueron registrados los niveles actina, g3pdh y rplp0,
genes previamente utilizados como elementos de normalizacidn en estudios de expresion
geénica en células eucariontes (Schmittgen y Zakrajsek, 2000, Dheda y col., 2004). La
Tabla 4 detalla el grado de variabilidad en la abundancia de estos 3 transcritos en 18
cDNAs de [ibroblastos mt+ y mt+ tratados con 0, 50 y 100 pM de Cu:His. Los valores
de la media de las veces de cambio respecto al promedio y coeficiente de variacidn
observados para actina, los menores del grupo, indican que este transcrito es quien
presenta las fluctuaciones mas sutiles en las condiciones estudiadas, y en consecuencia,

fue utilizado como elemento de referencia para la normalizacion de la cuantificacion de

los genes de interés.

rplp0 1.61 0.38

Tabla 4. Variabilidad en las cuantificacion de los transcritos de actina, g3pdh y rplp0. La tabla
presenta la media de las veces de cambio y el respectivo coeficiente de variacidn, calculado como el
cuociente entre la desviacion estindar y la media, de la cuantificacién por gPCR de los transcritos de
actina, g3pdh y rplp0 en 18 muestras cDNAs provenientes de fibroblastos silvestres y mutantes para mt
tratades con 0, 50 y 100 uM de Cu-His. -
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1.7. Cuantificacion por qPCR de la abundancia de transcritos en fibroblastos
expuestos a cobre

Las Figuras 5, 6 y 7 resumen los resultados de la cuantificacion de los transcritos
analizados en el presenle trabajo, clasificados en las categorias de metabolismo de
metales/estrés oxidativo, estrés térmico y ubiquitinacion. El analisis por gPCR se efectud
en 18 muestras de cDNA, provenientes de la exposicion durante 48 horas a 0, 50 y 100
1M de Cu:His, en tres réplicas biologicas por linea celular. Los valores de abundancia de
cada transcrito fueron interpolados, mediante la inclusion de una curva de calibracién
generada con el correspondiente producto de PCR purificado, y normalizados en funcion
de los niveles de transcrito de actina determinados en cada muestra.

Los paneles A, B y C de la Figura 5 muestran que en la linea silvestre el
promedio de la abundancia relativa de mtl, sodl y ccs aumentd en forma correlativa a la
cantidad de cobre suministrada en el medio de cultivo. La abundancia de estos tres genes
difiere significativamente entre las células expuestas a Cu:His 100 uM vy las células
mantenidas sin suplemento de cobre (T de Student, p<0,05), con valores de veces de
cambio de 2,22, 1,43 y 1,64, respectivamente. El analisis estadistico establece ademas
que, para esta dosis de cobre, la abundancia relativa de mtl y sod1 es significativamente
mayor (2,67 y 2,65 veces, respectivamente) en los fibroblastos silvestres respecto a los
mutantes (T de Student, p<0,05). En la linea mt- los niveles de eslos 3 transcritos no
exhibieron cambios significativos de abundancia. Por el contrario, zntl (panel D)

registrd un incremento estadisticamente relevante, aunque distinto en magnitud (T de



Student, p<0,03), en las dos lineas celulares, tanto con 50 (mtt: 4,29 veces, mt-: 2,01
veces) como 100 pM de Cu:His (mit+: 3,89 veces, mt-; 2,88 veces).

La abundancia de hsp105, hspea y hspala, paneles B, C y D de la Figura 6}
también regisiré en los fibroblastos mi+ un alza al aumentar la dosis de cobre. Los
valores promedio de abundancia relativa de estos 3 transcritos para la exposicion a
Cu:His 100 uM fueron, respectivamente, 2,71, 1,63 ¥ 2,14 veces mayores que el control,
y de acuerdo a la prueba de T de Student (p<0,05), estadisticamente diferentes. Ninguno
de estos transcritos presentd cambios significativos frente a los tratamientos con cobre
en los fibroblastos mt-. El contraste entre lineas celulares indica que en los fibroblastos
silvestres la abundancia relativa de hsp105 (panel B) y hspca (panel C) fue, a una dosis
(-18 Cu:His 100 pM, significativamente mayor a la de la contraparte mutante (2,02 y 1,83
veces, respectivamente). En cambio, los niveles observados de hspala (panel D) fueron
significativamente menores en los fibroblastos mt+ en todas las concentraciones de
cobre estudiadas (T de Student, p<0,05). Esta situacién se invirtié para hspa8 (panel A),
transcrito que, pese a no presentar ninguna alteracion significativa con los tratamientos
de cobre en ninguna de las lineas celulares, arrojé una abundancia 10 veces mas alta en
los fibroblastos mt+ no tratados con cobre, y 6,17 veces mayor, respecto a la linea mt-,
para el tratamiento con 50 pM de Cu:His, ambas diferencias de relevancia estadistica de
acuerdo a la prueba de T de Student (p>0,05).

La Figura 7 muestra, en la linea silvestre expuesta a cobre, un aumento en el

promedio de la abundancia relativa de ubb y ubc (paneles A y B). Este aumento no
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marca una diferencia estadistica, sin embargo, entre los niveles de transcrito de los
fibroblastos tratados y control (T de Student, p>0,05). No obsiante, la abundancia
relativa de ubb y ubc  a una concentracién de Cu:His de 100 uM dificre (T de Student,
p>0,05) entre los fibroblastos mt+ y mt- (respectivamente, 1,50 y 12,3 veces mayor en la
linea silvestre). Por otra parte, mdm2 (panel D) regisiré un alza significativa (T de
Student, p>l0,05) en los fibroblastos silvestres expuestos a 100 uM de Cu:His (2,06
veces) v, al igual que ubb y ubc, no presentd variaciones significativas en la linea
mutante. La cuantificacion de uba52 (panel C) no mostrd diferencias significativas en
los niveles de este transcrito ni en respuesta a cobre en ninguna de las dos lineas
celulares, ni tampoco entre ellas, de acuerdo a la prueba de T de Student.

En conjunto, los resultados expuestos permiten corroborar la presencia y
ausencia de cambios de abundancia de transcritos que fueron analizados previamente en
reportes que emplearon macroarreglos (Tapia y col., 2004) o microarreglos (Armendériz
y col., 2006) para estas mismas lineas celulares expuestas a cobre. El comportamiento de
otros 2 transcritos, ubb y zntl, no habia sido descrito en condiciones de exceso del
metal. El analisis comparado de los datos obtenidos en esta tesis y los trabajos
precedentes se resume en las Tablas 5 y 6, donde se observa una correspondencia de un
07% de los datos para Cu:His 50 pM, y 69% para Cu:lis 100 uM. Pese a la diferencia
de cerca de la tercera parte en las tendencias registradas, los cambios observados
refuerzan la idea de que la célula, en ausencia de metalotioneina, sufre una alteracion en

la capacidad de regular los niveles de transcritos asociados a diversos mecanismos de
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Figura 5. qPCR para transcritos vinculados a metabolismo de metales en fibroblastos mt+ y mt-
expuestos a cobre. En los paneles A, B, C vy D se presenta, respectivamente, la abundancia de los
transcritos mtl, sodl, ccs y zntl, normalizada respecto a la abundancia del transcrito de actina en cDNAs
provenientes de fibroblastos mutantes () y silvestres (m) cultivados durante 48 horas en presencia de
medio suplementado con Cu:llis 0, 50 ¢ 100 pM. Los valores presentados corresponden al promedio de 2-
3 réplicas bioldgicas y el error estindar respectivo. La letra a indica que el valor es estadisticamente
diferente al registrado para el control (sin Cu:His) de la misma linea celular, y la letra b, que el valor en la

linea mutante es estadisticamente diferente al de la linea silvestre frenie a igual dosis de Cu segin Ja
prueba de T (p<0,03).
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Figura 6. Cuantificacién por qPCR de transcritos para proteinas de estrés térmico en fibroblastos
mt+ y mt- expuestos a cobre. Los transcritos de los genes hspa8, hsp103, hspea y hspala, en los paneles
A, B, C y D, respectivamente, fueron cuantificados per qPCR en tiempo real en fibroblastos mutantes (o)
y silvestres (m) cultivados durante 48 horas en presencia de medio suplementado con Cu:His 0, 50 ¢ 100
uM. Se presentan los valores promedio de 2-3 réplicas bioldgicas normalizados por la abundancia del
transcrito de actina en cada muestra y el respectivo error estindar. La lelra a indica que el valor es
estadisticamente diferente al registrado para el contro! (sin Cw:His) de Ia misma linea celular, y la letra b,

que el valor en la linea mutante es estadisticamente diferente al de la linea silvestre flente a igual dosis de
Cu segun la prueba de T (p<0,05).
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Figura 7. Cuantificacién por qPCR de transcritos para proteinas del sistema de ubiquitinacion en
fibroblastos mt+ y mt- expuestos a cobre. Los transcritos de los genes ubb, ubc, uba52 y mdm2,
respectivamente en fos paneles A, B, C y D, fueron cuantificados por gPCR en tiempo real en fibroblastos
mutantes (1) y silvestres (m) cultivados durante 48 horas en presencia de medio suplementado con Cu:His
0, 50 6 100 uM. Se presentan los valores promedio de 2-3 réplicas biolégicas normalizados por la
abundancia del transcrito de actina en cada muestra y el respectivo error estindar. La letra a indica que el
valor es estadisticamente diferente al registrado para el control (sin Cu:His) de la misma linea celular, y la

letra b, que el valor en la linea mutanie es estadisticamente diferente al de la linea silvestre frente a igual
dosis de Cu segtin la prueba de T (p<0,05).
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Cu-His 50 pM

Tabla 5. Comparacién de los anilisis de microarreglos y qPCR para fibroblasios mt+ ¥y mt-
expuestos a Cu:His 50 pM por 48 horas. La tabla resume la tendencia de los cambios en los niveles de
abundancia registrados para 8 transcritos comunes entre los microarreglos de Armendariz y col., 2006,
donde se emplearon triplicados técnicos (réplicas de las mediciones) para identificar diferencias
significativas mediante el andlisis de valores fuera de tendencia (Loguinov y col., 2004), y el presente
trabajo, que utilizé la prueba de T de Student para el contraste de triplicados bioldgicos (réplicas
experimentales). {: aumento en la abundancia del transcrito, sc: sin cambio.
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Tabla 6. Comparacién de los andlisis de microarreglos, macroarreglos y qPCR para fibroblastos
mt+y mt- expuestos a Cu:His 100 pM por 24 6 48 horas. La tabla presenta las variaciones positivas (1),
negalivas (]) o la ausencia de cambio (sc) en los niveles de 11 transcritos cuya expresion fue analizada en fibroblastos
silvestres y mutantes con 24 horas (24h) (Tapia y col, 2004) 6 48 horas (Armendériz y col., 2006 y el presente
trabajo) de exposicion a Cu:His 100 pM. Los resultados de Tapia y col. provienen de macroarreglos sin réplicas
experimentales ni bioldgicas, mientras que en Armendériz y col. fueron usados microarrays con 3 réplicas téenicas y

un analisis de valores fuera de tendencia. El presente trabajo empled 3 réplicas biolégicas, gPCR y el analisis de 't de
Student.
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2. Efecto de temperatura y cobre sobre fibroblastos mt+ y mt-

En vista de los resultados expuestos, y con el objeto de probar la hipdtesis de que
la ausencia de metalotioneina no altera solo la capacidad de la célula para almacenar en
forma segura el cobre intracelular y responder (ranscripcionalmente a concentraciones
suprafisiologicas de cobre, si no también a otras condiciones que ponen en riesgo la
mtegridad celular, se decidié registrar la viabilidad, la acumulacién de cobre, la
abundancia de especies reactivas y las variaciones en los niveles de 3 transcritos
seleccionados (mtl, hspea y hspala) en condic-iones de exceso de cobre y temperatura en
el modelo de fibroblastos mutantes y silvestres para metalotioneina. El disefio
experimental, que involucra una serie temporal de 0, 24 y 48 horas, estd esquematizado
en la Figura 8. Fibroblastos mt+ y mt- fueron expuestos a un pulso inicial de temperatura
de 42 °C durante 90 minutos, inmediatamente devueltos a 37 “C y cultivados en
presencia (CuT) o ausencia (T) de Cw:His 100 pM por 24 & 48 horas, para su
subsecuente recoleccion. Un tercer grupo (Cu) recibid el suplemento de Cu:His 100 pM
24 6 48 horas antes del término, mientras que el grupo control (C) permanecié en

condiciones normales de cullivo.
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Figura 8. Resumen de la estrategia experimental. Fibroblastos silvestres y mutantes para
melalotioneina fueron expuestos a pulsos de temperatura (42° C, 90 min) y exceso de cobre (Cu:His 100
puM por 24 6 48 horas) en forma separada (Cu, T) o combinada (CuT). Se incluyd un grupo control que
permanecio en condiciones estandares de cultivo (C). Una vez concluido el periodo de tratamiento, los
fibroblastos fueron sometidos a los protocolos correspondientes para generar informacion respecto a la

viabilidad, la abundancia de especies reactivas, el contenido de cobre y la cuantificacion de transcritos por
qPCR.

2.1. Viabilidad

El efecto del suministro de cobre y temperatura por sobre de los niveles
fisiologicos en la viabilidad de los fibroblastos mt+ y mt- fue analizado a través del
ensayo de MTT (Figura 9, paneles A, B y C). El comportamiento descrito por ambas
lineas celulares resultd ser equivalente [rente a todas las variables en juego. Mientras
que el cobre marc un detrimento estadisticamente significativo (T de Student, p<0,05)
de entre un 12 a 15% (en mt+ y mt-, respectivamente) en la actividad mitocondrial

registradas tras 48 horas de exposicion a cobre, el pulso de temperatura incidid



positivamente en el registro de MTT a las 24 horas post-tratamiento, momento en que se
determiné un incremento cercano a un 25% respecto al control. Este efecto dejé de ser
evidente a las 48 horas, donde el valor promedio de la cuantificacién de MTT no fue
estadisticamente diferente de acuerdo a la prueba de T de Student (p>0,05). El
tratamiento conjunto con cobre y temperatura combind también estas observaciones: tras
24 horas la cuantificacion de MTT resulté ser significativamente méas alta (18-13%) que
la del tiempo 0, mientras que al cabo de 48 horas se registrd una disminucion de 15
(mt+) y 12% (mt-), de relevancia estadistica segin la prueba de T de Student (p<0,05).
El conteo de células mediante la tincion con azul tripan (paneles D, E y F) no permitio,
sin embargo, confirmar estos cambios, y el analisis estadistico de los grupos de datos
oblenidos 1o arrojo ninguna diferencia significativa de acuerdo a la prueba de T de
Student. Las posibles razones que pueden explicar esta disparidad seran expuestas en la

seccion de Discusion del presente trabajo.
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Figura 9. Viabilidad en fibroblastos mt+ y mt- en condiciones de exceso de cobre y alzas de
temperatura. Células silvestres y mutantes para metalotioneina fueron expuestas a concentraciones
suprafisiologicas de cobre (Cu) y, combinada (CuT) o independientemente (1), a pulsos de temperatura
(Figura 16). Los paneles A, B y C representan la cuantificacion de la viabilidad celular en las condiciones
mencionadas por medio del ensayo colorimétrico de MTT. Para cada linea celular, los valores son
expresados porcentualmente en relacién al promedio de la lecturas correspondientes a las muestras
control. Los paneles D, E y I corresponden al registro del niumero de células a través de la tincidn con azul
tripan y su posterior conteo. En ambos paneles, las barras grafican el promedio de 3 réplicas bioldgicas y
su respeclivo error estandar. La letra a indica que el valor es estadisticamente diferente al registrado para
el control (sin Cu:His) de la misma linea celular, y la letra b, que el valor en la linea mutante es
estadisticamente diferente al de la linea silvestre frente igual dosis de Cu seguin la prueba de T (p<0,05).



2.2. Abundancia de especies reactivas de nitrogeno y oxigeno

El nivel de especies reactivas al interior de los fibroblastos fue estimado por
medio del fluoréforo diclorofluoresceina — diacetato (DCF-DA), compuesto que, en
sistemas bioldgicos, es sensible a la presencia de ONOO', H,0, y ‘OH (Myhre y col.,
2003). La cuantificacion de la abundancia de especies reactivas mediante el uso del
fluoréforo DCE-DA, detallada en la Figura 10, arroj6 resuliado con un patrén comun de
cambios en ambas lineas celulares. No obstante, los fibroblastos mt- se distinguen de su
contraparte silvestre por los mayores niveles de fluorescencia registrados en forma
independiente de la variable establecida — diferencias QLle estuvieron en el rango de 25-
00% y que, acorde a la prueba de T de Student fueron en todos los casos de relevancia
estadistica (p<0.05). El suministro de cobre (panel A) provoco un aumento significativo
en la fluorescencia (T de Student, p<<0,05), el que se acrecentd a lo largo del tiempo
(t+:19-26%, mt-:8-14%). En forma opuesta, la temperatura (panel B) provocod una
disminucion, también significativa (T de Student, p<0,05), en la cuantificacién de DCF,
que resulto ser estadisticamente mas acentuada-a las 24 (mt+:65%, mt-:63%) que a las
48 horas (mt+:40%, mt-: 44%). La combinacién de cobre y temperaiura describié esta
misma tendencia, con un detrimento a las 24 horas de 59 (mt+)- 55% (mt-), y de 35
(mt+) -45% (mt-) a las 48 horas. [l andlisis en conjunto de los resultados oblenidos en
ambas lineas celulares indica que, mientras la dosis de Cw:His 100 pM aumento
moderadamente (<30%) la abundancia de especies reactivas en los fibroblastos en

cultivo, la exposicidn a temperatura tuvo el efecto contrario y con una magnitud més



pronunciada: la reduccion en los niveles de especies reactivas de nitrégeno y oxigeno
fue de aproximadamente 2 veces respecto a la condicion control. Se observd ademas que
el efecto de la exposicion a cobre junto al pulso de temperatura generéd cambios en los
niveles de especies reactivas cuyo valor fue cercano a la suma aritmética del efecto de
ambas variables en forma independiente. Cabe también destacar que en todas las
condiciones estudiadas, incluyendo la condicion control, se registrd un nivel mas alto de
fluorescencia en los fibroblastos mutantes. Las células mt- parecen entonces iener,
incluso bajo una situacion normal de cultivo, una carga mayor de especies reactivas de

nitréogeno y oxigeno.
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Figura 10. Especies reactivas en células mt+ y mt- sometidos a niveles suprafisiolégicos de cobre y
alzas de temperatura, Fibroblastos silvestres y mutantes para metalotioneina fueron expuestos a Cu:His
100 pM y pulsos de temperatura en forma independiente (Cu, T) o combinada (CuT) de acuerdo a lo
descrito en la Figura 16. La abundancia de especies reactivas fue determinada a través del registro de la
fluorescencia emitida tras la incubacidn con el compuesto DCF-DA. Los valores presentados estan
normalizados conforme a la abundancia de proteinas en cada muestra, y se presenta el promedio de 4
réplicas biologicas mas el respectivo error estindar. La letra a indica que el valor es estadisticamente
diferente al registrado para el control (sin Cu:His) de la misma linea celular, y la letra b, que el valor en la
linca mutante es estadisticamente diferente al de la linea silvestre frente igual dosis de Cu segtin la prucba

de T (p<0,05).



2.3. Cuantificacion de hspca y hspala

Por medio de la téenica de gPCR se cuantificod la abundancia de los transcritos
que codifican para las proteinas de estrés térmico Hspca y Hspala, miembros,
respectivamente, de las familias Hsp90 y Hsp70. Los niveles de abundancia del
transcrito de actina en condiciones de exceso de cobre y elevacion de temperatura
presentaron variaciones comparables a las descritas en la Tabla 4 para ambas lineas
celulares (datos no mostrados), por lo que los correspondientes valores en cada muestra
[ueron utilizados como elemento de referencia para normalizar los datos de qPCR. Los
paneles A, B y C de la Figura 11 describen el comportamiento de hspca frente a las
condiciones de exceso de cobre y alzas de temperatura. Se observé un aumento
significativo en la linea silvestre (T de Student, p<0,05) en los niveles de este transcrito
a las 24 horas de exposicion con Cu:His 100 pM (2,9 veces por sobre el control). La
temperatura provoco tambi¢n a las 24 horas un alza transitoria pero significafiva (5,2
veces, T de Student, p<0,05) en la abundancia de hspea, la que a las 48 horas decayé 7,2
veces respecto al conirol y llegé incluso a ser significativamenle menor que la
abundancia promedio registrada en las células mt- de acuerdo a la prueba de T (13.8
veces, p<0,05). La ausencia de fluctuaciones de relevancia estadistica en la linea
mutante frenie a cobre y pulsos de temperatura fue revertida al combinar ambas
variables, que si produjeron, a las 24 horas, un incremento (1,5 veces) estadisticamente
significativo (T de Student, p<0,05). Del mismo modo, en los fibrobastos silvestres el

aumento en este punto fue de 3,2 veces. Ninguno de estos cambios se sostuvo como



relevante a las 48 horas de acuerdo a la prueba de T de Studeni.

Los niveles de hspala en la linea mutante no fueron alterados con ninguno de los
{ratamientos proporcionados; sin embargo, se mantuvieron invariablemente elevados
respecto a los registrados en la linea silvestre. Estas diferencias estuvieron en el rango de
9 a 57 veces y fueron, segin la prueba de T (p<0,05), de importancia estadistica. En la
linea silvestre, el cobre determiné el incremento de 2,53 veces en la abundancia
promedio del transcrito a las 48 horas de exposicion. En cambio, la temperatura no
provoco alteraciones que pudiesen ser tomadas en consideracién de acuerdo a la prueba
de T (p<0,05). Combinados, el cobre y los pulsos de temperatura generaron un aumento
en la abundancia del transcrito de hspala de 2,9 (24 horas) y 4,5 veces (48 horas)
respecto al conlrol, ambas variaciones corroboradas por la prueba de T (p<0,05). Los
resultados generados presentan entonces marcadas diferencias en los patrones de

abundancia de estos dos genes de estrés térmico en los fibroblastos mt+ y mt-.
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Figura 11. Abundancia relativa de hspca v hspala en fibroblastos mi+ y mt- en condiciones de
exceso de cobre y alzas de temperatura. Células silvestres y mutantes para metalotioneina fueron
expuestos a concentraciones suprafisiolégicas de cobre (Cu) y, combinada (CuT) o independientemente
(1), a pulsos de temperatura (Figura 16). Los paneles A, B y C grafican la abundancia, determinada por
gPCR, de hspea, 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 biolégicas mds el respectivo error estandar. La
letra a indica que el valor es estadisticamente diferente al registrado para el control (sin Cu:His) de la
misma linea celular, v la letra b, que el valor en la linea mutante es estadisticamente diferente al de la linea
silvestre frente igual dosis de Cu seglin 1a prueba de T (p<0,05).



2.4. Acumulacion de cobre y cuantificacion de mtl

La determinacién del contenido intracelular de cobre en los [ibroblastos mtt v
mt- se encuentra ilustrada en los paneles A, B y C de la Figura 12. Segtin es posible
apreciar, el suministro de cobre provocé en la linea silvesire un incremento paulatino en
el promedio del contenido intracelular del metal (24h: 2,5 veces, 48h: 3,7 veces), que
alcanzo niveles significativos a las 48 horas de exposicion (T de Studeht, p<0,05). Los
fibroblastos mt- no se vieron afectados por la presencia de cobre en este respecto. La
temperatura, por otro lado, si determind un detrimento en el contenido del metal en
ambas lineas celulares, corroborado como estadisticamente significativo a las 24 (42,9
veces) v 48 horas (11,3 veces) en la linea mutante, y a las 48 horas (8,4 veces) en la linea
silvestre (T de Student, p<0,05). Simultaneamente administrados, cobre y temperatura
no meodificaron los niveles de cobre en los fibroblastos mutantes, pero si lo hicieron en
los fibroblastos mt+ donde se observo un aumento de 5,5 veces a las 24 horas, y 5,1
veces a las 48 horas, ambas variaciones significativas acorde a la prueba de T (p<0,05).

Los paneles D, B y F de la Figura 12 grafican la cuantificacion por gPCR de la
abundancia de mtl. Los fibroblastos mt- no mostraron cambios en la abundancia del
mensajero ni en presencia de Cu:His 100 pM, ni frente a un pulsos de temperatura, ni
ante la combinacion de ambas variables. Por el contrario, la linea silvestre aumento en
forma significativa (T de Student, p<0,05) los niveles del transcrito de mtl a las 48 horas
(1,6 veces), los que fueron considerablemente mayores (2,4 veces, T de Student, p<0,05)

a los detectados en la linea mutante. Los pulsos de temperatura provocaron a las 48



horas una disminucién significativa (6,9 veces) en la abundancia promedio de mtl (T de
Student, p<0,05). Esta disminucién también marcd una diferencia entre ambas lincas
celulares en los niveles de mtl a las 48 horas (T de Student, p<0.05). Cobre y
temperatura combinados provocaron un alza significativa (6,5 veces) de mtl a las 48
horas de tratamiento (T de Student, p<(0,05). La abundancia de mtl a este tiempo
también fue significativamente mayor (6,3 veces) a la regisirada en los fibroblastos
mutantes (T de Student, p<0,05). Las diferencias observadas en la acumulacion de
cobre y la abundancia de mtl en los fibroblastos mt+ y mt- sugieren que, pese a que en
la linca silvesire e] incremento intracelular de cobre observado bajo la exposicién.a
cobre y temperatura antecede al aumento de mtl, la presencia de metalotioneina es aun

necesaria para posibilitar la sobrecarga del metal.
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Figura 12. Contenido intracelular 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
metalotioneina fueron expuestas a Cu:His 100 pM y pulsos de temperatura en forma 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 relacion a la abundancia de proteinas de cada muestra. Los
paneles D, E y F presentan la cuantificacion de mtl relativa a la abundancia del transcrito de actina,
determinada mediante qPCR. Se presenta el promedio de 3 réplicas bioldgicas mas el respectivo error
estandar. La letra a indica que el valor es estadisticamente diferente al registrado para el control (en la
Figura, Cu-His 0 pM) de la misma linea celular, y la letra b, que el valor en la linea mutante es
estadisticamente diferente al de la linea silvestre frente igual dosis de Cu segtin la prueba de T (p<0,05).
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DISCUSION

Pese a que el principal rol asignado a metalotioneina obedece a la regulacion
homeostatica de los niveles de cobre y zinc al inlerior de la célula, su participacion ha
sido también invocada en una amplia gama de siluaciones que ponen en riesgo la
integridad celular, ajenas al metabolismo de metales traza. Entre ellas se cuenta, por
ejemplo, el estrés oxidativo, la radiacion ultravioleta y la respuesta anti-inflamatoria
(Palmiter y col., 1998, Wang y col., 2004). El presente trabajo busco, en un modelo
celular mamifero, dilucidar la influencia de esta proteina en la respuesta transcripcional
de genes propios del metabolismo de metales y otros vinculados a mecanismos de
proteccidn celular, a fin de probar que la ausencia de Mt repercute no solo en el proceso
de adaptacion a un exceso en la disponibilidad de metales, si no también en una
situacion en apariencia tan dispar como el estrés térmico. La conexion entre ambas
respuestas transcripcionales emerge como hipdtesis a partir de un analisis exhaustivo de
los datos de microarreglos globales (Armendariz y col.,, 2006). A continuacion se

discuten entonces diversos aspectos referentes a la metodologia y resultados obtenidos.



63

1. Caracteristicas de la metodologia empleada

In el desarrollo de esta tesis resultd fundamental el modelo celular de
fibroblastos murinos mutantes y silvestres para las metalotioneinas 1 y 2, generados por
Palmiter y colaboradores (Kelly y Palmiter, 1996). Cabe sefialar, sin embargo, que el
caracter indiferenciado de estas lineas celulares hace plausible la presencia de Mt3 y
Mt4, proteinas propias, respectivamente, de tejido neuronal y escamoso. (Tapiero y col.,
2003). Esta posibilidad permanece a la fecha sin descartar, y dado que se desconoce el
grado de similitud o divergencia en las funciones de la familia de las Mt, constituye un
factor a considerar a la hora de interpretar los resultados de este trabajo y sus
precedentes.

Il analisis de viabilidad reveld la existencia de diferencias significativas en los
valores de MTT enire controles y células tratadas con cobre, temperatura y
cobre/temperatura para ambas lineas cefulares, diferencias que fueron discrepantes con
los analisis efectuados por el método del azul tripan. Cabe la posibilidad de que esta
discordancia tenga en parte su origen en una menor sensibilidad del conteo con azul
tripan, o bien en la alteracion de la actividad mitocondrial a raiz de los tralamientos
suministrados, lo que incidiria en la cuantificacion del ensayo de MTT. En efecto, el
cobre ha sido descrito como un inhibidor de la actividad deshidrogenasa mitocondrial
en células de neuroblastoma humano (Arciello y col., 2005). Otros repories sefialan que
el metabolismo mitocondrial puede verse acelerado al aumentar la temperatura (Abele y

col., 2002). Teniendo esto en mente, la vision conciliatoria de los datos recolectados a
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través de ambas metodologias apunta a que los efectos del cobre y la temperatura en la
viabilidad de las lineas celulares empleadas son pocos o ninguno, lo que por lo menos
permite asegurar que pese a que la temperatura, y en un grado atun mayor, el suministro
de cobre utilizado estan muy por sobre los niveles fisiologicos, los resultados de este
estudio parecen reflejar la respuesta fisioldgica de células no especializadas en el manejo
de cobre a un desafio dentro del rango de control homeostatico, y no la exposicion a un
elemento o elementos altamente citotoxicos.

El disefio experimental de las condiciones de cultivo tuvo como objetivo
posibilitar la administracion de los tratamientos previamente descritos, en especial
aquellos protocolos que involucraban distintos periodos de exposicion a cobre o calor,
de forma tal que el espacio de tiempo existente entre la siembra y la recoleccion de las
células fuese siempre idéntico. Es por ello que las distintas variables fueron
suministradas no al inicio, en forma simultanea, si no con la anticipacion necesaria para
poder ejecutar los correspondientes protocolos de medicion a un mismo tiempo final.
Ello permitio eliminar variaciones en el grado de confluencia que las células alcanzaron
al momento de ser recolectadas. Se incorpord ademas la abundancia de proteinas y del
transcrito que codifica para actina como elementos de referencia para normalizar valores
a comparar entre diferentes muestras. El transcrito de actina fue seleccionado como gen
normalizador para las condiciones experimentales expuestas a raiz de la escasa
variabilidad que presentd en un grupo de 18 c¢DNAs de fibroblastos sometidos a

concentraciones crecientes de cobre (Tabla 4), variabilidad que fue posteriormente



mantenida en 42 ¢cDNAs de fibroblastos expuestos a condiciones de exceso de cobre y
temperatura. El incremento en la abundancia relativa de mtl observado en la linea
silvestre en presencia de Cu:His 100 pM (Figura 5) fue considerado como un control
positivo de la exposicion a cobre (Urani y col., 2003, Tapia y col., 2004) y permiti6
también corroborar la validez de la utilizacion del transcrito de actina como elemento de
referencia.

El analisis de los patrones de cambio en la abundancia de los distintos transcritos
de interés fue llevado a cabo mediante la técnica de qPCR, método reconocido por su
exactitud y sensibilidad para cuantificar acidos nucleicos en un amplio rango de
concentraciones (Lekanne y col., 2002), razén por la que es normalmente utilizado a la
hora de validar datos originados a partir de micro o macroarreglos. Se considerd en este
analisis el incluir réplicas biol6gicas (experimentales) y no técnicas (vale decir, réplicas
de las mediciones), dada la baja variabilidad previamente observada en la cuantificacion
de las tultimas y el valor agregado en la informacion suministrada por las primeras. Los
resultados obtenidos indican que existe un grado de congruencia cercano al 70 % entre
los resultados generados en la presente tesis y los reportados por Armendariz y col.,
20006, vy por Tapia y col., 2004 (Tablas 5 y 0), pese a que en estos ultimos (rabajos no
fueron empleadas téplicas bioldgicas y se recurrid a distintas metodologias
experimentales (micro o macroarreglos) y otros criterios de normalizacién y andlisis
estadisticos. Es necesario sefialar que una limitacion comin a todos estos métodos es

que permiten tener sélo una imagen indirecta de la expresion génica, ya que lo que
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realmente estiman es la abundancia de transcritos, que a su vez es resultado del balance
entre la transcripcion y degradacion de los mensajeros. El alto grado de correlacion
observado sugiere que los cambios transcripcionales asociados a la exposicion a cobre
constituyen una respuesta bioldgicamenie robusta y apoya la posibilidad de estudiar un

numero mayor de transcrilos que en los experimentos de microarreglos mosiraron un

comportamiento diferencial en respuesta al metal.

2. Viabilidad en fibroblastos mt+ y mt-

A pesar de las aparentes discrepancias en los ensayos de viabilidad generados por
Ja tincién con azul tripan y el ensayo de MTT, discutidas en el punto 1, las observaciones
efectuadas a través de estos métodos concordaron en que no existian diferencias entre la
resistencia de los fibroblastos silvestres y mutantes a los distintos tratamientos con
cobre y temperatura. Tal como queda seiialado en Tapia y col., 2004, la distincion en la
resistencia al exceso de cobre entre las lineas mt+ y mt- es demasiado sutil para ser
explicada en términos de viabilidad, y solo queda en evidencia al ser presentada en
funcion del contenido intracelular de cobre. Es por ello que la imposibilidad de
distinguir el genotipo mutante a través del fenotipo de la resistencia al metal no era en
absoluto inesperada, como tampoco fue extrafio que el exceso de temperatufa,
suminisirado independiente o conjuntamente con cobre no marcase una diferencia entre
la viabilidad de ambos tipos de fibroblastos. Cabe destacar ademés que una observacion

colateral del proceso de seleccion de genes fue el encuentro de una marcada diferencia
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en el nimero de genes apoptoticos publicados en Armendariz y col. (2000) entre
fibroblastos silvestres y mulantes: 5 transcritos en fibroblastos mt- contra 2 en
fibroblastos mt+. Ello estd en concordancia con estudios que indican que el
desplazamiento del equilibrio del sistema apoptdtico hacia la muerte celular frente a
condiciones de toxicidad es mas acentuado en ausencia de metalotioneina (Kondo y col.,
1997, Jiay col, 2004). La cuantificacion de la abundancia de mdm2, que presentd un
potencial sitio de union a MTF-1 y cuyo producto génico regula a través de la
ubiquitinacion la actividad del factor pro-apoptdtico p53 (Hosokawa y col., 1998),
también apuntd en esta direccion — la dosis de Cu:His 100 pM provocd un incremento

en los niveles del transcrito solo en la linea silvestre.

3. Participacion de la metalotioneina en el metabolismo redox

Tal vez el resultado mas llamativo arrojado por la cuantificacion de especies
reactivas {ue la predominancia observada de compuestos de este tipo en los fibroblastos
que carecen de Mt, incluso bajo condiciones normales de cultivo (37 °C, sin suplemento
de cobre). Es interesante que el aumento en el nivel de especies redox se correlacione
con la pérdida de metalotioneina, ya que se postula que los atomos de cisteina que en
esta proteina permiten la union de iones melalicos también podrian contribuir a la
captura de radicales libres mediante la oxidacion de los correspondientes grupos sulfuro
(Palmiter y col., 1998, Colangelo y col., 2004). De este modo, los resultados expuestos

sugieren que la Mt no solo es necesaria para el almacenamiento de cobre y un manejo
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seguro del contenido intracelular del metal, sino que también podria ser requerida para

mantener una adecuada capacidad de secuestro de especies reactivas.

4. Participacion de proteinas de estrés térmico en el metabolismo redox

Los resultados obtenidos por Broome y col. en ratones transgénicos que sobre
producen Hspala (2006) sugieren que esta proteina protege contra el dafio oxidativo a
través de una via de accion que atn no ha sido caraclerizada. Las variaciones en los
niveles de abundancia del correspondiente transcrito (Figura 6), que en las células mt-
llegaron a incrementarse mas de 25 veces por sobre el valor observado en los
fibroblastos silvestres, indican que es factible que el aumento en la abundancia de
hspala y oftras posibles proteinas que puedan suplir o complementar las funciones de Mt
obedezca a un mecanismo que busca compensar la ausencia de metalotioneina.

Un segundo punto a destacar radica en la disminucion ocasionada por los pulsos
de temperatura en la abundancia de especies reactivas. Selsby y Dodd (2005) observaron
un efecto similar en tejido muscular de ratas que habian sido inmovilizadas durante 8
dias. En este experimento, las ratas que fueron sometidas a elevaciones transitorias de
temperatura presentaron niveles menores de marcadores de dafio oxidativo que las que
no lo fueron. La ausencia de cambios en la actividad de diversas enzimas antioxidantes,
entre ellas, glutation reductasa, les llevd a plantear que la administracion de calor
conferia proteccion por medio de la induccion de proteinas de estrés térmico.

Previamente (1999), Preville y col. habian detectado un aumento en los niveles de
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Gopdh, glutation, glutation transferasa y glutation reductasa en fibroblastos de raton
transfectados para sobre producir Hsp27. Pese a que la cuantificacion de hsp27 por
gPCR fue originalmente considerada en el presente trabajo, el empleo de dos diferentes
parejas de partidores no permitid confirmar la presencia del transcrito en los cDNAs
analizados. Los resultados aqui expuestos apuntan a que, en una linea celular donde la
regulacion de los niveles de al menos cuatro transcritos asociados a proteinas de estrés
térmico se encuentra alterada, un incremento en la temperatura atn posibilita la
reduccion de las especies reactivas presentes. Como ello ocurre, en vista de las aparentes
contradicciones y vacios en la informacion existente, es una pregunia que merece sin

duda un estudio mas acabado.

5. El cobre y la ubiquitinacion

Contra lo predicho por la base de datos de expresion global de fibroblastos ml+ y
mt- sometidos a concentraciones suprafisioldgicas de cobre (Armendariz y col., 2000),
no fueron observadas diflerencias estadisticas en las variaciones de la abundancia de
uba52 y ubc, ni tampoco de ubb, todos genes que dan origen al péptido ubiquitina. Pese
a que la tendencia de los promedios sugiere un aumento paulatino de ubb y ubc a
concentraciones crecientes de cobre, cuyos niveles resultaron ser significativamente
mayores en los fibroblastos silvestres expuestos a Cu:His 100 pM respecto a la linea
mutante, resulia dificil sopesar la relevancia biolégica de la cuantificacion de estos ires

transcritos. La explicacion mas plausible probablemente guarda relacion con el hecho de
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que los trabajos que previamenie han reportado incrementos en la abundancia de
mensajeros de esta naturaleza lo han hecho en espacios de unas pocas horas (Uney y
col., 1993) y seflalan incluso que estos cambios son sumamente rapidos y de corta
duracion (Bond y Schlesinger, 1993). Ello explicaria la alta variabilidad en las
mediciones realizadas, y deja abierta la posibilidad de que, a raiz de los elevados niveles
de especies reactivas y la deficiencia en la regulacion de transcritos vinculados a
proteinas con actividad chaperona, la potencialmente mayor abundancia de proteinas
defectuosas en la linea mutante provoque dilerencias en la produccidon de ubiquitina que

se hagan notorias en periodos mas estrechos de tiempo.

6. Mecanismos de regulacion transcripcional potencialmente mediados por
metalotioneina

Una posible explicacién para las diferencias que fueron registradas en la
cuantificacion de los transcritos de interés en las lineas m(+ y mi- bajo las distintas
condiciones estudiadas tiene su base en las observaciones realizadas por Zhang y col.
(2003), Sttt y col. (2000) y Uenishi y col. (2006). Los primeros sefialaron que, en un
sistema in vitro, la presencia de metalotioneina unida a zinc es absolutamente necesaria
para posibilitar la transcripcion via MTF-1 de un gen reportero bajo el control de
secuencias tipo MRE. La necesidad que tiene MTF-1 de ligar zinc para poder unirse al
DNA permite suponer que Mt es quien posibilita al interior de la célula la transferencia
del i6n a este factor de transcripcion, vy que de este modo podria modular su actividad. El

segundo grupo reportd que la carencia de Mt, que normalmente se moviliza al niicleo en
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condiciones de estrés, causa una pronunciada disminucion en la migracion de MTF-1 al
nucleo. Ello podria ser consecuencia de la ausencia de quien normalmente cede el zinc
al factor de transcripcion, o constituir un segundo mecanismo a través del cual Mt regula
a MTF-1. En tercer lugar, Uenishi y colaboradores (Uenishi y col., 20006) detectaron la
union de MTF-1 al complejo HSF-1/HSE vy observaron anomalias en la induccion de
hspala en lineas celulares que sobre expresaban MTF-1. En conjunto, estas evidencias
apuntan a que la actividad de MTF-1 podria estar alterada en los fibroblastos mt-, lo que
a su vez incidirfa en la correcta funcion de HSF-1. Los elevados niveles registrados para
hspala en la linea mutante, asi como la invariabilidad de hspala, hspca y hspl05 (que
presento un potencial sitio de unién a MTF-1) frente a cobre o temperatura, todas ellas
blanco de HSF-1, son compatibles con este modelo, ilustrado en la Figura 13. La menor
abundancia de hspa8 en la linea mutante también puede interpretarse como parte de esta
cadena: otro de los elementos que parece controlar la actividad de HSF-1 es
precisamente el producto génico de este transcrito, el que de acuerdo a Ahn y col. (2005)
es un regulador positivo del mencionado factor de transcripcion. El detrimento en los
niveles de hspa8, que pese a la presencia de elementos tipo HSE en su regién promotora
ha sido descrito como pobremente inducible ante condiciones de estrés (Wilke y col.,
2000), bien puede explicarse en la linea mutante como un intento por compensar la
falencia en la actividad represora de MTF-1. El modelo propuesto en la Figura 13
también explica la ausencia de cambios en los niveles de mtl en los fibroblastos

mutantes, dado que MTF-1 se configura como pieza clave en la regulacion
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transcripcional del gen de metalotioneina 1 (Coyle y col., 2002). Sin embargo, el
incremento registrado en zntl, otro blanco bien caracterizado de MTF-1 cuya expresion
habia sido descrita uinicamente en presencia de zinc (Langmade y col., 2000), en
fibroblastos silvestres y mutantes expuestos a cobre puede parecer en primera instancia
como una observacion que invalida el modelo propuesto. Una explicacion concilatoria
tiene apoyo en la evidencia de que la expresion de gele, gen que codifica para la
subunidad catalitica de la glutamil cistein ligasa y que también contiene en su region
promotora sitios de unién a MTE-1, puede ser inducida incluso en ausencia del mentado
factor de transcripcion (Lichtlen y col., 2001). Ello podria ocurrir, por ejemplo, a través
una region distal, alejada alrededor de 3100 pares de bases del sitio de inicio de la
franscripeién en el gen humano, que contiene sitios de unién de respuesta antioxidante
(AREs) modulados mediante NRF-1 (Myhrstad y col.,, 2001). Si el cobre entonces
regula la transcripcién de este transportador de eflujo a través de la misma via que lo
hace zinc, como es el caso de metalotioneina, es una pregunta que permanece abierta.

La complejidad de las regiones promotoras en mamiferos también permite
especular por qué los niveles de sodl y ccs no aumentan cuando la linea mi- es expuesta
a un exceso de cobre: en sistemas in vitro, se ha reportado la transferencia de zinc desde
metalotioneina a otros factores de transcripcion con estructuras de dedos de zinc, tales
como Spl, TFIIIA, el receptor de estrogenos y Tramtrack (Zhang y col, 2003). Aunque
MTEF-1 no esta involucrado en la transeripcion de sodl y ces, se ignora a la fecha qué

mecanismos modulan la expresion de los mencionados transcritos, y una posibilidad a
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considerar es que la carencia de metalotioneina afecte no solo la actividad de MTF-1 y
HSF-1, si no también de otros factores de transcripcion que podrian controlar a estos u

otros genes.

7. La metalotioneina y el estrés térmico en la acumulacion intracelular de cobre

Trabajos previos (Tapia y col., 2004) han reportado que, en las lineas celulares
utilizadas la concentracion intracelular de cobre, hierro y zinc en condiciones normales
de cultivo resulta ser independiente de Ia presencia de Mt. No obstante, en el presente
trabajo fue posible detectar bajo estas mismas condiciones marcadas diferencias en la
abundancia los transcritos hspala, hspa8 y especies reactivas, lo que, como se discute en
los puntos 3 y 6, apunta a la asociacion de metalotioneina con funciones que van mas
alla de la captura de metales y la configuran como un posible regulador de la actividad
de factores de transcripcion y el metabolismo redox.

Saydam y col. publicaron en 2003 observaciones donde la exposicién conjunta
de celulas eucariontes a concentraciones de cadmio y zinc por encima del rango
fisiologico y pulsos breves de temperatura parecia estimular simultineamente la
acumulacion intracelular de estos metales y una notoria activacion del promotor de mt1.
Ambas variables sobrepasaron con creces los niveles alcanzados en la sola presencia del
exceso de cadmio o zinc. La sobre expresion de HSF-1 en una linea transfectada y
expuesta a una sobre disponibilidad de estos elementos tampoco pudo equiparar las

magnitudes registradas en la estimulacion del promotor de mtl ni la abundancia de
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cadmio o zine en la célula, resultados que apuntaban a la induccion de un gen blanco de
MTF-1 mediada por calor y metales en forma HSF-1 independiente. Los autores
sugirieron que era esla hiperestimulacion en la transcripcion de metalotioneina lo que
permitia a la célula acumular metales en elevadas cantidades. Los resultados aqui
descritos obtenidos con células expuestas a cobre y alzas de temperatura permilen
afirmar que, por el contrario, el aumento en los niveles de mtl es precedido por un alza
de 5,5 veces en el contenido interno del metal en la linea silvestre (Figura 12). Pese a
que el incremento intracelular de cobre antecede al de mtl, la ausencia de cambios en
los fibroblastos mutantes sugiere que la presencia de metalotioneina es alin necesaria
para posibilitar la sobrecarga del metal. A la inversa, en ausencia del suministro de cobre
la temperatura provoco una disminucion en la abundancia intracelular de este elemento
en ambas lineas celulares. El detrimento en mtl, en cambio, fue observado
exclusivamente en los fibroblastos mt+. Ante un aumento en la temperatura, la
acumulacion de cobre puede tomar entonces diferentes direcciones en funcidon de la
concentracion extracelular del metal. Selvaraj y col. (2003) encontraron que, en lineas
celulares de Drosophila melanogaster, MTF-1 esta encargado no solo de enfrentar la
sobrecarga de cobre si no también su deficiencia, de forma que es capaz de activar la
transcripcion de Ctrlb con el objeto de incrementar el ingreso de cobre a la célula. Esta
observacion permite plantear uno de tantos escenarios posibles, donde la temperatura
podria estimular la salida de cobre desde la célula al modificar la actividad o afinidad de

transportadores de eflujo como ATP7A o ATP7B. En un intento por compensar la
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consiguiente deficiencia del metal, el detrimento en el contenido intracelular de cobre
provocaria la activacion - via MTF-1 - de ctrl o algin otro componente de entrada
desconocido que en mamiferos contenga sitios tipo MRE en su region promotora, lo que
en ultima instancia conducirfa a la induccion de mtl. Dado que la actividad de MTF-1 es
hipotéticamente deficiente en los fibroblastos mt-, ello explicaria por qué pese a que la
sobrecarga de cobre es anterior al aumento en mtl, la presencia de metalotioneina parece
ser condicion necesaria para posibilitar este incremento en el contenido intracelular del
metal, ademas de establecer un interesante parangén con los mecanismos y propdsitos
que también en levadura dirigen la induccion del gen cupl bajo condiciones de estrés

térmico (Silar y col., 1991).
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Figura 13. Mecanismo propuesto para la regulacion mediada por metalotioneina de la actividad de
MTF-1 y HSF-1. La figura describe la serie de pasos requeridos para activar la transcripcion de genes
blanco de MTF-1 y HSF-1 en una célula silvestre para metalotioneina. El exceso de cobre es capturado
por Mt, y el zinc desplazado de la proteina es consiguientemente transferido a MTF-1, lo que posibilita la
union de este factor de transcripcion a los sitios MRE. No es claro si a través de la transferencia de zinc u
otro mecanismo Mt (que también se traslada al niicleo en condiciones de estrés) promueve la migracién de
MTE-1 al nicleo, pero cuando ello ocurre MTF-1 puede acoplarse a HSF-1 y reprimir su actividad. Esta
funcién represora es opuesta al papel de Hspa8 como activador. Todos los puntos de control descritos en
esta cadena se encontrarfan desregulados en ausencia de Mt. La presencia de los componentes de la
maquinaria de transcripcién ha sido intencionalmente omitida con el objeto de simplificar la grafica. Por
esta misma razon, las escalas de tamaifio y las relaciones estequiométricas entre cobre o zinc y Mt (que
puede contener hasta 8 atomos de metal) o MTF-1 {(que en realidad tiene 6 dedos de zinc) tampoco han
sido representadas cabalmente.
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CONCLUSIONES

La generacion de una coleccion de 12 estandares para qPCR permitié cuantificar
las modificaciones en la abundancia de transcritos ligados a procesos de ubiquitinacion,
estrés térmico y metabolismo de metales en fibroblastos mi+ y mt- expuesios a
concentraciones suprafisioldogicas de cobre. Las diferencias observadas en los
parametros fisioldgicos entre lineas celulares resultaron ser aun mas acentuadas en
términos transcripcionales, dado que todos, salvo 1 de los 9 transcritos éuya abundancia
aumento en respuesta al exceso de cobre en la linea silvestre permanecieron invariables
en la linea mutante. Este andlisis permitié identificar no solo divergencias en los
cambios de abundancia del 89% de los transcritos que se vieron alterados en la linea
silvestre, si no también detectar marcadas discrepancias en los niveles basales de hspala
y hspa8, cuyos productos génicos son miembros de la familia Hsp70.

La exposicion conjunta o independiente a condiciones de exceso de cobre y
temperatura hizo evidente que la carencia de metalotioneina se correlaciona con
diferencias en el comportamiento fisioldgico y transcripcional de la célula, cambios que
podrian ser explicados por una alteracién en la actividad de los factores de transcripcion
MTF-1 y HSF-1. Ello extiende las posibles funciones de metalotioneina mas alla del
metabolismo de cobre y zinc y la configura en un modelo celular mamifero como un
posible componente de la red de regulacion génica activada por cobre y/o temperatura,

rol que encuentra cierto paralelo en levadura.
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Finalmente, es necesario sefialar que el modelo propuesto en el presente trabajo
(Figura 13) da espacio a una serie de hipéiesis cuya validez amerita ser evaluada
experimentalmente, y que podrian proporcionar una interesante optica desde la cual
juzgar el sentido de una proteina cuya funcion parece tener tantas diferentes aristas

como es melalotioneina.
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