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RESUMEN

El  cobre  es  un  ion  esencial  que  participa  como  cofactor  en  una  variedad  de  enzimas

metab6licas.  Sin  embargo  un  exceso  de  este  metal  produce  radicales  libres  que  son

t6xicos  para  las  c6lulas  y  el  organismo.  Los  peces  han  sido  ampliamente  usados  para

estudiar los efectos  de  metales  pesados,  incluyendo  el  cobre,  presentes en  el  alimento y

en   el   medio   externo.   Se   ha  demostrado  que  en  peces   adultos   los   metales  inducen

diferentes  respuestas  adaptativas.  Hasta  la fecha,  existe  poc.a  informaci6n  acerca  de  los

efectos que produce el cobre durante los distintos estadios del desarrollo de los peces.  En

este trabajo se  busc6 describir el efecto que produce el cobre presente en el  medio en  la

supervivencia  de  larvas  de  pez  cebra.  Se  realizaron  ensayos  de  toxicidad  aguda  y  se

generaron curvas de LC50, datos que mostraron ser muy utiles para disefiar experimentos

destinados a encontrar efectos letales o subletales de este metal en el desarrollo de estos

peces.  Tambien se comprob6  la funcionalidad  del transportador de cobre de alta  afinidad

de pez cebra (zcfr7) realizando ensayos de complementaci6n en levaduras mutantes para

este tipo  de transportadores.  Aprovechando  las ventajas  de  la  utilizaci6n  de embriones y

larvas  de  pez  cebra  para  estudiar  la  expresi6n  genica  durante  el  desarrollo,  como  por

ejemplo  su transparencia y facil  manipulaci6n  genetica  con  herramientas  moleculares,  se

estudi6  la expresi6n /.n  v/.vo del gen  de respuesta  a estfes hsp70 inducida al agregar este

metal al  medio externo.  Finalmente,  se analiz6 en  mayor profundidad el efecto t6xico que

produce  este  metal  sobre  el  sistema  mecanosensorial  de  la  linea  lateral  de  este  pez.

Ademas  se  propone,  con  resultados  preliminares,  el  uso  del  dafio  que  produce  el  cobre

sobre  la  linea  lateral  como  un  sistema  para  estudiar  la  regeneraci6n  de  este  6rgano

sensorial.



INTRODUCCION

En el desarrollo de esta tesis se analiz6 si el cobre presente en el medio influye en

la  supervivencia  de  larvas  de  pez  cebra,  se comprob6  la funcionalidad  del  transportador

de cobre de alta afinidad zCTR1,  se estudi6   si este metal  induce la expresi6n del gen de

respuesta  a estfes hsp70 y finalmente se analiz6 el efecto t6xico que produce este  metal

sobre el  sistema  mecanosensorial  de  la  linea  lateral  de  este  pez.  Ademas  se  muestra  la

u{ilidad  del  cobre  como  un  agente  t6xico  para  estudiar  la  regeneraci6n  de  este  6rgano

sensorial.

1.1  El gen zcfr7 codifica para un transportador funcional de cobre.

La  homeostasis de los  iones  metalicos es finamente regulada  por diferentes procesos de

incorporaci6n,     almacenamiento    y    secreci6n,    por    [o    que    existen    una    serie    de

transportadores  en  cada  compartimiento  celular  que  mantienen  un  delicado  balance  en

las  actividades  de  transporte  a  traves  de  las   membranas.   Una  bai.a  actividad  en  los

transportadores  de cualquier i6n  metalico  puede  generar desregulaci6n  en  el  crecimiento

celular y,  a  la  vez,  un  exceso  en  su  funcionamiento  puede  ser  altamente  t6xico  para  la

celula.   Estudios  en  transportadores  de   metales   indican  una  acci6n  coordinada  de  los

sistemas  de  absorci6n  y  secreci6n  para  lograr  una  correcta  homeostasis  en  los  tejidos

(Pefia y cols.,1999).

Los organismos vivos  requieren  cobre para su crecimiento y  desarrollo.  Debido a su  gran

potencial  redox,  el  cobre  es  un  cofactor  esencial  de  gran  numero  de  proteinas  como  la

citocromo  c oxidasa,  la  lisil  oxidasa y  la super6xido  dismutasa y tambien  es  un  elemento

central    en    la    protefna    hemocianina    de    artr6podos   y    moluscos,    equivalente   a    la

hemoglobina  humana,  con  un  rol  en  el  transporte  del  oxigeno.   Muchas  enfermedades

humanas son  atribuidas  a defectos en  el  metabolismo  del  cobre.  Atp7a es  un  exportador



que  permite  el  paso  de  cobre  desde  las  c6lulas  intestinales  hacia  el  torrente  sanguineo

donde se une a albtlmina para luego viajar al higado.  La disfunci6n de Alp7a en humanos

provoca    una   deficiencia   en    la   adquisici6n   de   cobre   por   el    organismo   llamada   la

enfermedad  de  Menkes  (Lim  y  cols.,  2006).  A  pesar  de  su  papel  esencial,  el  cobre  en

exceso  resulta  perjudicial  para  la  supervivencia  de  las  celulas  debido  a  su  naturaleza

a[tamente   reactiva.   Mutaciones  en   ]a   proteina  AIp7b,   un   exportador  similar  a[  Atp7a,

provocan  una falla en  la excreci6n  de cobre en  la  bilis y una incorporaci6n  defectuosa de

cobre en  la  ceruloplasmina,  protelna que  porta  la  mayoria  de este  metal  circulante en  la

sangre.    De   esta    manera    el    cobre   se    acumula    en    distintos   tejidos    produciendo

especialmente  en  el  higado  donde  desencadena  una  toxicosis  severa  (Llanos  y  cols.,

2002).

La adquisici6n de cobre en  c6lulas eucariontes es llevada a cabo  por transportadores.  En

vertebrados,  el  cobre  es transportado  principalmente a traves  del  transportador de  cobre

de  alta  afinidad  CTRl   o  mediante  el  transportador  de  metales  divalentes  DMT1.  Se  ha

descrito  que  DMTl   es  capaz  de  transportar  distintos  metales  divalentes,  mientras  que

CTRl  es  especifico  para  cobre  (Sharp  y  cols.,  2003).  Ademas  de  CTR1,  una  serie  de

otras   proteinas   que   participan   en   la   homeostasis   de   cobre   en   mamiferos   han   sido

descritas             en             el             pez            cebra            como             par            ei.emplo            la

metalotionefna  (Yan  y  cols.,  2004,  Chen  y  cols.,  2004,  Chan  y  cols.,  2006),    el factor de

transcripci6n  MTF-1   (Dalton  y  cols.,  2000,  Chen  y  cols.,  2002),  ceruloplasmina  (Korzh  y

cols.,  2001),  e  incluso se  ha  descrito  una  linea  mutante para  el  gen de la enfermedad  de

Menkes  (afp7a)  (Mendelsohn y cols.,  2006).

CTRl  es una proterna transmembrana altamente conservada que media la internalizaci6n

de cobre desde el  medio extracelular.  El CDNA de zcfr7 codifica una  prote[na con un 69%

de    identidad    con    su    ort6logo    humano    y    muestra    conservaci6n    de    los    residuos

aminoacidicos  especificos  involucrados en  el transporte de  cobre.  En  el  genoma  del  pez



cebra se encuentra una sola copia de este gen y su estructura gen6mica, consistente en 5

exones,  es conservada con  los genes cfr7  de mamiferos. Analisis  mediante hibridaci6n in

situ    muestran    que    zctr7    se    expresa    ubicuamente    durante    estadios    tempranos,

restringi6ndose  al cerebro y tejidos ventrales a las 24 horas  postfertilizaci6n  (hpf). A los 3

dias de vida la expresi6n se centra principalmente en el intestino en desarrollo (Mackenzie

y  cols.,  2004).   En  rat6n  se  ha  demostrado  que  la  deficiencia  de  este  gen  provoca  la

muerte   en   etapas   tempranas   de   la   gestaci6n,   mientras   que   animales   heterocigotos

muestran  una  alta  sensibilidad  a  niveles  bajos  de  cobre  en  la  dieta  y  acumulan  bajos

niveles  de cobre  en  algunos tejidos  (Lee  et  al.,  2001;  Kuo  et  al.,  2001).  En  pez  cebra el

b[oqueo   de  la  expresi6n   de  zcfr7   utiljzando  oligonucle6tidos   (morpholinos)   antisentido

provoca  la  letalidad  en  larvas  tempranas,  indicando  la  esencialidad  de  este  gen  para  el

desarrollo (Mackenzie y cols.,  2004).

Estudios   en   bacterias   y   levaduras   han   permitido   la   identificaci6n   de   componentes

esenciales   en   la   homeostasis   de   cobre.   A   pesar   de   que   los   mecanismos   no   son

completamente  conservados  entre especies,  las  proteinas  relacionadas con  el transporte

del   cobre   comparten   dominios   funcionales   modulares.   La   identificaci6n   de   proteinas

transportadoras  de cobre en  microorganismos  ha  permitido dilucidar su funcionamiento y

ha ayudado a identificar sus hom6logos en mamiferos.

En la levadura Saccharomyces cerev/.s/.ae el transporte y la distribuci6n intracelular del i6n

cobre  han   sido   ampliamente  estudiados   debido  a  que  se  conoce  la  totalidad   de  su

genoma y  a  la facilidad  con  la  que es posible aislar y  estudiar mutantes. A excepci6n  de

los factores  de transcripci6n  metaloreguladores Acel  y  Macl  (Koch y  cols.,1997,  \/Vinge

1998),   todos   los   genes   relacionados   con   la   homeostasis   de   cobre   que   han   sido

identificados    en    levadura    presentan    hom6logos   en    humano.    Si    bien    no    se    han

determinado   todos   los   mecanismos   de   absorci6n   de   cobre   en   levaduras,   estudios



gen6ticos   han   comenzado   a   entregar   informaci6n   importante   acerca   de   proteinas

relacionadas en este proceso.

Las   primeras   descripciones   del   transportador   de   membrana   CTRl   se   realizaron   en

estudios de mutantes de levadura  para este gen.  Una alteraci6n  cromosomal del  gen cfr7

de Saccharomyces cerevt.st.ae genera fenotipos asociados con la perdida de absorci6n de

cobre  como  son:  disminuci6n  de[  crecimiento  en  media  pobre en  cobre,  deficiencia en  la

cadena respiratoria  (debido a la incapacidad de entregar cobre a la citoctromo  C oxidasa),

sensibilidad  al  estres  oxidativo  (debido  al  deficit  de  cobre  en  la  superoxido  dismutasa),

incapacidad   de  transportar  hierro   (debido   a   la   inhabilidad   de   proveer  de   cobre   a   la

ferroxidasa  multicobre  Fet3  requerida  para  la  absorci6n  de  alta  afinidad  de  hierro),  entre

otras.

En  1997,  se identific6  una secuencia  humana de  DNA (CDNA)  hom6loga  al transportador

de  alta  afinidad  cfr7  de  levaduras,  denotado  Acfr7   (Zhou  y  cols.,1997).   Este  gen  se

obtuvo  a  partir de complementaci6n funcional  de  levaduras  defectuosas en  la respiraci6n

que  presentaban  deficiencia  en  el  transporte  de  cobre  ya  que  eran  mutantes  para  el

transportador CTR1.

Como  se vera  en  los  resultados  de  este trabajo,  ensayos  de  complementaci6n  de  esta

levadura   mutante   basados   en   la   expresi6n   heter6Ioga   del   gen   cfr7   de   pez   cebra,

permitieron comprobar el funcionamiento de esta proteina como transportador.

1. 2       Letalidad de larvas inducida porcobre.

Los    metales    pesados    son    considerados    importantes    agentes    contaminantes    en

ecosistemas acuaticos.  Las sales de los  metales  pesados solubles en  agua son t6xicas y

acumulables   por   los   organismos   que   los   absorben,   los   cuales   al   ser   ingeridos   se

convierten  en  fuente  de  contaminaci6n  para  otros  organismos  de  la  cadena  alimenticia.

Bacterias,   protozoos,   nematodos,   plantas  acuaticas  y  peces  han  sido  utilizados  como



organismos modelo para estudiar la toxicidad de metales pesados en ambientes acuaticos

(Fenske y  cols.,  2006).  El  usa  de  peces  como  modelo  experimental  ha  incrementado  de

manera importante debido a ventajas como su  pequeFio tamafio y su  rapida reproducci6n

lo que los  hace id6neos para las  mss variadas pruebas,  especialmente como animales de

prueba en investigaciones toxicol6gicas y el  monitoreo de  la contaminaci6n  de  ambientes

acuaticos. A partir de la decada de los 70 se empez6 a utilizar el  Pez  Cebra  (Dan/.o ron.o)

como  modelo experimental  en  el  area de  biologfa del desarrollo y  en  la  ultima decada se

ha  vuelto  un  importante  modelo  para  la  investigaci6n  toxicol6gica.  Tambien  ha  sido  una

herramienta  tltil   para  el  descubrimiento  de  drogas  de  relevancia  biomedica.   Entre  las

ventaja§ generales del uso del pez cebra se pueden mencionar:

-  La  fertilizaci6n  y  desarrollo  externo  permiten  que  su  observaci6n  y  manipulaci6n  sea

mucho mas facil que con modelos animales.

-  Los  embriones  son  transparentes  por  lo  que  los  6rganos  y  tejidos  internos  pueden  ser

visualizados facilmente.

-  EI  costo  de  su  manutenci6n  es  bajo  en  comparaci6n  con  otros  modelos  debido  a  su

pequefio tamafio,  alta tasa de reproducci6n y corto tiempo generacional.

-  Su  desarrollo  ocurre  rapidamente.  En  24  horas  un  embri6n  de  pez  cebra  se encuentra

en un estadio de desarrollo similar al  que alcanza  un rat6n a los 21  dias.

- Su genoma se encuentra secuenciado completamente lo que junto con  la gran progenie

obtenible  a  partir  de  una  pareja  permite  mapeos  de  mutaciones  y  genes  con  una  alta

resoluci6n.

-  Es  un vertebrado,  y  por lo  tanto,  presenta  una  alta  homologia  genetica  con  el  resto  de

los vertebrados,  el  hombre incluido.

Los   bioensayos   han   sido   el   metodo   tradicional   para   documentar  los   efectos   de   los

contaminantes  sobre  los  sistemas  vivos.  Las  pruebas  de  letalidad  o  de  toxicidad  aguda

permiten evaluar los  principales efectos de los  contaminantes sobre los organismos o las



poblaciones  acuaticas  a  corto  plaza.  La  mayoria  de  los  estudios  de  toxicidad  aguda  en

peces  reportan  sus  resultados  calculando  el valor de  LC50,  que es  la  concentraci6n  que

resulta letal para el 50% de los peces expuestos dllrante un periodo de tiempo especifico.

El pez cebra ha sido extensamente usado  para la detecci6n de contaminaci6n de metales

pesados  convirti6ndose en  un  conveniente sensor biol6gico (Dave y Xiu,1991;  Ribeyre y

cols.,   1995;   Rougier  y  cols.,   1996;   Blechinger  y  cols.,  2002b;   Li  y  cols.,  2004;   Chan  y

Cheng,  2003).  Sin embargo,  existe  muy poca informaci6n  acerca de los efectos del cobre

en    el    desarrollo    temprano    de    los    peces    y    de    su    potencial    toxicidad    a    baj.as

concentraciones.

1.3 lnducci6n [a expresi6n de la proteina de estr6s t6rmico HSP70.

Las   proteinas   de   estfes   termico   (heat   shock   proteins,    HSPs)   son   una   familia   de

chaperonas  moleculares  al{amente  conservadas  presentes  en  las  c6lulas  de  todos  los

organismos conocidos (Cyr y  Neupert,1996,  Jaattela y cols.,1999,  Whitley y cols.,1999).

Se  ha  descrito  que  al  exponer  c6Iulas  animales  a  diferentes  tipos  de  estfes  como  son

calor,  metales pesados,  agentes virales y especies reactivas  de oxigeno,  la  inducci6n  de

la  expresi6n  del  gen  hsp70  protege  a  las  celulas  de  los  efectos  dafiinos  del  agente

estresante  (Beckmann  y  cols.,   1990,   Chiang  y  cols.,1989,   Grosvik  y  Goksoyr,1996,

Parsell  y  Lindquist,1993,  Sanders  y  cols.,1995,  Wagner y  cols.,1999).  El  cobre  cataliza

la  producci6n de jones  altamente  reactivos  como  por ejemplo  el  radical  hidroxi[o a traves

de  una  reacci6n  similar a  la  reacci6n  de  Fenton.  De  esta  manera  el  cobre  puede causar

esttes oxidativo en las celulas donde se encuentra en exceso.

Diversas  sefiales  ambientales  desencadenan  la  activaci6n  de  genes  de  estr6s t6rmico  a

traves  de  el factor de transcripci6n de estr6s t6rmico  HSF.  La  regi6n  promotora  de estos

genes  contienen  elementos  de  estr6s  termico  (heat  shock  element,  HSE),  los  que  son

responsables de la  regulaci6n transcripcional  mediante la  union  de  HSF.  En peces se  ha



descrito  la  uni6n  de  HSF a  los sitios  HSE  durante  la  inducci6n  de  la expresi6n  de hsp70

(Airaksinen y cols.,  1998).

Los metales pesados,  ademas de inducir la expresi6n de HSPs son capaces de inducir la

expresi6n  de  metalotioneinas  (MTs)  (Durnam  y  Palmiter,1981).  Las  MTs  participan  en  la

homeostasis y detoxificaci6n de metales (Palmiter,1998),  y son comdnmente clasificadas

como una familia de protelnas de respuesta a estfes,  ya que su  expresi6n  no es inducida

solo  por  metales  sino  que  tambien  por citoquinas  (Karin  y  cols.,1985,  De y  cols.,1990),

mit6genos   (lmbra  y   Karin,   1987),   y  glucocorticoides   (Karin   y   Herschman,   1979).   Sin

embargo  las  MTs  no  estan  estructuralmente  relacionadas  a  la  familia  de  HSPs,  es  mas,

su  peculiar estructura rica en cisteinas les confiere la especializada funci6n de unirse con

alta afinidad  a los metales protegiendo  a la  celula  de un  potencial  dafio.  (Klaassen y cols.,

1999).

En  un estudio reciente se utilizaron embriones transg6nicos de pez cebra para estudiar la

toxicidad   aguda   producida   por  el   cadmio   presente   en   el   medio   externo.   Esta   I[nea

transgenica  posee  en  su  genoma  la  proteina fluorescente verde  (GFP,  por sus  siglas  en

ingl6s)  bajo  el  control  del  promotor  del  gen  de  respuesta  a  estres  termico  hsp70.  Los

experimentos   llevados   a   cabo   en   este   estudio   mostraron   que   el   cadmio   induce   la

expresi6n   de   GFP   en   6rganos   como   el   hfgado,   las   branquias  y   el   ducto   pronefico

(Blechinger y cols.,  2002b).

1.4            El  cobre  presente  en  el  agua  dafia  los  neuromastos  de  [a  linea  [atera]  del

pez cebra.

En  pez cebra,  Ia  lf nea  lateral  se desarrolla  durante los  estadios  larvales tempranos.  Este

sistema   sensorial   consiste   en   un   arreglo   regular   de   neuromastos   presentes   en   la

superficie  del  cuerpo  que  estan  en  contacto  directo  con  el  medio  externo  (Ghysen  y

Dambly-Chaudiere,  2004).   El  neuromasto  esta  compuesto  de  por  lo  menos  dos  tipos



celulares:   las   celulas   mecanosensoriales,   Ilamadas   celulas   ciliadas,   y   las   celulas   de

soporte.  Las  celulas  ciliadas  del  neuromasto  son  similares  a  las  presentes  en  el  oldo  de

los vertebrados y  debido  a  que  estan  expuestas  al  medio  externo,  pueden  ser marcadas

facilmente /.n v/.vo con tinciones fluorescentes como 4-Di-2-Asp (DiAsp),  DASPEl y FM143

(Collazo  y  cols.,1994;  Nishikawa  y  Sasaki,1996). Aunque  adn  no  existe  consenso  sobre

cual  es  el  mecanismo  de  entrada  de  estas  tinciones,  existen  evidencias  que  apoyan  las

dos  hip6tesis  propuestas:  por medio  de  endocitosis  (Seiler y  Nico[son,1999;  Griesinger y

cols.,  2002)  o  a trav6s de canales de  mecanotransducci6n  presentes en  el  polo apical de

las c6lulas ciliadas  (Gale y cols.,  2001 ;  Meyers y cols.,  2003;  Corey y cols., 2004).

Las  celulas  ciliadas  del  oido  interno  de  mamiferos  son  altamente  sensibles  a  variados

compuestos,  incluyendo  drogas  de  importante  uso  clinico.  La  ototoxicidad  es  el  mayor

efecto  secundario  de  los  antibi6ticos  de  tipo  aminog[icosidico y  de  las  drogas  anticancer

basadas en plata (Nakashima y cols.,  2000; Schweitzer,1993).  Se ha demostrado que las

c6lulas  ciliadas de la  lfnea  lateral  del  pez cebra son sensibles  a  neomicina  (Harris y  cols.,

2003),   mostrando   un   paralelo   funcional   con   las   celulas   ciliadas   del   oido   interno   de

mamiferos.

A  diferencia  de  los  que  sucede  en  mamiferos,  en  anamniotos  las  celulas  ciliadas  son

capaces  de  regenerar luego  de  sufrir un  dafio,  sugiriendo  la  presencia  de  una  poblaci6n

de  progenitores  a  un  alto  grado  de  plasticidad  de  las  c6lulas  de  soporte,  las  cuales

podr[an  dividirse  y/o  transdiferenciarse  a  celulas  ciliadas  (Balak  y  cols.,1990).  Existen

pocos estudios sobre la  potencial toxicidad de los iones metalicos en  las celulas ciliadas.

En   un   reciente   trabajo   se   describi6   que   el   cobre   presente   en   el   agua   durante   la

embriogenesis   del   pez   "fathead   minnows"   afecta   negativamente   su   quimiosensaci6n

(Carreau y Pyle, 2005).

Los  resultados  expuestos  en  esta tesis  muestran  que  exposiciones  transitorias  de  larvas

de  pez  cebra   a  concentraciones   micromolares   de  cobre,   producen   un  efecto  dafiino



especffico sobre la  linea  lateral,  manteniendose su  morfologia  gruesa y su supervivencia

intactos.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1  lvIATERIALES

2.1.1      Material  biol6gico.

2.1.1.1  Pez cebra.

Los experimentos  aqui  descritos  se llevaron  a cabo  utilizando  embriones y larvas de pez

cebra   (Dan/.o  Jen.o),   obtenidos   realizando   cruces   de   peces   adultos.      Los   peces   se

mantuvieron  en  acuarios  con  circulaci6n  constante de  agua  y  aire  a  una  temperatura  de

28°C,  con un ciclo de  14 horas de luz y  10 horas de oscuridad.  Se alimentaron tres veces

al  dia  y  se  monitorearon  sus  condiciones  de temperatura  y  pH.  Para  realizar cruces,  se

separaron  los  machos  de  las  hembras  durante  la  noche  y  se  juntaron  en  la  mafiana

siguiente en el momento en que la luz del vivero se enciende.  De esta manera,  es posible

controlar  el  momento  de  la  fertilizaci6n.  El  estadio  de  los  embriones  es  expresado  en

horas  post-fertilizaci6n  (hpf)  y  dias  post  fertilizaci6n  (dpf).  Durante  el  cruce  los  peces  se

colocaron  en  estanques  pequefios  provistos  de  una  rejilla  para  impedir que los  peces se

alimentaran  de  sus  huevos.  Los  embriones  y  larvas  se  mantuvieron  en  incubadores  a

28°C  en   medio   E3   1X  el  cual   contiene  azul  de  metileno  que  evita  el  crecimiento  de

hongos.

2.1.1.2  Bacterias.

En  las  transformaciones  con  ADN  para  diferentes  usos  en  biologia  molecular  se  utiliz6

bacterias competentes de las cepas DH5cr y JM709 de Escher/.ch/.a co//..

2.1.1.3  Levaduras.

Se  us6  la  cepa  mutante  de  Saccharomyces  cerev/.s/.ae  MPY17  (ctrlA,  ctr3A,  genotipo

MATa  ctrl::ura3::Kanr  ctr3::TRpl   his3  lys2-801   CUPIR  )  donada  por  el  Dr.  Denn.is  J.

Thiele,   The  University  of  Michigan   Medical   School,  Ann  Arbor,   Michigan  y  la   levadura

10



silvestre   cepa   RSY255   (genotipo   MatG   Ura3-52,   Ieu2-2111)   donada   por   el   Dr.   Ariel

Orellana,  Universidad de  Chile,  Facultad de Ciencias,  Laboratorio de Fisiologia vegetal.

2.1.2     Reactivos para Biologia Molecular

-Acetato de Sodio 3M  pH5.2, Vvinkler Ltda.,  Chile.

-Agarosa, \/Vinkler Ltda..  Chile.

-Agua sin  nucleasas, \/\/inkler Ltda.,  Chile.

-Cloroformo:  Alcohol  iso-amilico  24:1,  \/Vlnkler Ltda„  Chile.

- DNAsa,  Boehringer,  Mannheim, Alemania.

-DTT 0.1 M, Amersham Pharmacia  Biotech,  lnglaterra.

-EDTA 0.5M pH8, Winkler Ltda.,  Chile.

-  Enzimas  de  restricci6n:  Apal,  BamHl,  EcoRl,   EcoRV,   Hindll,  Sacl,  Sacll,  Xbal,  Xhol,

MBI   Fermentas.

-Enzimas polimerasas  T7, T3, Sp6,  MBl,  Fermentas.

- Etano],  Merck, Alemania.

-Fenol:  Cloroformo basico,  Vvinkler Ltda.,  Chile.

- Isopropanol,  Merck, Alemania.

-LicI  10M,  Winkler Ltda.,  Chile.

-Mgc12 50mM,  New England  Biolabs,  Estados  Unidos.

-Naranj.o de acridina,  Merck, Alemania.

-NTPs,  MBI  Fermentas,  Lituania.

-Plasmidio p413GPD,  Mumberg  D., y cols  (1995).

-Plasmido pSC2+MT-zctrl ,  Mackenzie NC y cols (2004).

-RNAsa (libre de  DNAsa),  Boehringer,   Mannheim, Alemania.

-RNAsin (inhibidor de  RNAsas),  Roche Diagnostics GMBH,  Mannheim, Alemania.

-Silica,  \/Vinkler Ltda.,  Chile.

-Tampon   T4  DNA Ligasa  10x y T4  DNA Ligasa,   Biolabs,  New England.
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-Tamp6n transcriptasa reversa.

-Tamp6n    de   reacci6n    de    PCR    10x   sin    cloruro   de    Magnesio,    Taq    polimerasa   y

Deoxinucle6sidos   de   trifosfato   para   PCR,    dTTP,    dATP,    dcTP,    dGTP,    GibcoBRL,

lnglaterra.

-X-gal,  Vvinkler Ltda.,  Chile.

2.1.3     Reactivos para Hibridaci6n /.n s/.fu

-  Anticuerpo  Anti-Digoxigenina  y  NBT/BCIP  (Nitro  blue  tetrazolium  chloride/5-bromo-4  -

chloro-3-indolphosphate),  Roche  Diagnostics GMBH,  Mannheim, Alemania

- Formamida,  Merck, Alemania

-Metanol,  Merck, Alemania

-Per6xido de hidr6geno, Merck, Alemania

-Proteinasa K,  Merck, A[emania

-NBT/BCIP,  Boehringer Mannheim, Alemania.

-PFA 4%, J.T.  Baker,  Phillipsburg,  USA.

2.1.4    Reactivos para inmunocitoquimica e inmunofluorescencia.

-Acetona,  Merck, Alemania.

-Anticuerpo anti-myc,  Santa Cruz  Biotechnology,  EEUU.

-Anticuerpo anti-tubulina acetilada,  Santa  Cruz Biotechnology,  EEUU.

-Anticuerpo anti-GFP,  Molecular Probes,  EEUU.

-Anticuerpo anti-PCNA, Santa Cruz Biotechnology,  EEUU.

-Diaminobenzidina (DAB,  30mg en  100ml PBS,  0.03% w/v),  Sigma,  Saint Louis,  EEUU.

-Alexa  Fluor 488-conjugado anti-rat6n  lgG  (Molecular Probes A21200).

-  Anti-rat6n  lgG,  horseradish  peroxidasa  (HRP)  linked  whole  antibody  (Molecular  Probes

G21040).

-Anti-conejo  lgG,  conjugado a TRITC,  Santa  Cruz  Biotechnology,  EEUU.

-Metanol,  Merck, Alemania.
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-Per6xido de hidr6geno, Merck, Alemania.

-PFA 4%, J.T.  Baker,  Phillipsburg,  USA.

-Soluci6n  de  bloqueo   (20%  suero  de  bovino,1%  DMSO,  0.3%Tween-20  en  PBS,  0.5%

triton).

2.1.5    Reactivos para experimentos con levaduras.

-CuS04 radioactivo,  actividad  especifica  de  1.6  mci/mg,  Comisi6n  Chilena  de  Energia

Nuclear.

-Media YPD (extracto de levadura 1%, bactopeptona 2%, glucosa 2%).

-Medio YPG (extracto de levadura 1 %, bactopeptona 2%, glicerol 3%).

-Medio YPE (extracto de levadura 1%,  bac{opeptona 2%, etanol 3%).

-   Medio   SC-Histidina:   base   nitrogenada   de   levaduras   sin   aminoacidos   (YNB)   0,17%,

sulfate de amonio 0,5%,  glucosa 2%,  lisina 30iig/ml,  uracilo 30ug/ml.

-   Para   preparar   los   medios   s6lidos   en   placas   petri,   se   agreg6   a   los   ingredientes

antreriores agar a[  1,5%.

2.1.6     Soluciones de uso general.

-Acetona,  Merck, Alemania.

-CuS04, Zns04,  Fec13, AgN03,  Snc12,  Mnc12,  CoC12, y Cdc12  Merck, Alemania.

-EDTA 0.2M Vvinkler Ltda,  Chile.

-PBS  (Wnkler Ltda,  Chile).

-PBST (PBS+Tween-20 0.1 %).

-Soluci6n  E31X  (Nacl  5mM;   Kcl  0.17mM;  Cac12  0.13mM;   Mgs04  0.33mM;  Azul  de

Metileno  1 o-5  %).

-Soluci6n  de  corrida  de  electrofor6sis  TAE  50x  (242  grs  de  tris  base,  57.1  ml  de  acido

acetico glacial y  100  ml de EDTA 0.5  M pH 8 para  un volumen final de  1  lt).

-Soluci6n blanqueo (5.95 ml de agua destilada, 0.25 ml de SSC20x,  0.5 ml de formamida,

3.3  ml de per6xido de hidr6geno al 30%  para 10 ml totales).

13



2.1.7     0tros

-Sistema comercial "Concert Rapid  Gel  Extraction System",  GibcoBRL,  Reino  Unido.

- Sistema comercial "Concert  Rapid  PCR Purification  Protocol",  GibcoBRL,  Reino  Unido.
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2.2     METODOS

2.2.1       Curvas de letalidad provocada por cobre en larvas de pez cebra.

Larvas 72 horas post fertilizaci6n (hpf) fueron expuestas a 1,  5,10, 25,  50,100,  250 y 500

prM  CuS04  disuelto  en   el   medio  de  incubaci6n   E3.   El  ndmero  de  larvas  muertas  fue

contado y removido despues de 1, 2, 3, 6,18, 24,  30, 42, 48, 54, 66, 71,  78,  90 y 96 horas

de incubaci6n.  Para cada concentraci6n fueron  incubadas  15 larvas en  placas  petri de  10

cm de diametro y se calcul6 el  promedio de 3 experimentos independientes.  Se calcul6 el

porcentaje  de  larvas  muertas  (acumulativamente)  en  cuanto  a  la  cantidad  de  larvas  al

inicio  de la  incubaci6n.

2.2.2       Calculo de los valores de LC50.

Los datos de las curvas de letalidad fueron usados para calcular los valores de LC50,  con

un  limite de  confidencia de 95%,  para  cada tiempo  de incubaci6n.  Se  utiliz6  el  programa

Trimmed Spearman-Karber method version  1.5 (Hamilton,1977).

2.2.3     Construcciones de plasmidos para experimentos en [evaduras.

La   construcci6n   del   plasmidio   p413GPD-zctrl   (gen   zofr7   insertado   en   un   vector  de

expresi6n  para  S.  cerev/.s/.ae/  se  llev6  a  cabo  liberando  el  gen  zcfr7  desde  el  plasmidjo

pCS2+MT-zctrl myc  (Mackenzie et al.,  2004)  utilizando  las enzimas  de  restricci6n  BamHl

y  Clal,  para  luego  subclonarlo  en  el  vector  p413GPD  digerido  con  las  mismas  enzimas

presentes  en  su   polylinker.   Con  esta  estrategia   el  gen  se  subclon6  en   la   orientaci6n

adecuada para su expresi6n.

2.2.4      0btenci6n de levaduras competentes.

Se  cultiv6  la  levadura  en  300  ml  de  medio  YPD  hasta  una  D06oo  de  0,2  -  0,3.  Luego  el

cultivo se lav6 dos veces en agua est6ril y se resuspendi6 en  1,5  ml de soluci6n fresca de

acetato de litio  (Acetato de litio  100mM en TE pH 7,5).

2.2.5      Transformaci6n de s. cerev/-s;ae.
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Se  mezclaron  100  Ltl  de  S.cerev/.s/.ae  competentes  con  100  pug  de ADN  de  espermio  de

salm6n y  0,1  LLg del  plasmidio  p413GPD  o  p413GPD-ZCRT1.  Se agregaron 600 prl  de  una

soluci6n  al  50°/o de  polietilenglicol  (PM  3.350) y acetato de litio  0,1  M,  y se incub6 a  30 °C

por 30  min.  con  agitaci6n  constante.  Se  agregaron  70  prl  de  DMSO.  La  mezcla  completa

se  incub6  en  hielo  por  10  min.,  luego  a 42°C  por  15  min.  e  inmediatamente  despu6s  se

incubaron  en  hielo  par  10  min.  Las  c6Iulas  se  sedimentaron  a  14.000  g,  4°C  durante  5

segundos    y    se    resuspendieron    en    medio    minimo    liquido.    Para    la    selecci6n    de

transformantes,   las   celulas   sometidas   al   procedimiento   anterior  fueron   cultivadas   en

medio   mlnimo  a  30°C  par  16  horas  en  agitaci6n.   Posteriormente,   alicuotas  de  cultivo

fueron  sembradas  en  medio  minimo  s6lido  e  incubadas  a  30  °C  por dos  dias  o  hasta  la

aparici6n de colonias.

2.2.6      Complementaci6n en levaduras mutantes de la cepa MPY17.

Las   levaduras   mutantes   MPY17  transformadas   con   p413GPD  o   p413GPD-ZCTR1,   al

igual que la mutante sin transformar y la RSY255, fueron sembradas en placas con medio

s6lido  restrictivo YPG  o YPE,  y en  medio rico YPD.  Las placas se incubaron  par 4 dias a

30OC.

2.2.7      Incorporaci6n de cobre radioactivo en levaduras.

Celulas  de  la  cepa  MPY17  (ctrlA,  ctr3A)  transformadas  con  el vector p413GPD  o  con  el

vector   p413GPD-ZCTRl    fueron   crecidas   en   medio   liquido   (YPD   para   la   cepa   sin

transformar y  SC-His  para  la  cepa  transformada)I  hasta  alcanzar una  densidad  6ptica  a

600 nm entre 0.9 y 1.1.  Se adicion6 cobre radioactivo a un  1  ml de cada una de las cepas

hasta  alcanzar  una  concentraci6n  final  de  10  prM  y  despu6s  se  incubaron  durante  10

minutos a 30°C 6 4°C.  Transcurrido este tiempo,  el contenido de cada tubo fue filtrado en

una   membrana   de   nitrocelulosa,   usando   una   camara   de   vacio.   Inmediatamente   las

membranas fueron  lavadas  con  5  ml de  EDTA  10  mM frio  seguido  de  1  ml  de  CuS0410

LiM frio.  Las  membranas fueron secadas y colocadas en tubos eppendorf de  1.5  ml con  1
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ml  de  liquido  de  centelleo  los  cuales  fueron  colocados  dentro  de  viales  de  vidrio.   Las

muestras  fueron  analizadas  por  un  contador  de  centelleo  Packard  Tricarb  2100TR.  Los

valores obtenidos fueron  normalizados  a  una densidad  6ptica  igual  a  1.  Los  datos de  las

incubaciones  a  4°C  fueron  restados  a  los  de  30°C  para  eliminar  el  centelleo  del  cobre

unido a las celulas de manera no especffica.  Cada experimento fue hecho por triplicado.

2.2.8    lnducci6n de la expresi6n del gen de estr6s t6rmico hsp70.

Se expusieron embriones transg6nicos que expresan la protefna fluorescente verde (GFP)

bajo  el  promotor  del  gen  de  la  proteina  de  estres  t6rmico  HSP70  (Halloran  MC  y  cols.,

2000) a diferentes concentraciones de sulfato de cobre disuelto en el  medio.  Larvas de 80

hpf permanecieron  en  medio  con  0,100,  200  6  400  LLM de  sulfato  de  cobre  durante dos

horas  a  28°C.  Se  analiz6  /.n  v/.vo el  patr6n  de expresi6n  de  GFP  luego  de  24  horas  para

permitir  la  acumulaci6n   de   GFP  en   una   lupa   estereosc6pica   de  fluorescencia.   Como

control  negativo  se  expusieron  embriones  transg6nicos  durante  los  mismos  periodos  de

tiempo a medio libre de sulfato de cobre.

2.2.9      lnmunocitoquimica en secciones.

Se  expusieron  larvas  transgenicas  de  80  hpf  a  cobre  300  LiM  y  luego  de  3  dias  se

prepararon para la inmunodetecci6n de GFP en cortes histol6gicos.

2.2.10    Tinciones vitales de embriones /.n v/-vo.

Para  la  visualizaci6n  de  neuromastos  funcionales  se  utiliz6  Ia  tinci6n  vital  DiAsp  4-(4-

diethylaminostyryl)-IV-methylpyridinium     iodide     (4-di-2-Asp),     Sigma     D-3418)     a     una

concentraci6n  5  mM  en  medio  E3.  La  tinci6n  vital  FM1-43  se  utiliz6  a  una  concentraci6n

de 2  prM diluida en  medio  E3.  Las  larvas se incubaron  durante 5 minutos en  DiAsp o  FM1-

43  y   luego   se   lavaron   sucesivamente   con   medio   E3.   Finalmen{e   se  observaron   los

neuromastos utilizando  una lupa o  microscopio de fluorescencia (Collazo y cols.1994).

Para  la  detecci6n  celulas  muertas  se  us6  Naranjo  de  Acridina  (AO,  acridinium  chloride

hemi-(zinc  chloride),  Sigma,  Abrams  y  cols.,1993).  Las  larvas  fueron  incubados  por  15
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minutos en AO  5  ug/ml,  lavados con  medio  E3 4 veces y  anestesiados  con tricaina  para

su observaci6n.

2.2.11     lnmunocitoquimica en embriones completos (whole mount).

Las larvas  se fijaron  incubandolas en  paraformaldehido  (PFA)  al 4%  en PBS  durante dos

horas a temperatura ambiente o durante toda una  noche (O/N)  a 4 grados  Celsius.  Luego

se lavaron con  PBS dos veces  par 5  minutos, se traspasaron a metanol y se mantuvieron

a -20°C durante 1  hora.  Se incubaron en agua destilada por 1  hora,  para luego incubar en

acetona   por   7   minutos,   a   -20°C.   Posteriormente   se   lavaron   nuevamente   con   agua

destilada  por 1  hora y se incubaron  con soluci6n de bloqueo  par 1  hora.  Luego se incub6

con  el  anticuerpo  primario  correspondiente  diluido  en  soluci6n  de  bloqueo  a  4°C  durante

toda  la  noche  (diluciones:   anti-a-tubulina  acetilada   1/1000,  anti-GFP   1/500,   anti-PCNA

1/500).  AI  dia  siguiente  se  lav6  con  soluci6n  de  bloqueo  4  veces  por  20  minutos  y  se

incub6 con el anticuerpo secundario correspondiente (anti-raton o anti-conejo acoplados a

peroxidasa  o  a  fluoresce[na  segdn  el  caso).  Luego  se  lavaron  4  veces  por  20  minutos.

Cuando   se   ocup6   anticuerpos   secundarios   acoplados   a   peroxidasa   para   revelar   la

presencia  de  anticuerpo  se  preincub6  con  DAB  0.03%  por  10  minutos  y  despues  se

agreg6  per6xido  de  hidr6geno  a  una  concentraci6n  final  de  3%  durante   15  minutos  o

durante el tiempo necesario para que se produzca la tinci6n producida por la reacci6n.  La

reacci6n  fue  finalizada   lavando  con   PBST.   Los  embriones   o   larvas  se  transfirieron  a

glicerol  para  su  visualizaci6n  en  lupa  o  montaje  en  portaobjetos,  en  caso  de  utilizar  un

microscopio.

2.2.12    Protecci6n   de   las   c6lulas   ciliadas   de   los   efectos   del   cobre   mediante

temperatura y obstrucci6n de canales i6nicos.

Larvas de 80 hpf fueron incubadas en medio E3 con cobre  1 prM durante 30 minutos a 4°C

o a temperatura ambiente,  luego fueron lavadas con E3 a 4°C,  aclimatadas a temperatura

ambiente  y  finalmente  tefiidas  con  DiAsp  para  analizar  la  presencia  de  celulas  ciliadas.
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Como  una  alternativa  al tratamiento con frio  se incubaron  larvas en  amilorida  1 mM  (Seiler

and  Nicolson,1999)  o  Cac12 0.1M  (Nishikawa and  Sasaki,1996)

en  medio  E3  durante  5  minutos,  luego  se  adicion6  cobre  hasta  una  concentraci6n  de  1

LiM,  condici6n  en  la  que se  mantuvo  a  las  larvas  durante 30  minutos.  Posteriormente  las

larvas fueron lavadas y tefiidas con DiAsp para analizar al presencia de c6lulas ciliadas.

2.2.13    Relaci6n entre la actividad de las c6lulas ciliadas y su sensibilidad al cobre.

Se incubaron larvas transgenicas  ET4  (celulas ciliadas con  GFP)  de 48 hpf con  FM143 y

luego  se  trataron  con  1  610  LiM  de  cobre.  Las  larvas  incubadas  con  cobre  lprM  fueron

analizadas a  partir de  los 20  minutos de  incubaci6n  mediante "time  lapse"  a traves de  un

microscopio  de  epifluorescencia.   Se  tomaron  de  manera  automatizada  fotografias  de

larvas anestesiadas en  intervalos de 5 minutos hasta completar 40 minutos de exposici6n

a  cobre.   Para  los  tratamientos  con  cobre  10  LLM,  Ias  larvas  se  analizaron  mediante  el

mismo procedimiento pero inmediatamente comenzada la incubaci6n.

2.2.14    Analisis  de  proliferaci6n  celular  mediante  detecci6n  de  la  incorporaci6n

Brdu.

Se  realizaron  experimentos  de  pulso  y  caza  incubando  embriones  o  larvas  en  medio  E3

con  Brdu  10  mM  y  DMSO  al  1.5%  por  diferentes  tiempos  luego  de  ser  incubados  con

distintas concentraciones de cobre.  Luego de las  incubaciones con  Brdu los  peces fueron

fijados  con   paraformaldehido  4%  par  una  noche  a  4°C.   Posteriormente  se  realiz6  el

mismo    protocolo    utilizado    para    inmunohistoqufmica    pero    incluyendo,    luego    de    la

incubaci6n  con  metanol  a  -20°C,  una  incubaci6n  con  proteinasa  K  (10  Lig/ml)  durante  20

minutos seguida de Hcl 2N durante 1  hora.

2.2.15    Preparaci6n de sonda de RNA para hibridaci6n i.n si.fu.

La  sonda  de  RNA  se  prepar6  a  partir  de  CDNA  del  gen  sox2  que  fue  comprado  a  la

empresa  Open  Biosystems  (Huntsville,  AL).  EI  clon  con  este  gen  posee  el  nLlmero  de

acceso  a  Genbank  BC065656.  El  plasmidio fue  digerido  con  la  enzima  Kpnl  y  luego  se
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realiz6  una extracci6n fen6lica  para  eliminar las  proteinas contaminantes.  A continuaci6n

se  procedi6  a  la  transcripci6n  /'n  v/.fro  de  la  sonda  de  RNA  marcada  con  digoxigenina  a

partir de  aproximadamente    1.5  pug  de  DNA  linearizado,10  LLL  de  NTP  mix-digoxigenina,

5prL de tampon de transcripci6n  10x,  1  prL de RNAsin y 90  unidades de la  RNA polimerasa

T7.  Esta  mezcla  se  incub6  durante  dos  horas  a  37°C.     Luego  se  agregaron  5  prL  de

DNAsa I  10  mg/mL durante 5  minutos y se incub6 a 37°C  para  degradar el  resto  de  DNA

que  qued6  sin  transcribir.   Se  detuvo  la  reacci6n   agregando  5Hl   de   EDTA  0,2M  y  se

precipit6 el  RNA con 2  prL de Licl  10  M y 200  prL de etanol  absoluto durante toda la noche.

A  continuaci6n  se  recuper6  el   RNA  centrifugando  a   14000  g  durante  30   minutos,   se

elimin6  el  sobrenadante,  se  lav6  el  precipitado  con    etanol  al  70%  y  se  dej6  secar  a

temperatura  ambiente.  Las  sonda  reci6n  sintetizada  se  analiz6  en  un  gel  de  agarosa  al

1%  para verificar la presencia del  RNA.  El precipitado de RNA se resuspendi6 en 1  mL de

tamp6n de hibridaci6n /'n s/.ft/.

2.2.16     Hibridaci6n /.ns/.fu.

Se  fijaron  embriones  de  72  hpf  en  PFA  al  4%  (en  PBS)  a  4°C  durante  toda  la  noche.

Posteriormente,  los  embriones  se  deshidrataron  en  metanol  100%  durante  10  minutos  a

temperatura  ambiente.  Se  realiz6  un  cambio  de  metanol  100%  y  se  incubaron  a  -20°C

durante  al  menos  1   hora  (los  embriones  se  pueden  almacenar  en  esta  etapa  a  -20°C

hasta  6  meses).  Luego  se  rehidrataron  durante  5  minutos  en  75%  metanol/25%  PBS,  5

minutos  en  50%   metanol/50%   PBS,  5  minutos  en  25%  metanol/75%  PBS  y  4  veces

durante  5  minutos  en   PBS-T.   Con  el  objetivo  de  eliminar  los   pigmentos  se  realiz6  el

blanqueo de  los embriones de  mas de   48  hpf con  una soluci6n  que  contiene 5,95  ml  de

agua  destilada,   0,25  ml  de  SSC  20x,  0,5  ml  de  formamida  y  3,3  ml  de  per6xido  de

hidr6geno  al  30%.  Los embriones  se incubaron  en  esta soluci6n  10  minutos expuestos a

un  tubo  fluorescente  de  luz,  la  cual  permite  una  reacci6n  de  oxidaci6n  de  los  pigmentos
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por  parte  de  el  per6xido  de  hidr6geno.   Luego     se  realizaron  tres  lavados  con  PBS-T

durante 5 minutos cada uno.

Para  permeabilizar y digerir las  proteinas  asociadas  al  mRNA,  los  embriones se trataron

durante  10  minutos  a temperatura ambiente con 25  Lig/mL de proteinasa K en PBS.  Para

los  embriones  de  72  hpf se  incubo  con  proteinasa  K  durante  40  minutos.  Despues    se

realizaron 2 lavados de 5 minutos con  PBS-T para detener la digesti6n.  Para volver a fijar

los  tejidos,  Ios  embriones  se  incubaron  durante  20  minutos  a  temperatura  ambiente  en

PEA al 4%  en  PBS y  luego  se lavaron 5 veces durante 5  minutos  cada  una  en  PBS-T.  A

continuaci6n  los  embriones  se  incubaron  con  tamp6n  de  hibridaci6n  a  65°C  durante  10

minutos  y   luego   de   hacer  un   recambio   de  la  soluci6n,   se   incub6  toda   la   noche.   La

ribosonda-DIG fue  previamente  dena{urada durante 5  minutos a  60°C  para luego  incubar

los embriones toda la noche a 60°C.

Para  el  lavado  de  las  sondas  todas  las  soluciones  se  precalentaron  a  65°C  y  luego  se

incubaron  los  embriones   10   minutos  en  formamida/SSC  2x  al  75%,   luego  durante  10

minutos  en  formamida/SSC  2x  al  50%  y  10  minutos  en  formamida/SSC  2x  al  25%,  10

minutos  en SSC 2x y finalmente 2 veces durante 30 minutos en SSC 0,2x.  Con el objetivo

de  bloquear  los  sitios  inespecificos,  los  embriones  se  incubaron  durante  5  minutos  en

MAB-T,  por 1  hora en  MAB+BMB+LS a temperatura ambiente y luego de un recambio de

la  soluci6n  se  dejaron  toda  la  noche  a  4°C.  En  forma  independiente,  el  anticuerpo  anti-

digoxigenina  (diluci6n   1:200)     debe  incubarse  a  4°C  mientras  los  embriones  se  estan

bloqueando a 4°C,   para  luego  incubar los  embriones  durante toda la  noche a 4°C con  el

anticuerpo  anti-digoxigenina.   El   lavado  del  anticuerpo  se  realiz6     5  veces  durante  20

minutos  cada  una  con  MAB-T    y  3  veces  durante  5  minutos  cada  una  en  tamp6n  AP.

Finalmente,  la tinci6n de  los  embriones se  realiz6  con el  sustrato  de la fosfatasa  alcalina

NBT/BCIP  BM  Puxp/e AP Subsfrafe en  oscuridad y durante el tiempo  necesario  para que
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apareciera la tonalidad pdrpura esperada en la zona de expresi6n del  mRNA.  Finalmente,

se lavo los embriones 3 veces durante 5 minutos en PBS-T.

2.2.17    Estadistica, graficos e imagenes.

Para  realizar  los  analisis  estadisticos  correspondientes  se  utiliz6  el  software  Sigmastat

3.1  y  Microsoft Excel  2000.  Para graficar se  utiliz6  SigmapLot 9.0 y  Microsoft  Excel  2000.

El tratamiento de imagenes se realiz6 en Photoshop 7.0.
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Figura  1.  La  expresi6n  heter6loga  de  zc{r7  complementa  la  deficiencia  respiratoria  de  la  cepa
MPY17,  la  cual  no  posee  transportadores  de  cobre  de  alta  afinidad.  A)  medio  enriquecido.  La
cepa  MPY17  (c!r7A  -  c!r3A)  puede  crecer  sobre  una  fuente  de  carbono  fermentable  como  la
dextrosa.  8),  medio  m[nimo  de  selecci6n  de  cepas  transformadas  con  el  plasmidio.  C)  y  D),  la
cepa  MPY17  no puede crecer sobre fuentes de carbono no fermentables como etanol y glicerol
producto    de    las   deficiencias   en    la   cadena   respiratoria   mitocondrial.    Las    placas   fueron
fotografiadas luego de 5 d`as de crecimiento a 30 °C.
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3.1.2    lncorporaci6n de cobre radioactivo en levaduras.

Para  complementar  los  datos  obtenidos  en  el  ensayo  anterior,  se  midi6  la  capacidad  de

incorporar cobre  radioactivo  en  las  levaduras  mutantes  y  en  las  mutantes transformadas

con el gen zcfr7.  En la  Figura 2 se puede observar que la cepa mutante transformada con

el   gen   zcfr7   incrementa   significativamente   la   incorporaci6n   de   cobre   radioactivo   en

comparaci6n a la cepa sin transformar y a la cepa mutante transformada solamente con el

vector (p < 0.01).  La cantidad de cobre incorporado par la cepa mutante transformada con

el  vector  vac[o  fue  similar  a  la  incorporada  por  la  cepa  sin  transformar  (p  >  0.01)  (ver

leyenda  de  la  Figura  2  para  mas  detalles).  En  suma,  Ios  datos  de  complementaci6n  de

levaduras  mutantes y  la  medici6n  de  incorporaci6n  de  cobre  radioactivo  demuestran  que

el gen zcfr7 es un transportador funcional de cobre.

0                          M PY17-zctrl             MPY17-vector                  MPY17

Figura  2.  La  expresi6n  de  zcfr7  en  la  levaduras  MPY17  estimula  el  incorporaci6n  de  64Cu.  Las
cepas  MPY17  (cfr7A  -cfr3A),   MPY17-vector  y  MPY17  que  expresa  zcfr7  fueron  utilizadas  para
medir   la   incorporaci6n   de   cobre   radioactivo.   Se   agreg6   10   prM   de   64Cu   y   las   cepas   fueron
expuestas  a  este  is6topo  durante  10  minutos  a 4°C  y  30°C.  Las  cuentas  obtenidas  a 4°C  fueron
restadas de las obtenidas a 30°C para asi eliminar la uni6n  inespeclfica.  (# p<0.01)
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3.2        Letalidad de larvas inducida par cobre.

EI  cobre puede ser un  metal severamente t6xico  para los peces cuando  esta presente en

el  agua  (Scudder  y  cols.,1988;  Jezierska  y  cols.,1997).  Sin  embargo,  se  han  realizado

pocos  estudios  que  analicen  el  efecto  de  este  metal  en  el  desarrollo  y  crecimiento  de

embriones  y  larvas.  Con  el  fin  de  conocer  el  rango  de  concentraciones  de  cobre  que

provoca la letalidad de larvas de pez cebra,  se incubaron estos peces desde las 72 hpf en

cantidades  crecientes  de  cobre.   Durante  el  tratamiento  se  cont6  el  ndmero  de  larvas

muertas  (ausencia  de  latidos  del  coraz6n)  a distintos tiempos  hasta  completar 4  dfas de

incubaci6n.     Los     resultados    se    muestran    coma    porcentaje    de    larvas     muertas

acumulativamente en cuanto a la cantidad de larvas al inicio de la incubaci6n.

Las   larvas   control   (sin   cobre   adicionado   al   medio)   mostraron   una  total   ausencia   de

mortalidad   hasta   la§   66   horas   de   incubaci6n   (larvas   de   138   hpf).   Posteriormente   la

mortalidad  aument6  lentamente  en  funci6n  del  tiempo  (Figura  3),  por  ejemplo,  71  horas

despues  de comenzar el tratamiento (6 dpf de edady  la  mortalidad lleg6 a  un  10% y a las

96  horas   (7  dpf  de  edad)   alcanz6   un   23,3%.  Al   adicionar  cobre  al   medio  ocurri6   un

incremento en la mortalidad de manera proporcional a la concentraci6n de metal usada. A

•las  mas altas concentraciones utilizadas (250 y 500  prM),  las  larvas comenzaron  a  morir a

las  pocas  horas  de  comenzada  la  incubaci6n,  muriendo  el  100%  de  ellas  al  cabo  de  20

horas (Figura 3).  En contraste,  al utilizar CuS04 50 y 25 LtM este porcentaje de mortalidad

se    alcanz6    luego    de    42    y    90    horas    respectivamentede    exposici6n.    Al    utilizar

concentraciones menores la letalidad provocada par el cobre disminuy6 notoriamente.
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Figura  3.  Letalidad  de  larvas  expuestas  a  cobre.  Peces  de  72  hpf fueron  expuestos  a  distintas
concentraciones  de CuS04.  El  ndmero de  larvas muertas fueron  contadas y  removidas  a distintos
tiempos durante la incubaci6n.

Con los datos de  mortalidad  obtenidos se calcularon,  a traves de un software,  los valores

de  LC50   para  distintos  tiempos  de  exposici6n   a  este  metal   (Figura  4).   LC50  es   una

concentraci6n te6rica a  la  cual se espera que muera la  mitad de los individuos expuestos

a un agente t6xico  durante un tiempo determinado.  Este valor es  calculado a  partir de los

datos   de   letalidad   con   distintas   concentraciones   de   este   compuesto.   La   curva   que

muestra  la  Figura  4  tiene  la  tfpica  forma  de  decaimiento  logarl'tmico  que  se  obtiene  al

calcular el  valor de  LC50  para  distintos tiempos  en  este tipo  de  ensayos,  sea  con  datos

provenientes  de  curvas  de  letalidad  o  con  modelos  matematicos  predictivos.  Como  se

vera  mas  adelante,  esta  curva  es  de  gran  utilidad  para  establecer  las  concentraciones y

tiempos adecuados para realizar estudios de un agente potencialmente t6xico.

28



300250200g`50S21oo500-50 I

0

\
AD\

IIIIIIIIIiE.
Dq

20                              40                              60                               80                              1

Tiempo. hrs                                        R2 = O,9221

Fjgura 4.  Valores  de  LC50  para  distintos tiempos de exposici6n a cobre.  Los valores  LC50 fueron
calculados a partir de los datos de letalidad aguda utilizando el metodo Trimmed  Spearman-Karber.

3.3        En  larvas  de  pez  cebra  expuestas  a  cobre  se  induce  la  expresi6n  de  la

proteina de esties t6rmico HSP70.

Las  celulas  responden  al  estfes  metab6lico  induciendo  la  expresi6n  de  variados  genes,

incluyendo los de respuesta  a estr6s t6rmico  (Heat Shock Proteins,  HSPs).  Se utiliz6 una

linea  transgenica  de  pez  cebra  que  posee  el  promotor  del  gen  hsp70  fusionado  a  la

proteina  fluorescente  verde  (GFP,  Halloran  MC  y  cols.,  2000;  BIechinger  y  cols.,  2002a)

para investigar si el  cobre  presente en  el  medio  externo es  capaz de inducir la expresi6n

de este gen reportero.  El patr6n de expresi6n de GFP en esta linea transgenica durante el

desarrollo   normal,    bai.o   condiciones   de   estres   termico   (Halloran   MC   y   cols.,   2000;

Blechinger  y  cols.,  2002a),   o     luego  de  una  exposici6n  a  cadmio   (BIechinger  y  cols.,

2002b) es equivalente al de la  proteina HSP70 end6gena bajo estas  mismas condiciones,

lo que la convierte en  una  herramienta  muy  util  para el analisis de expresi6n  de este gen

in vivo.

Para  estudiar  en  estos  peces  la  expresi6n  de  GFP  inducida  por  cobre,  se  expusieron

larvas transg6nicas  a pulsos de media con este metal a distintas  concentraciones y luego

observamos  el   patr6n   de   expresi6n   de   GFP.   Larvas  transgenicas   de  80   hpf  fueron
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expuestas  a  sulfato  de  cobre   100,   200  6  400   LLM   durante  2   horas  (concentraciones

cercanas al  LC50  para  2  horas  (280,16  HM)) y se  observaron  despu6s de  24  horas para

permitir  la  acumulaci6n  de  GFP  (Figura  5).  Las  larvas  control  mostraron  una  expresi6n

permanente  en  los  lentes  oculares,  lo  cual  es  caracteristico  de  esta  linea  transgenica

(Figura  5A;  Halloran  y cols.,  2000).  La  exposici6n transitoria  a  CuS04100  LiM,  indujo  una

moderada expresj6n en las branquias y el cerebro (Figura 58); esta expresi6n  increment6

al  usar 200 LiM y se observ6 ademas la aparici6n de fluorescencia en el epitelio olfatorio y

la  medula  espinal  (Figura  5C).  Tratamientos  con  CuS04  400  LiM  indujeron  una  mayor

expresi6n  en  los  te|.idos  ya  mencionados,  ademas  de  expresi6n  en  algunas zonas  de  la

superficie de la larva (Figura 5D).

Figura   5.    Efecto   de   la   exposici6n   aguda   a   distintas   concentraciones   de   cobre   en    larvas

transgenicas  hsp70..grp.  Se  expuso  larvas  hsp70..grp  de  80hpf  a  diferentes  concentraciones  de

cobre durante dos  horas y se analizaron  24  horas  luego de terminada  la  incubaci6n. A),  control sin

cobre adicionado al  medio,  8)  100  LtM,  C) 200  LiM,  y   D) 400  HM.
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Con    el    fin    de    analizar   la   expresi6n    de   GFP    con    mayor   detalle,    se    realizaron

inmunodetecciones de la proteina  reportera en cortes histol6gicos de  larvas transgenicas

expuestas previamente a cobre.  Se incubaron larvas de 80 hpf a cobre 300 HM  durante 2

horas  y se  prepararon  para  la  inmunodetecci6n de GFP  luego  de  permanecer 3  dias en

medio sin cobre adicionado,  ya que se observ6 un aumento de la cantidad de tejidos que

expresan  GFP  en  comparaci6n  a  1  y  2  dias  luego  de terminar  la  incubaci6n,  como  por

ejemplo en el  hfgado  (Figura 6A y 8).  Las secciones embebidas en parafina mostraron  la

caracteristica   expresi6n   de   GFP   en   la   retina   (r),   sin   embargo   tambien   se   observ6

expresi6n  especffica  en  el  telencefalo  (tl)  (Figura  6C).  Ademas,  los  cortes  a  nivel  de  la

m6dula  espinal  mostraron  inducci6n  de  la  expresi6n  de  GFP  en  la  parte  ventral  de  la

m6dula  espinal  (sc),   glomerulo  pronefrico  (pg),  ducto  pron6fico  (pd),   ducto  neumatico

(pnd),  est6mago (s),  higado (L) e intestino (i)  (Figura 6D y E).

Figura 6.  Larvas transg6nicas hsp70..g/p de 6 dpf expue§tas a cobre por dos horas a los 3 dpf. A),
control.  8),  larva  expuesta  a  cobre  300  uM.  C),  D)  y  E),  inmunohistoquimica  anti-GFP  en  cortes
histol6gicos.  C),  la  cabeza  presenta  la  proteina  GFP  en  la  retina  (r)  y  telencefalo  (tl).  D)  y  E),  las
secciones muestran  la presencia de  GFP en  la espina dorsal  (sc),  glom6rulo  pron6frico (pg),  ducto
pronefico (pd),  ducto neumatico (pnd), est6mago (s),  h[gado (L) e intestino (i)  .

31



3.4         E] cobre presente en e] agua dafia los neuromastos de la linea lateral de[ pez

cebra.

3.4.1     E[   dafio   provocado   por  el   cobre  sobre   las  superficie   de     fas   [arvas   es

dependiente    de    la    concentraci6n    y    su    ubicaci6n    coincide    con    la    de    los

neuromastos.

Durante los estudios de toxicidad del cobre en el desarrollo del pez cebra, se observ6 que

las  larvas  (2  a  5  dias  postfertilizaci6n)  no  presentan  ningtln  efecto  adverso  observable al

ser  expuestas  a   CuS04  a   concentraciones  de  hasta  50   prM   por  dos   horas.   El  valor

calculado  de  LC50  para  dos  horas  de  exposici6n  a  cobre  de  larvas  de  tres  dlas  fue  de

280,16  prM.  A  pesar  de  no  haber  encontrado  alguna  anormalidad  morfol6gica  evidente

luego   de   esta   exposici6n   transitoria   a   cobre,   un   examen   cuidadoso   de   las   larvas

incubadas  con  50  LiM  de  este  metal,  revel6  la  presencia  de  un  moderado  y  localizado

dafio  en  el  tejido  superficial  en  forma  de  protuberancias  regularmente  espaciadas  en  los

costados  del  cuerpo  de  las  larvas,  las  cuales  no  se  observaron  en  las  larvas  control

(Figura   7A  y   8).   Este   efecto   producido   por  el   cobre   mostr6  ser  dependiente  de  la

concentraci6n,  ya  que  con  mayores  concentraciones  se  observaron  protuberancias  mas

pronunciadas  (e.g.,100  HM  Figura  7C).  La  localizaci6n  de  estas  estructuras  (tipo  debris

celular)  coincide  con  la  ubicaci6n  de  los  neuromastos  de  la  linea  lateral  en  una  larva  de

esta edad (comparar con Figura 7D).
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Figura 7.  El cobre presente en  el agua dafta  los  neuromastos de  la linea  lateral.  vistas doi.sales de
larvas  de  78  hpf.  A),  control  sin  cobre  agregado  al  medio.  8),  larva  incubada  por  dos  horas  con
CuS04   50   ijM.   C),   larva   incubada   por   dos   horas   con   CuS04   100   ijM.   Las   flechas   indican
neuromastos  dafiados.  D),  las  ftechas  muestran  la  distribuci6n  de  los  neuromastos  en  una  larva
control teF`ida con  DiAsp.  La barra en  D = 35 Hm.

3.4.2    P6rdida de funcionalidad y muerte celular luego de tratamientos con cobre.

Para definir mas  precisamente el  efecto del cobre sabre  los  neuromastos,  se examin6 la

funcionalidad  de las celulas ciliadas utilizando  las tinciones vitales  DiAsp y FM143,  luego

de  diferentes  tratamientos  con  cobre,  dando  ambos  compuestos  resultados  id6nticos.

Existen  claras evidencias de  que el  compuesto  FM1-43  ingresa  solo a  las  celulas ciliadas

funcionales a trav6s de los canales de mecanotransducci6n,  por lo que es utilizado como

una   marcador   /.n   vt.vo   de   la   actividad   de   estas   c6lulas   (Corey   y   cols.,   2004).   En

condiciones  normales  la  tinci6n  vital  DiAsp  marca  los  neuromastos  fluorescentemente

(Figura  8A,  flechas),  sin  embargo  la  exposici6n  de larvas a  CuS04 disuelto en  el  agua a

partir de una concentraci6n de 1  HM durante dos horas mostr6 ser suficiente para prevenir
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la   tinci6n   con   este   marcador   (Figura   88).   Larvas   tratadas   con   cobre   50   prM   fueron

marcadas   ocasional   e   inespecfficamente   con   DiAsp   lo   cual   coincide   con   el   dafio

estructural  evidente  en  el  tejido  despu6s  de  este  tratamiento  (Figura  8C).  Cuando  las

larvas  fueron  expuestas  por  dos  horas  a  CuS04  0.5  prM  no  se  observ6  ningtln  efecto

negativo en el marcaje con DIAsp o FM1-43 (datos no mostrados).

Para  determinar  si  ocurre  muerte  celular  en  los  neuromastos  debido  a  los  tratamientos

con   cobre,   se   realizaron   incubaciones   con   Naranjo   de   Acridina,   el   cual   permite   la

visualizaci6n  de  c6lulas  muertas  en  peces  vivos  (V\/illiams  y  Holder,  2000).   Las  larvas

control  presentaron  una  baj.a  cantidad  de  celulas  marcadas  en  unos  pocos  neuromastos

(Figura   8D),   debido   al   recambio   constante  de   celulas   que   ocurre   en   estos   6rganos

(Vvilliams y  Holder,  2000).  No  se  observaron  diferencias entre larvas tratadas con  CuS04

1prM  y  larvas  control,  sin  embargo  se  observ6  un  evidente  incremento  de  la  marca  en

larvas tratadas con  CuS04 50 LiM.  Para determinar si el efecto descrito es mas severo con

tiempos  de  incubaci6n  mas  largos,  se  expuso  larvas  de  3  dfas  a  cobre  lprM  durante  5

dias.  No se detect6 tinci6n con  DiAsp ni tampoco un aumento en  la marca con Naranjo de

Acridina   durante   este   periodo,   indicando   que   con   esta   concentraci6n,   exposiciones

prolongadas  no  provocan  un  incremento  de  la  muerte  celular  ni  ocurre  la  reaparici6n  de

celulas ciliadas funcionales (datos no mostrados).
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Figiira    8.  Funcionalidad  y  muerte  celular  en  los  neuromastos  luego  de  tratamientos  con  cobre.
Vlstas laterales de larvas de 78 hpf despues de exponerlas a cobre durante dos horas. A),  a) y C),
larvas   tehidas   con   DiAsp.   A),   control   sin   cobre   adicionado   al   medio.   Las   flechas   muestran
neuromastos funcionales.  a),  la  incubaci6n con  CuS04  1  LIM provoca que las celulas ciliadas no se
marquen.  C),  con 50  LIM tampoco se observa tinci6n en  los neuromastos,  sin embargo la presencia
ocasional  de  marca  inespecifica  sugiere  un  daf`o  estructural  (flechas).  D),  E)  y  F)  larvas  tefiidas
con  Naranjo de Acridina  (40).  D)  larva control. Algunos  neuromastos  presentan  tinci6n  moderada.
E),   larvas  tratadas  con  CuS04   1uM.   No  se  observan  diferencias  con  los  controles.   F),   larvas
tratadas  con  CuS04    50  uM.  Las  flechas  seflalan  la  fuerte  marca  de  AO  en  los  neuromastos,
indicando la presencia de c6lulas muertas.  La barra en  F = 35 urn.

3.4.3   Microscopia   de   campo   claro   y   cuantificaci6n   de   la   muerte   celular   en

neuromastos de larvas tratadas con cobre.

Para examinar mas detalladamente el efecto del cobre en los neuromastos, se observaron

estos  6rganos  bajo  un  microscopio  de  contraste  de  fase  en  larvas  control  y  luego  de

incubaciones  con  cobre  1  6 50  LLM  (Figura 9A-I).  Los  neuromastos fueron observados sin

tefiir  o  tefiidos  con  DiAsp  o  Naranjo  de  Acridina.  En  las  larvas  control,  los  neuromastos

mostraron  el tipico  patr6n  de  roseta,  en  el  cual  las  celulas estan  organizadas de  manera

concentrica  (Fjgura  9A),   las  celulas  centrales  incorporaron  DiAsp  (Figura  98),  y,  en  la

mayoria  de  los  casos,  no  se  observ6  tinci6n  con  Naranjo  de  Acridina  (Figura  9C).  Los

neuromastos de peces tratados con cobre  1  HM  no mostraron diferencias morfol6gicas,  ni

un  incremento  en  la  muerte  celular  comparado  con  los  controles  (Figura  9D  y  F),  sin

embargo,   como  fue   descrito   anteriormente,   no  fueron   capaces   de   incorporar  DiAsp

(Figura  9E).  Despues  de  una  exposici6n  a  cobre  50  LLM  los  neuromastos  mostraron  una
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gran  desorganizaci6n  estructural  (Figura  9G),  no  se  tifieron  de  manera  especffica  con

DiAsp    (Figura    9H),    y    los    ntlcleos    de    las    celulas    remanentes    fueron    marcadas

intensamente   con   Naranjo   de  Acridina   (Figura   91).   Con   el   prop6sito   de   cuantificar  la

muerte celular en  los  neuromastos  provocada par los tratamientos con  cobre, se cont6 el

ntimero de c6lulas marcadas con  Naranjo de Acridina en dos neuromastos especfficos,  el

"0"  de  la  linea  lateral  anterior  (ALL)  y  el  "P1"  de  la  lrnea  lateral  posterior  (PLL).   Para

conocer cuantas  celulas  ciliadas tiene  cada  uno  de estos  neuromastos  en  el  estadio que

se realizaron los tratamientos con cobre (76hpf),  se llevaron a cabo tinciones con DiAsp y

luego  se  cuantific6  el  ndmero  de  celulas  marcadas.  EI  neuromasto  0  mostr6  tener,  en

promedio,  7.0  ±2.21  celulas  ciliadas,  mientras  que  en  el  neuromasto  Pl  se  contaron  6.6

±1.73  celulas  ciliadas  en  este  estadio,  valores  que  no  poseen  diferencias  significativas

to > 0.05).   En  cuanto  a  la  muerte  celular,  se  encontr6  un  incremento  significativo  (P  <

0.05)  en  la  marca de  Naranjo  de Acridina  a  partir de  10  prM de  cobre  (Figura 9J) y  no se

encontraron  diferencias  para  cada  concentraci6n  entre  estos  neuromastos  (P  >  0.05).

Estos    resultados     indican     que     la    viabilidad     de    las    c6lulas     ciliadas    se     pierde

progresivamente al  exponer larvas  a concentraciones  mayores que  1  prM y que la  muerte

celular es inducida significativamente al incrementar la concentraci6n de cobre del medio.
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Figura  9.   Microscopia  de  campo  claro  y  cuantificaci6n  de  la  muerte  celular  en  neuromastos  de
larvas tratadas con cobre. A),  D) y G),  imagen sin fluorescencia.  8),  E) y H),  tinci6n  DIAsp.   C),  F) e
I),  tinci6n  con  Naranjo  de  Acridina.  A),   8)  y  C),  control  sin  cobre.  Estructura  de  roseta  tipica  del
neuromasto  (A),  tinci6n  DiAsp  positiva  (8)  y  negativa  para  Naranjo  de  Acridina  (C).   D),  E)  y  F),
cobre  lHM.  Estructura  normal  del  neuromasto  (D),  marca  negativa  para  DiAsp  (E)  y  Naranjo  de
Acridina  (F).  G),  H)  e  I),  cobre  50HM.  Se  observa  gran  daflo  en  los  neuromastos  (G),  lo  cual  es
confirmado por la marca inespecifica de DiAsp,  asociada al debris celular (H) y la tinci6n especifica
de  los  ndcleos  con  Naranjo  de   Acridina  (flechas  en  I).  La  barra  en  I  = 3 urn.  J)  Cuantificaci6n  de
c6lulas  marcadas  con  Naranjo  de Acridina  en  los  neuromastos  0  y  Pl   luego  de  los  tratamientos
con cobre.

3.4.4    Analisis  de  marcadores  de  neuromastos  en  larvas  expuestas  a  cobre  a

traves de microscopia convencional y con focal.

Ya  que  en   las   larvas  tratadas  con  cobre  las  celulas  ciliadas  de  los  neuromastos  no

incorporaron  DiAsp  ni  FM1-43,  se estudi6  la  posible perdida de estas celulas  producto de

estos  tratamientos.   Se  realiz6   inmunodetecci6n   usando   un   anticuerpo  contra  tubulina

acetilada,   proteina  que  se  encuentra  presente  en   las  celulas  ciliadas  del   neuromasto

especialmente  en  los  kinocilios  de  estas  c6lulas  (Figura  10,  flecha  negra  en  A  y  flecha

blanca  en  D).  Se  trataron  larvas  de  76  hpf con  cobre  durante  dos  horas  y  luego fueron

preparadas     para     realizar     inmunohistoquimica     usando     anticuerpos     secundarios
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fluorescentes    o    acoplados    a    peroxidasa.    En    el    primer   caso,    para    contrastar   la

inmunodetecci6n,  se  marcaron  los  ntlcleos  con  ioduro  de  propidio  (Pl)  y  se  realizaron

reconstrucciones    tridimensionales    usando    microscopia    con focal.    Las    larvas    control

mostraron  la estructura  normal  del  neuromasto  con  las  c6lulas  ciliadas  al  centro  con  sus

respectivos kinocilios  agrupados entre si  (Figura  10A y  D).  La tinci6n  de los ndcleo con  Pl,

mostr6  c[aramente  la  tipica  disposici6n  de  las  celulas  en  forma  de  roseta  (Figura  10D).

Las  celulas  de  los  neuromastos  de  las  larvas  tratadas  con  CuS04  1   LiM  no  mostraron

presencia de tubulina acetilada, sin embargo se encontr6 una tinci6n remanente alrededor

de donde las celulas ciliadas deberian encontrarse (Figura  108 y  E).  EI  nervio de la  linea

lateral posterior,  que tambien es  marcado con este anticuerpo,  no se vio afectado,  a[ igual

que  el  patron  de  roseta  de  las  c6lulas  del  neuromasto  (Figura  10E).  Los  neuromastos

tratados  con  cobre  50  LLM  mostraron  una  completa  ausencia  de  tubulina  acetilada  y  el

patr6n  de  roseta  de  las  celulas  mostr6  estar completamente desorganizado.  El  nervio de

la linea lateral  no  mostr6 alteraciones (Figura  10C y F).
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Figura    10.     Inmunodetecci6n    de    tubulina    acetilada    en    larvas    expuestas    a    cobre.    A)-C),
inmunohistoquimica  contra  tubulina  acetilada  (Acet  Tub)  detectado  con  un  anticuerpo  secundario
acoplado  a  peroxidasa.  D)-F)  igual  que  en  A)-C)  pero  se  utiliz6  un  anticuerpo  secundario  unido  a
fluoresceina  el  cual  se  detect6  a  trav6s  de  microscopia  confocal.  Los  ntlcleos  fueron  tefiidos  con
loduro  de   Propidio  (Pl).  A)  y  D),   control  sin  cobre  adicionado  al   medio;   las  flechas  sefialan  el
kinocilio.   8)  y  E),  cobre  1   uM;   la  flecha  en   E  indica  el  nervio  de  la  linea   lateral,   el  cual   no  es
afectado  por  el  cobre,  sin  embargo  no  se  observan  c6lulas  ciliadas.  C)  y  F),  cobre  50  LIM.  Se
observa,  ademas  de  la  ausencia  de  celulas  ciliadas,  la  perdida  del  patr6n  de  roseta  y  una  gran
dispersion de los nacleos.  La barra amarilla en  F representa  10 urn para D),  E) y F),  y 12,5 ijm para
A),  8) y C).

3.4.5    En el neuromasto los tipos celulares dafiados varian segt]n la concentraci6n

de cobre usada.

Para  complementar  los  resultados  obtenidos  se  utilizaron   lineas  transg6nicas  de  pez

cebra  que  expresan  la  proteina fluorescente verde  (GFP)  en  distintos tipos  celulares del

neuromasto.   Estos   peces  transg6nicos  fueron   elaborados  a  traves  de   la  t6cnica  de

"enhancer trapping"  (Parinov y cols,  2004),  por  lo que  hasta  la  fecha  no  se  conocen  los

genes  que  dirigen  la  expresi6n  de  GFP.   La  linea  transg6nica  ET4  posee  GFP  en  las

c6lulas  ciliadas  (tanto  del  oido  como  de  la  linea  lateral)  y  la  lfnea  ET20 contiene GFP en

las celulas interneuromasticas,  ubicadas superficialmente entre  los neuromastos y en  las
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celulas  del  manto,  las  cuales  se  encuentran  par encima  de  las  celulas  ciliadas  dejando

espacio para que los cilios se proyecten hacia el medio externo.  La  Figura  11  muestra un

esquema  y  fotografias  que  sefialan  los  tipos  celulares  del  neuromasto.   Las  celulas  del

manto  tienen  una  forma  similar  a  un  volcan  como  se  aprecia  en  el  costado  superior

izquierdo  (en  verde)  y  se  ubican  en  la  parte  mss  externa  y  periferica  del  neuromasto

albergando  a  las celulas ciliadas  (c6lulas  azules en  el  esquema).  Las  celulas ciliadas se

ubican en la parte central del neuromasto (celulas verde en el esquema) y estan rodeadas

por  las  celulas  accesorias  (manto  y  soporte).  En  larvas  ET4  de  76  hpf todas  las  celulas

que  expresan  GFP  poseen tubulina  acetilada  (los  puntos  amarillos  de  la fotografia  en  el

costado derecho  superior muestra  la  base  de  los  kinocilios),  lo que indica que  las c6lulas

fluorescentes son efectivamente c6lulas ciliadas diferenciadas.

marfe cEBffBztry hEfr qgiv®

Figura   11.   Tipos   celulares   del   neuromasto.   AI
centro,  esquema  de  un  neuromasto  sefialando
sus   distintos   tipos   celulares:    celulas   ciliadas
(hair cells,  en  verde),  celulas  del  manto  (mantle
cells,   en   azul)   y   c6lulas   de   soporte   (support
cells,   en   gris).   Esquina   superior   izquierda,   la
I(nea   transgenica   ET20   expresa   GFP   en   las
c6lulas   del   manto.   En   verde   GFP   y   en   rojo
loduro     de     Propidio     (Pl).     Esquina     superior
derecha, la linea transg6nica ET4 posee GFP en

(,   las   c6lulas   ciliadas.   En   verde   GFP   y   en   rojo
tubulina acetilada.
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Al   exponer   larvas   de   ambas   lineas   transgenicas   a   las   concentraciones   de   cobre

estudiadas  anteriormente,  se  observ6  la  desaparici6n  de  celulas  fluorescentes  en  los

neuromastos de  ambas lineas,  pero a distintas concentraciones.  Las  larvas  ET4 sin tratar

con cobre mostraron c6lulas ciliadas fluorescentes en todos los neuromastos (Figura 12A,

en  el  recuadro  se  muestra  un  acercamiento  de  un  neuromasto  donde  se  aprecian  estas

celulas).     Sin  embargo,  al  incubar  larvas  ET4  de  76  hpf    con  cobre  1   LiM  durante  dos

horas,    se    produjo    la    p6rdida    de   las   celulas   ciliadas    fluorescentes    en   todos    los

neuromastos  (Figura  128).  Como  era  de  esperarse,  tampoco  se  observ6  presencia  de

celulas   ciliadas   en   los   neuromastos   de   laryas   ET4   expuesta§   a   cobre   10   prM   (no

mostrado)  6  50  LiM  (Figura  12C).  Las  larvas  ET20  expuestas  a  cobre  1  prM  no  mostraron

ninguna  diferencia  con  el  control  (Figura  12D  y  E):  ni  las  celulas  del  manto  (Figura  12D y

E,   recuadro)   ni   las   interneuromasticas   (Figura   12D  flecha   blanca  en   el   recuadro)   se

mostraron  afectadas  al tratar con  esta concentraci6n.  Sin  embargo al  exponerlas a cobre

50  LiM  durante dos  horas  se  observ6  una  absoluta  ausencia  de  celulas f]uorescentes  en

los   neuromastos,   lo   que   indic6   la   p6rdida   de   las   celulas   del   manto   al   realizar  este

tratamiento  (Fjgura  12F  y  recuadro  inferior  en  F).  Las  c6]ulas  interneuromasticas  (flecha

blanca  en   Figura   12F  y  recuadro  inferior)   no  se  vieron  afectadas  por  ninguno  de  los

tratamiento con cobre. Ademas se vio que con una concentraci6n intermedia de cobre (10

LiM),  se  pierde  una  gran  cantidad  de  c6lulas  del  manto,  quedando  en  el  neuromasto  un

remanente desorganizado de estas c6lulas.  En el  oido,  las  c6lulas que expresan  GFP en

ambas  lineas  transgenicas  (flecha  roja  en  la  Figura  12C y  F)  no  se vieron  afectadas  por

ninguno de  los tratamientos descritos.  Estos datos juntos  con  los  descritos  en  la  Figura 9

permiten  concluir que,  en  el  neuromasto,  las celulas  accesorias  son  mss  resistentes  que

las celulas sensoriales al dafio producido por el cobre ya que para eliminar a las primeras

se  requiere  un  incremento  de  la  muerte  celular,   lo  cual  es  inducido  con  aumentando

concentraci6n de este metal en e] medio.
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Figura  12.  Efecto  del  cobre  en  los  distintos  tipos  celulares  del  neuromasto.  Vista  lateral  de  larvas
de  78   hpf  luego   de   dos   horas  de   exposici6n   a  cobre.   A),   8)   y   C),   larvas  transg6nicas   ET4
expresando GFP en  las c6lulas ciliadas.  D),  E) y F),  larvas transg6nicas  ET20 expresando GFP en
las  c6Iulas  del  manto.   A)  y  D),  control  sin  cobre  adicionado al  medio.  8)  y  E),  cobre  1  HM.  C)  y  F),
cobre 50  HM.  Barra en  C  = 35  Hm.  La barra del  recuadro  inferior izquierdo en  D  = 6  Lim  para todos
los recuadros de la figura.

3.5        Protecci6n de las c6[ulas ciliadas de los efectos del cobre mediante  cambios

de temperatura y obstmucci6n de canales i6nicos.

Para investigar el  mecanismo de ingreso del cobre en  las c6lulas ciliadas se intent6 inhibir

este proceso disminuyendo la temperatura del  medio en que se encuentran las larvas.  Es

sabido que la disminuci6n de la temperatura es perjudicial  para el  proceso de endocitosis

(Schaeffer  y  Raviola,  1978;  Meyers  y  cols.,  2003).  Ademas,  las  celulas  ciliadas  de  los

neuromastos  muestran  una  activa  endocitosis,   proceso  que  ha  sido  propuesto  como

mecanismo  para  el  ingreso  de tinciones vitales  como  DiAsp,  FM143  o  DASPEI  (Seiler y

Nicolson,1999).  Se  incubaron  larvas en  medio  normal  o suplementado con  cobre a 4°C  6

25°C y luego se monitore6 la funcionalidad de las celulas ciliadas (utilizando  DiAsp y FM1-

43)  para  determinar si  la  baja  temperatura  aminora  los  efectos  del  cobre.  Anteriormente

se  determin6  que  el  tiempo  minimo  de  exposici6n  a  cobre  requerido  para  eliminar  las

celulas  ciliadas  es  de  35  minutos  (datos  no  mostrados),  por  lo  que  se  utilizaron  estas

condiciones   para    los   ensayos   de   protecci6n.    Los   tratamientos   con    CuS04    1    LIM
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produjeron,  como  anteriormente  se  mostr6,  la  perdida  de  la  funcionalidad  en  las  larvas

incubadas  a  25°C  (Figura  13A);  sin  embargo,  las  larvas  incubadas  a 4°C  no  perdieron  la

capacidad   de   incorporar   la   tinci6n   vital   indicando   un   efecto   protector   (Figura   138).

Posiblemente   la   baja   temperatura   protege   parcialmente   los   neuromastos   del   dafio

inducido  por el  cobre  como  resultado  de  una  disminuci6n  de  la  endocitosis.  A  pesar de

que  una  baja temperatura  es  capaz  de  inhibir la  endocitosis,  esta  condici6n  puede tener

tambien un efecto en los canales i6nicos de mecanotransducci6n presentes en las celulas

ciliadas  (Meyers  y  cols.,  2003).  Tambien  se  ha  propuesto  que  estas  tiniciones  vitales

ingresan  a  traves  de  estos  canales  (Corey  y  cols..  2004,  Meyers  y  cols.,  2003).  Para

dilucidar si los canales de mecanotransducci6n estan implicados en la entrada del cobre a

las  celulas  ciliadas,  se  utiliz6  el  inhibidor  de  canales  i6nicos  amilorida  (1   mM)  (Seiler  y

Nicolson,1999)  y  un  tratamiento  con  Cacl  0.1M  (Nishikawa  y  Sasaki,1996),  metodos

conocidos   por  inhibir  la  funci6n  de  estos  canales.  Ambos  tratamientos  tuvieron  como

resul{ado  la  protecci6n  de  las  c6lulas  ciliadas  de  una  manera  similar  al  tratamiento  con

frio. Estos resultados sugieren que hay,  por lo menos,  una relaci6n entre el mecanismo de

entrada  de  estas  tinciones  vitales y  el  mecanismo  de  acci6n  del  cobre  sobre  las  celulas

del neuromasto.
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Figura   13.    Los   efectos   daftinos   del   cobre   en   los   neuromastos   son   inhibidos   con   distintos
tratamientos.  A),  larva  de  3  dpf    expuesta  a  cobre  1   LIM  por  35  minutos  y  luego  incubada  con
DiAsp,  no se observa  marca en  los  neuromastos.  8),  larva  en  las  mismas  condiciones que  en  A,
pero incubada con cobre a 4°C, se observa tinci6n DIAsp en los neuromastos.

3.6        Relaci6n entre la actividad de las c6lulas ciliadas y su sensibilidad al cobre.

Existen  s6lidas  evidencias  de  que  la  tinci6n  vital  FM143  ingresa  a  las  celulas  ciliadas  a

traves del canal de mecanotransducci6n TRPA1  (Corey y cols., 2004), el cual es un canal

i6nico  con   alta   permeabilidad   para   calcio   que   se   abre   mecanicamente   producto   del

movimiento de  los cilios.  La  presencia de este canal  en  las c6lulas ciliadas permite que el

estfmulo  mecanico  recibido  por los cilios se transforme finalmente en  una serial  electrica.

Por   lo   tanto,   el   trazador   FM1-43   s6lo   ingresa   a   las   c6lulas   ciliadas   que   poseen   la

capacidad  para  realizar  mecanotransducci6n,  es  decir,  a  las  celulas  ciliadas funcionales.

Utilizando esta tinci6n vital y la lfnea transg6nica ET4 se estudi6 /.n v/.vo y en tiempo real, a

traves de "time lapse",  la  relaci6n  entre la funcionalidad  de estas c6lulas y su sensibilidad

al   cobre.   Se  encontr6  que  a   las  48  hpf     los  neuromastos,   al   estar  en   proceso  de

maduraci6n,   presentan   celulas   ciliadas   funcionales   y   no   funcionales.   Esto   se   pudo

establecer  ya  que  al   incubar  larvas  transgenicas   ET4  con   el   marcador  FM143  solo

algunas celulas resultaron  marcadas (Figura  14A y F). Al  incubar estas larvas con cobre 1

HM,  solo  se eliminaron  las  c6lulas  FM143  positivas  (celula  amarilla  en  14A)  despues  de

40  minutos  de  incubaci6n  con  el  metal  (Figural4A-D).  Sin  embargo,  al  utilizar  cobre  10
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LLM   se   eliminaron   todas   las   c6lulas   ciliadas   visibles   (funcionales   y   no   funcionales,

amarillas y verdes,  respectivamente,  14F) al  cabo de  unos  pocos  minutos  (Figura  14F-J).

Estos  resultados, junto  con  los de  la  secci6n  anterior,  indican  que  el  efecto del  cobre en

las  celulas  ciliadas  de  la  lfnea   lateral  esta  intimamente  ligado  a  su  funcionalidad,   sin

embargo  esto  es  cierto  solo  al  utilizar concentraciones  pequefias ya  que  al  aumentar  la

cantidad  de  este  metal  se  ven  afectadas  las  celulas  funcionales  y  no  funcionales.  Es

posible que con concentraciones mayores el cobre   produzca  un efecto t6xico a trav6s de

un mecanismo independiente de la actividad de las celulas ciliadas.

Figura   14.   Relaci6n   entre  la  actividad  de   las  c6lulas  ciliadas  y  su   sensibilidad  al  cobre.   A)-J),
neuromastos  de  larvas  transg6nicas  ET4  de  48  hpf  expresando  GFP  en  las  c6lulas  ciliadas  y
tefiidas  ademas  con  FM1-43  para  detectar  las  celulas  funcionales  (funcionales  y  no  funcionales,
amarillas y verdes,  respectivamente).  Se incubaron  larvas en  estas condiciones con cobre y con  el
metal  presente  en  el  medio  se  realiz6  la  filmaci6n  de  un  neuromasto.  De  A)  a  F)  se  muestra  un
resumen  de  los  eventos  desde  los  20  hasta  los  40  minutos  de  incubaci6n  con  cobre  1  HM.  F)-J),
resumen de los eventos desde el  inieio hasta los 28 minutos de incubaci6n con cobre  10 HM.
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3.7         Sensibilidad   de   los   neuromastos   al   cobre   en   comparaci6n   con   otros

metales.

Se encontr6 que el  dafio  producido en los  neuromastos fue  id6ntico al usar CuS04  u otra

sal de cobre,  CuC12.  Para determinar si los efectos observados eran especificos del cobre,

se  verific6  la  viabilidad  de  las  ce[ulas  ciliadas  (mediante  la  incoporaci6n  de  DiAsp)  y  la

inducci6n  de  muerte  celular  (tinci6n  con  Narani.o  de Acridina)  luego  de  incubar  con  otros

metales  durante  2  horas  comenzando  a  las  76  hpf  (tabla   1).   El  zinc  (Zns04)   produjo

efectos  semejantes  a  los  provocados  par  cobre,  sin  embargo  la  concentraci6n  minima

requerida para  inhibir la incorporaci6n  de  DiAsp fue  de 50  uM,  mientras que la tinci6n  con

Naranjo  de Acridina  ocurri6  a  partir de 250  HM.  El  hierro  (Fec13) tambi6n  previno  la tinci6n

de  DiAsp  a  una  concentraci6n  de  50  uM  pero  no  indujo  muerte  celular  a  250  LiM;  sin

embargo,  esta  concentraci6n  result6  mortal  para  las  larvas.  La  plata  (AgN03)  inhibi6  la

incorporaci6n   de   DiAsp   a   1   LIM,   sin   embargo   no  se  observ6  tinci6n   con   Naranjo  de

Acridina  con  concentraciones  mayores.   Incubaciones  con  hasta  50  LIM  de  manganeso

(Mnc12),   cobalto   (CoC12),   cadmio   (Cdc12)   y   estafio   (Snc12)   no   causaron   perdida   de

funcionalidad de las celulas ciliadas por lo que no se probaron concentraciones mas altas.
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Metal Concentration (uM) Tinci6n Tinci6n  Naranjo
DIAsp de  Acridina

cu++
1 - -

50 - +
250 - ++

zn++
1 + -

50 -

250 +

Fe`+`
1 + -

50 - -

250 - -

Ag+
1 - -

50 - -
250 - -

Mn++

1 + ND
50 + ND

250 ND ND

co++
1 + ND

50 + ND
250 ND ND

cd++
1 + ND

50 + ND
250 ND ND

sn++
1 + ND

50 + ND
250 ND ND

Tabla 1. Sensibilidad de los neuromastos al cobre en comparaci6n con otros metales. Se incubaron
larvas de 76 hpf durante 2 horas con variados metales y posteriormente se analiz6 la incorporaci6n
de  las  tinciones  vitales  DiAsp  y  Naranjo  de  Acridina.   En  el  caso  de  DIAsp,  los  signos  (-)  y  (+)
indican  ausencia  o  presencia  de  marca  respectivamente.  Para  Naranjo  de  Acridina,  el  signo  (-)
sefiala similitud  a el control y  (+)  indica  mayor tinci6n  respecto al control.  ND,  no determinado.  Las
sales usadas fueron CuS04, Zns04,  Fec13, AgN03, Snc12,  Mnc12,  CoC12, y Cdc12.

3.8        uso   de   la  toxicidad   del   cobre   para  estudiar  la   regeneraci6n   de   c6lulas

ciliadas.

La siguiente serie de experimentos plantean el  uso del dafio producido  por el cobre sobre

los neuromastos como una herramienta para estudiar la regeneraci6n de c6lulas ciliadas.

3.8.1     La  regeneraci6n  de  los  neuromastos  depende de  la concentraci6n  de cobre

presente en e[ medio.

Para determinar si  el efecto del cobre sobre los neuromastos es permanente a  reversible,

se  monitore6   la   incorporaci6n  de  DiAsp  despues  de  remover  el   metal  del   medio  de

incubaci6n.  Las  larvas  se  trataron  durante  dos  horas  con  distintas  concentraciones  de

CuS04 y se  cont6  la  cantidad  de  neuromastos  marcados  con  DiAsp  diariamente  hasta 5
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dlas   despues   de   la   incubaci6n   (Figura   15).   Un   neuromasto   fue   considerado   como

regenerado   al   detectar  al   memos   una   celula  tefiida   con   DiAsp   en   el   neuromasto.   Al

analizar  los  datos,  se  encontraron  diferencias  entre  la  recuperaci6n  de  los  neuromastos

de  la  linea  lateral   anterior  (ALL),   ubicados  en  la  cabeza,  y  los  de  la  posterior  (PLL),

distribuidos  en  el  tronco  y  la  cola.  Todos  los  neuromastos  de  la  ALL  lograron  regenerar

(Figura  15A y  C),  incluso al  usar una  concentraci6n  de 400  LiM,  la concentraci6n  mas  alta

estudiada (datos no mostrados).  Se encontr6 que despu6s de exponer larvas a CuS041  6

10 uM,  los neuromastos de la PLL lograron recuperarse, siendo el tiempo de recuperaci6n

proporcional  a  la  concentraci6n  de  cobre  utilizado  (Figura  158).   Sin  embargo,  al  usar

cobre   50   uM,   o   concentraciones   mayores,   los   neuromastos   de   la   PLL   no   lograron

reaparecer  (a  excepci6n  de  los  neuromastos  terminales,  que  residen  en  la  punta  de  la

cola).  A  los  5  d[as  postincubaci6n,  la  linea  lateral  secundaria,  la  cual  en  el  momento  en

que    se    hicieron    las    incubaciones    at]n    no    presenta    neuromastos,    se    desarroll6

normalmente  en todas  las  larvas  sin  importar la  concentraci6n  de cobre  utilizada  (Figura

15D   y   no   mostrado).   Esto   indica   que   la   salud   general   y   la   capacidad   de   generar

neuromastos a partir de fuentes alternativas no se pierde en las larvas tratadas.
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Figura  15.  Regeneraci6n  de neuromastos funcionales luego de incubaciones con cobre.  Larvas de
76  hpf fueron  expuestas  a  distintas  concentraciones  de  cobre  por dos  horas.  Luego  se  monitorio
diariamente la funcionalidad de los  neuromastos  usando la tinci6n vital DiAsp  hasta 5 dias despt]es
de  la  incubaci6n  con  cobre.  Se  contaron  los  neuromastos  con  marca  DiAsp  en  la  linea  lateral
anterior (ALL, A) y en  la  llnea lateral posterior (PLL,  a).  C,  larva control  incubada con  DiAsp a  los 8
dpf. Las flechas indican lo neuromastos de la llnea lateral posterior secundaria. D, larva tratada con
cobre 50 uM por dos horas a las 76 hpf y   teFlidas con  DiAsp 5 dias despues de la incubaci6n.  Los
neuromastos  de  la  ALL  Iogran  reaparecer,  pero  no  asi  los  de  la  PLL.  Las  flechas  muestran  la
presencia de los neuromastos de la linea lateral secundaria.  La barra en D representa 35 urn.

Se analiz6 tambien  la reaparici6n de celulas ciliadas luego de incubar larvas con cobre en

un   neuromasto   de   la  ALL   (neuromasto  0,  ver  Figura   17A  y   8)  y  en   uno  de  la   PLL

(neuromasto  P1, ver Figura 17A). Se incubaron larvas transgenicas ET4 de 76 hpf durante

2 horas con cobre  1610  prM y luego se cont6 el ndmero de celulas ciliadas fluorescentes

en  ambos  neuromastos  a  distintos tiempos  despues  de  la  incubaci6n  y  se  grafic6  como
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porcentaje   de   celulas   ciliadas   en   cuanto   al    control   (Figura    16).    Se   encontr6   un

comportamiento  similar en  la  reaparici6n  de  celulas  ciliadas  de  ambos  neuromastos.  En

las larvas incubadas con cobre 1  HM reaparecieron c6lulas ciliadas a las pocas horas tras

la  incubaci6n  y  el  ndmero  de  ellas  se  igual6  al  de  los  controles  alrededor  de  24  horas

luego  de  la  incubaci6n  (Figura  16,  cuadrados).  Al  utilizar  cobre  10  prM  la  reaparici6n  de

celulas ciliadas ocurri6 mas tardiamente que con 1  prM y ademas mostr6 ser mss lenta, ya

que tom6  mucho  mas tiempo en igualarse en  ntlmero a los controles (Figura  16,  rombos).

Cabe  destacar  que  la  aparici6n  de  celulas  ciliadas  fluorescentes  en  el  transgenico  ET4

ocurre  con   bastante  anticipaci6n   a  su   capacidad   de  ser  marcadas  con   las  tinciones

vitales,  lo  que  concuerda  con  la  demora  que  ocurre  entre  la  diferenciaci6n  de  estas

c6Iulas  y  el  inicio  de  su  capacidad  mecanotransductora,  lo  que es visible tambien  en  los

neuromastos cuando aparecen las primeras celulas funcionales (ver secci6n anterior).

0                              20                              40                             60                             80          0                              20                              40                              cO                             80

Time (hours post treatment)

Figura  16.  Reaparici6n  de  c6lulas  ciliadas  luego  de  tratamientos  con  cobre.  Se  incubaron  larvas
transgenicas  ET4  durante dos  horas  con  cobre  1,10  prM  o  en  medio  sin  cobre  adicionado y  luego
se cont6 el ntlmero de c6Iulas ciliadas presentes en los neuromastos 0 y P1.  Se grafic6 para cada
neuromasto el porcentaje de celulas ciliadas en cuanto al control.
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3.8.2     Proliferaci6n celular luego de Ios tratamientos con cobre.

Para  investigar  si  la  reaparici6n  de  c6lulas  ciliadas  funcionales  en  larvas  tratadas  con

cobre se debia  a  la  generaci6n  de  celulas  nuevas,  se examin6  la  proliferaci6n  celular en

los neuromastos despues de los tratamientos con cobre.  Para esto se analiz6 la presencia

del   marcador  mit6tico  PCNA  (Prolirating   Cell   Nuclear  Antigen)   en   larvas  control  y  en

larvas tratadas  con  cobre  (Figura  17).  Se  encontr6  presencia  de  c6lulas  proliferativas  en

los  neuromastos  de  la  linea  lateral  anterior  (ALL),  posterior  (PLL)  y  posterior  secundaria

(2PLL)  de  las  larvas  control  (Figura  17A)  y de  las tratadas  con  cobre  1  y  10  prM  (datos  no

mostrados).  Sin  embargo,  Ias  larvas  tratadas  con  50  prM  mostraron  presencia  de  PCNA

s6lo   en   la   ALL   y   la   2PLL   (Figura   178).   Las   celulas   PCNA   positivas   pueden   ser

normalmente  encontradas  en  la  periferia  de los  neuromasto  (Figura  17A,  recuadro).  Para

saber  si  el  nt]mero  de  c6lulas  proliferativas  cambia  despues  de  los  tratamientos  con

cobre, se cont6 el namero de celulas PCNA positivas en los neuromastos 0 y P115 horas

luego  de  la  exposici6n  a  cobre.  Esto  nos  permiti6  analizar  la  proliferaci6n  en  un  tiempo

intermedio  entre  el  tratamiento  con  cobre  y  la  recuperaci6n  de  celulas  ciliadas  viables

(Figura    17).    Cuando    larvas    fueron    incubadas    con    cobre    1     LLM    se    encontraron

significativamente  mas  celulas  proliferando  en  comparaci6n  a  los  controles  en  ambos

neuromastos (0 y P1) (Figura  17C, p < 0.001). Sin embargo,  al utilizar concentraciones de

cobre mayores,  los neuromastos 0 y Pl  mostraron un comportamiento diferente.  Mientras

el  neuromasto  0  mostr6  celulas  proliferativas  a  todas  la  concentraciones  estudiadas,  el

neuromasto  Pl  mostr6  ausencia  de  estas  celulas  en  larvas  incubadas  con  cobre  50  prM.

Estos  resultados,  junta  con  los  experimentos  de  tinci6n  con  Naranjo  de  Acridina  y  los

ensayos  de  regeneraci6n  de  las  celulas  ciliadas,  sugieren  que  en  los  neuromastos  de  la

PLL,   bajas   concentraciones  de  cobre  inducen   muerte  celular,   la  cual  es  seguida  de

proliferaci6n  y  finalmente  la  reaparici6n  de  c6lulas  ciliadas  funcionales.  Ademas,   altas

concentraciones de cobre (e.g„  CuS04 50  LLM)  afectan  irreversiblemente la capacidad  del
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neuromasto  de  regenerar  celulas  ciliadas  en  la  PLL.   Sin  embargo  en  la  ALL  el  cobre

induce  muerte  celular  de  manera  similar,  pero  la  proliferaci6n  y  la  reaparici6n  de  celulas

ciliadas  puede  ocurrir  atln  a  concentraciones  de  cobre  que  suprimen  este  proceso  en  la

PLL.

Figura   17.  Proliferaci6n  en  neuromastos  luego  de  tratamientos  con  cobre.   Inmunohistoquimicas
contra  PCNA realizadas  15 horas  luego  de  la  exposici6n  a cobre (en  larvas  de 93  hpf).  A),  Larva
control  que  muestra  presencia de  PCNA en  todos  los  neuromastos:  PLL  (e`g.,  Pl  y  P2),  ALL (e.g.,
0)  y  2PLL  (cabezas  de  flecha).   El  recuadro  en  A  es  un  acercamiento  de  un  neuromasto  que
muestra  la  ubicaci6n  periferica de  las  c6lulas  PCNA positivas.  a),  Larva trafada con  CuS04 50  LIM.
Se observa presencia de c6lulas  marcadas en  la ALL (e.g„  0) y 2PLL (cabezas de flecha),  pero  la
ausencia  de  marca  en   la   PLL.   La  barra  indica  35 ijm  en   a  y  6 urn  en  el  recuadro  de  A.  C),
Cuantificaci6n de las celulas marcadas con el anticuerpo anti-PCNA en  los neuromastos 0 y Pl  de
larvas  expuestas  a  diferentes  concentraciones  de  cobre.  El  ntlmero  de  c6lulas  marcadas  en  el
neuromasto  Pl  a  50 uM  fue  significativamente  diferente  comparado  con  el  ndmero  de  celulas  de
todas las otras concentraciones (asterisco, p < 0.001 ).

3.8.3    La  regeneraci6n  de  c6Iulas  ciliadas  a  partir de  precursores  mit6ticos  a  no

mit6ticos depende de la profundidad del dafio en el neuromasto.

Debido  a  que se encontr6 que  al  tratar larvas con  mayores  concentraciones de cobre  las

celulas ciliadas tardan  mas en  reaparecer,  se investig6 si  estas celulas nuevas  provienen

de    una    division    celular   al    tratar   con    distintas    concentraciones    de    cobre.    Larvas

transgenicas  ET4  de  76  hpf fueron  tratadas  con  CuS041610  LiM  durante  dos  horas,

fueron  lavadas  con  medio  E3  y  luego  se  incubaron  con  Bromodeoxiuridina  (Brdu)  hasta

que  aparecieran  aproximadamente  3  c6lulas  ciliadas.  Los tiempos  necesarios  para  llegar

a este nomero se obtuvieron de los datos de la secci6n 3.9  (6 horas para  1 LiM y 23 horas
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para  10 LLM). Alcanzado este ntlmero se realizaron inmunodetecciones de Brdu y GFP las

que   luego   se   analizaron   en   un   microscopio   de   epifluorescencia   (Figura   20A-F).   Se

cuantific6 en el neuromasto  0 y Pl  de larvas tratadas con cobre  1  y  10  LiM,  el ntimero de

celulas  GFP  positivas  y  se  cont6  cuantas  de  estas  celulas  pose fan  ademas  marca  de

Brdu.  El  resultado  de  esta  cuantificaci6n  se  grafic6  como  proporci6n  de  celulas  ciliadas

con  marca  Brdu  segdn  el total de celulas  GFP  positivas,  esto es:  proporci6n = n° celu[as

Brdu+GFP  /  n°  c6lulas   GFP   (Figura  18G).  Se  encontr6  que  las  larvas  incubadas  con

cobre  1  prM  poseian  una  proporci6n  muy  baja de  nuevas c6lulas ciliadas con  marca Brdu

(0.03  para  el  neuromasto  0  y  0.1   para  `el  P1).  En  cambio  en  las  larvas  incubadas  con

cobre  10  prM  una  proporci6n  bastante  mayor de  c6lulas  ciliadas  poselan  marca  de  Brdu

(0.8  para  el  0 y 0.6  para el  P1).  Estos  porcentajes son  significativamente diferentes  (p  <

0.05),  sin embargo no se encontraron diferencias significativas entre los neuromastos 0 y

Pl  para el mismo tratamiento de cobre (p > 0.05).  Este resultado indica que al incubar con

1  prM  las  celulas  ciliadas  nuevas  ademas  de  aparecer  mas  rapidamente  que  al  incubar

con   concentraciones   mayores,   no   provienen   de   una   divisi6n   mit6tica.   En   cambio,   al

incubar   con   10   prM   de   cobre   se   induce   un   dafio   mayor   en   el   neuromasto,   lo   que

probablemente  elimina  a  los  precursores  postmit6ticos cercanos  a  diferenciarse.  De esta

manera,  para la generaci6n de nuevas c6lulas se requeriria la division de los progenitores

mss basales lo que explicaria la reaparici6n mas tardia de celulas ciliadas.
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Figura  18.  Regeneraci6n  de  c6lulas  ciliadas  a  partir de  precursores  mit6ticos  y  no  mit6ticos.  A-F,
inmunohistoqurmica  anti-GFP  (verde)  y anti-Brdu  en  larvas  ET4,  Iuego  de  exposiciones  a  cobre  y
la  posterior reaparici6n  de c6lulas ciliadas.  A-C,  neuromasto de  larva  incubada con  1  HM  de cobre.
D-F,   neuromasto  de  larva  incubada  con   10  H,M  de  cobre.   G),   cuantificaci6n  del  porcentaje  de
celulas que expresan ambos marcadores en  los neuromastos 0 y P1,  luego de incubar con  1  y 10
uM de cobre.

3.8.4    Presencia de c6Iulas troncales en los neuromastos.

Debido  a   la  gran   capacidad   regenerativa  que   poseen   las   celulas   sensoriales  de  los

neuromastos  y  a  la  permanente  existencia  de  una  poblaci6n  de  celulas  mit6ticas,   se

busc6 la presencia de marcadores de celulas troncales neurales.  Una celula troncal neural

se define  como  una  celula  que es  capaz  de  autorenovarse,  proliferar y  dar  origen  a  los

tres tipos clasicos de celulas nerviosas (neuronas, astrocitos, y oligodendrocitos).  El factor

de transcripci6n SOX2 ha sido ampliamente usado como marcador de este tipo de c6lulas

madre   (Cai   y  cols.,   2002,   Ellis   y  cols.,   2004).   Se   realizaron   detecciones   de   mRNA

mensajero para sox2 de pez cebra mediante la tecnica de hibridaci6n i.n situ (Figura  19A).

Larvas   de   76   hpf  mostraron   presencia   de   mRNA  mensajero  de   sox2  en   todos   los

neuromastos  (Figura   19A,  flechas).  Tambien  se  realizaron  inmunoshistoquimicas  para

detectar la  proteina  SOX2  en  larvas transgenicas  ET4  (Figura  198,  C y  D).  Estas  larvas

mantienen  la  fluorescencia  de  GFP  despues  de  fijadas  por  lo  que  no  fue  necesario

detectar ni  revelar la presencia de GFP.  Se encontr6 la presencia de la proteina SOX2 en

las  celulas  adyacentes  a   las  celulas  ciliadas,   las  cuales  mostraron   no   contener  esta
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proteina (Figura  19D).  Se realizaron,  ademas,  inmunodetecciones de SOX2 y PCNA para

analizar  la  existencia  de  celulas  que  expresaran  ambos  marcadores.   Se  encontr6  la

presencia  de  celulas  expresando  ambos  marcadores  distribuidas  en  la  periferia  de  los

neuromastos (Figura  19G).

Figura   19.   Expresi6n  de  sox2  en   la  ljnea  lateral.  A),   la  hibridaci6n  /.n  s/.fu  en  larvas  de  76  hpf,
muestra   la   presencia   de   mRNA  de   sox2   en   los   neuromastos.   8),   C)   y   D),   celulas   ciliadas
fluorescentes en vei.de y en  rojo  nucleos marcados con el  anticuerpo anti-SOX2.  Las c6lulas SOX2
positivas  rodean  a  las  c6lulas  ciliadas.   E),   F)  y  G)  inmunohistoqurmicas  anti-SOX2  (rojo)  y  anti-
PCNA  (verde).  En  el  neuromasto  existen  c6lulas  que  expresan  ambos  marcadores,  las  cuales  se
ubican  perifericamente.
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4.  DISCUSION

4.1         El gen zctrl  codifica para un transportador funcional de cobre.

Anteriormente se  habia demostrado  la  importancia de este transportador de  alta  afinidad

en el control homeostatico intracelular del cobre en otras especies (Lee y cols., 2001,  Kuo

y cols.,    2001).  En  un trabajo  realizado  en  el  mismo laboratorio  donde se  desarrol[6  esta

tesis se clon6, se describi6  el  patr6n de expresi6n y se realizaron ensayos  de  p6rdida de

funci6n  del   putativo  transportador  de  cobre  CTRl   de  pez  cebra.   En   este  trabajo  se

demostr6  la  esencialidad  de la expresi6n  de esta  proteina  para la supervivencia de estos

peces.  Se  mostr6  tambi6n  su  alta  identidad  a  nivel  de  secuencia  aminoac[dica  con  la

proteina  hom6Ioga  de  humano  y  rata  (Mackenzie  y  cols.,  2004).  Sin  embargo,  no  se

realizaron ensayos para comprobar si este gen codifica para un transportador funcional de

cobre.

Los  estudios  de  complementaci6n  en  levaduras  deficientes  en  transportadores  de  cobre

indican que el gen zcfr7 revierte el fenotipo observado en la mutante MPY17 (cfr7A-cfr3A),

ya que logra crecer en  un medio donde la unica opci6n  para  producir energla involucra la

entrada   de   cobre   en   la   c6lula.   Ademas   se   observ6   que   la   incorporaci6n   de  cobre

radioactivo es significativamente mayor en levaduras  mutantes  MPY17 expresando el gen

zcfr7  que  las  levaduras  control.  Estos  datos,  en  suma,  indican  que  el  gen  zcfr7  codifica

para  un  transportador funcional  de  cobre sugiriendo  que  su  funcionamiento  podria  estar

involucrado   en   el   mecanismo   de   ingreso   de   este   metal   en   distintos   tej.idos   y   tipos

celulares.

4.2        Letalidad de larvas inducida por cobre.

Muchos  estudios  han  mostrado  que  los  peces  son  mas  sensibles  a  los  contaminantes

durante  los  estadios  de vida tempranos  de su  ciclo  de vida.  Tambien  se  ha  descrito  que

otros  organismos  acuaticos  distintos  a  peces  son  mas  sensibles  a  la  poluci6n  del  medio

donde  habitan  (Buikema  y  cols.,1982;  MCKim,1985;  Vvlteska  y  cols.,1995:  Herkovits  y
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cols.,1997;  Petersen  y  Kristensen,1998;  Smit  y  cols.,1998;  Viljoen,1999)  y  a  metales

pesados  (Beaumont  y  cols.,   1967;   D'Agostino  y  Finney,   1974;   Chung,   1978;   Redpath,

1985).  En general  los huevos de peces son  mas resistentes que los  peces juveniles a los

efectos t6xicos del cobre (Gangstad,1986).  Sin embargo,  Ios efectos t6xicos del cobre en

peces  varia  entre  las  especies  y  depende  de  las  caracterlsticas  quimicas  y  fl'sicas  del

agua  (Pimentel,  D.1971).  Palmer y  Butler  (Palmer y  cols.,1998)  encontraron  que  en  el

pez cebra  los  adultos  son  mas sensibles  al  cobre que  los embriones.  EIlos  asignaron  un

LC50  para  12  dias de  incubaci6n  de 2.2  prM  (encontraron que con  esta  concentraci6n de

cobre  los  embriones  no  eran  capaces  de  eclosionar y  que  en  esta  condici6n  morJan  al

cabo  de  12  dfas).  Basandose  en  curvas  de  letalidad  calcularon  un  LC50  para 4  dias  de

exposici6n  a  cobre  de  1,9  LtM  para  peces  adultos  de  5-9  meses  de  edad.  En  nuestros

resultados,  el  valor  de  LC50  para  4  dias  de  exposici6n  a  cobre  de  larvas  de  72  hpf (ya

eclosionadas)  fue  de  13.82  LLM.  Juntos,  estos  resultados  muestran  que  los  embriones y

larvas  son  mas  resistentes  al  cobre  presente  en  el   medio  que  los  adultos.   Nuestros

resultados indican que al aumentar el tiempo de exposici6n a cobre ocurre un  incremento

de  la  letalidad  de  estos  peces  lo  que  es  posible  apreciar en  la  forma  sigmoidea  de  las

curvas  de  letalidad  y  en  la  forma  logaritmica  de  la  curva  de  LC50.  Estos  resultados  son

muy   similares   a   lo   predecible   por   modelos   matematicos   de   toxicidad   en   ambientes

acuaticos (como el modelo de ligando bi6tico)   y a datos de toxicidad en otros organismos

marinos  (Marr  y  cols.,1998,   Di  Toro  y  cols.,  2001,   Niyogi  y  cols.,   2004,   Gravenmier  y

cols.,  2005).  Esto  refleja  que  a  pesar de  la  esencialidad  del  cobre  en  variados  procesos

biol6gicos,  es  altamente  t6xico  cuando  se  encuentra  presente  en  exceso  en  el  medio

donde se desarrollan  los  peces.  En  nuestro trabaj.o  se comprob6  que  construir curvas de

letalidad  y  de  valores  de  LC50  en  funci6n  del  tiempo  es  de  gran  utilidad  para  disefiar

adecuadamente experimentos enfocados a estudiar los efectos de un contaminante sobre

un organismo.
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4.3        En   [arvas   de   pez  cebra  expuestas  a  cobre  se   induce   la   activaci6n   del

promotor de la proteina de estres t6rmico HSP70.

Utilizando  los  datos  de  letalidad  aguda  y  los  valores  calculados  de  LC50  se  disefiaron

ensayos para determinar si el cobre presente en el medio es capaz de inducir la expresi6n

de la  proteina  HSP70.  Previamente se  habla  reportado  que el estres termico y el  cadmio

son  capaces  de  inducir  la  expresi6n  de  GFP  en  la  misma  linea  transgenica  utilizada  en

nuestro trabajo (Blechinger y cols.  2002a,  Blechinger y cols.,  2002b).  Encontramos que el

cobre  induce  la  expresi6n  de  GFP  en  estos  peces  especialmente  en  el  sistema  nervioso

central  y  tambien  en  el  epitelio  olfatorio  y  agallas  dependiendo  de  la  concentraci6n  del

metal    presente   en   el    medio.    Concentraciones   altas   (400   HM)    produjeron   ademas

expresi6n  mas tardfa en el higado y otros tejidos internos lo que fue analizado a traves de

inmunohistoqufmica  en   cortes   histol6gicos.   Se   ha   descrito   que  el   higado,   intestino  y

tejidos   renales   (pronefros)   acumulan   cobre   en   el   pez   sapo   y  trucha   arcoiris   al   ser

expuestos  a  cobre  (Kamunde  y  cols.,  2003,  Grosell  y  cols.,  2004),  lo  que  podria  ser  un

mecanismo  de  protecci6n  frente a  la  acumulaci6n  interna  de  cobre.  Estas  observaciones

son similares a las realizadas al exponer estas larvas transgenicas a cadmio (Blechinger y

cols.,  2002a).  Estos  6rganos  estan  implicados  tambien  en  la  homeostasis  de  cobre  en

humanos donde el  cobre se  incorpora  a trav6s del  intestino,  se  almacena y distribuye en

el   higado   y   se   elimina   gracias   a   los   rifiones.   En   el   pez   cebra,   como   en   todos   los

tele6steos,  la  nutrici6n en estadios tempranos del desarrollo depende del vitelo hasta que

se desarrollan los 6rganos digestivos y las larvas comienzan  a alimentarse,  Io cual ocurre

entre  los 4 y  5  dias.  En  nuestros  experimentos  las  larvas fueron  incubadas  a  los  3  dias,

momento  en  el  que  los  6rganos  digestivos  se  encuentran  en  formaci6n.  Es  interesante

hacer notar que  durante  las  incubaciones  estos  6rganos  se  encontraban  en  desarrollo  y

que   la   linea   transg6nica   mostr6   expresi6n   de   GFP   luego   de   3   dias   terminada   la

exposici6n  al  metal,  momento  en  que  ya  se  encuentran  funcionales.  Otra  observaci6n
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interesante  es  que  el  cobre  es  capaz  de  inducir  una  fuerte  expresi6n  de  hsp70  en  el

sistema  nervioso  central.  Es  sabido  que  el  cobre  induce  estfes  oxidativo  ya  que  genera

radicales  libres  al  participar  en  la  reacci6n  de  Fenton.  Las  neuronas  son  especialmente

sensibles a  este tipo  de esttes.  Sin embargo  no  se analiz6 si  ademas de  la expresi6n  de

este  gen  ocurre  muerte  celular  en  los  tejidos  afectados,  como  ha  sido  mostrado  que

ocurre  en  el  sistema  nervioso  central  tras  exposiciones  a  cadmio  (Hen  Chow  y  Cheng

2003).

4.4         El cobre presente en el agua dafia los neuromastos de [a [inea lateral del pez

cebra.

En  este trabajo se  mostr6  que  la  presencia de cobre en el  agua  donde las  larvas de  pez

cebra  cursan  su  desarrollo  produce  un  marcado  efecto  en  la  funci6n,  supervivencia  y

capacidad   regenerativa   de   las   celulas   mecanosensoriales   de   la   lfnea   lateral.    Las

concentraciones usadas en estos ensayos no provocan letalidad al ser usadas de manera

transitoria,  sin  embargo  no  se  buscaron  potenciales  efectos  a  largo  plazo  producto  de

estos  tratamientos.  Los  neuromastos  son  las  unidades  sensoriales  de  la  linea  lateral  y

contienen   por  lo   menos   dos   tipos   celulares:   c6lulas   ciliadas   mecanosensoriales   que

transducen  los  estimulos  mecanicos  y  c6lulas  accesorias  que  otorgan,  al  menos,  sosten

estructural al  neuromasto  (Ghysen y Dambly-Chaudiere,  2004).  Las celulas ciliadas estan

en   contacto   directo    con    el    medio   externo,    presentan    una   activa   endocitosis   de

compuestos presentes en el agua y pueden ser facilmente visualizadas /.n vivo debido a la

incorporaci6n  de  mol6culas  fluorescentes  como  DiAsp  o  FM1-43  (Collazo  y  cols.,1994,

Seiler    y     Nicolson,     1999).     Muchos     autores     han     propuesto     que     la     capacidad

mecanotansductora de las c6Iulas ciliadas de la linea lateral del pez cebra es alcanzada a

los  3-4  dfas  postfertilizaci6n  y  que  en  este  momento  es  cuando  son  inervadas  (Raible y

Kruse, 2000),  momento en que la conducta de la larva es consistente con una linea lateral

funcional  (Nicolson y  cols.,1998).
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En   los   experimentos   descritos  en   este  trabajo   se  elimin6   la  viabilidad  de  las  celulas

ciliadas  al  incubar  larvas  de  pez  cebra  con  cobre  disuelto  en  el  agua  durante  solo  dos

horas.  La  concentraci6n  requerida  para  este  efecto  fue  de  1   uM  CuS04,   mss  de  dos

ordenes  de  magnitud   menor  que  el  valor  de  LC50   para   las   mismas  condiciones  de

exposici6n  (280,16  L[M).  Este tratamiento elimina  la tinci6n con  DiAsp y FM1-43 y produce

la perdida de  marcadores  antigenicos especificos  de  las c6lulas  ciliadas del  neuromasto.

Gracias  al  uso de larvas transgenicas  que expresan  GFP  en  las  c6lulas  ciliadas se  pudo

determinar que  estas  celulas fluorescentes son  efectivamente eliminadas,  encontrandose

diferencias  en   las   susceptibilidad  al   cobre  entre  las  celulas  funcionales   (que  realizan

mecanotransducci6n) y no funcionales.  En un embri6n de 48 horas las c6lulas funcionales

(las  capaces  de  incorporar  FM1-43)  son  eliminadas  al  cabo  de  30  minutos y,  en  cambio,

las c6lulas  no funcionales desaparecen luego de 2 horas.  Sin embargo,  al utilizar Naranjo

de  Acridina  (AO)  no  se  observaron  diferencias  con  las  larvas  control,  lo  que  se  podri'a

deber  a  que  este  metodo  no  es  lo  suficientemente  sensible  para  detectar  la  muerte  de

estas celulas  o  que ya  no queda  rastro  de estas  c6lulas en  el  momento  de  la  incubaci6n

con AO. Ademas,  los ensayos en larvas expuestas a concentraciones crecientes de cobre

mostraron  un  claro efecto dependiente de la concentraci6n ya que las larvas tratadas con

10 uM  6 50  prM  CuS04 presentaron  un  mayor ntimero  de c6Iulas  muertas.  Con el  uso  de

larvas  transg6nicas  se  determin6  que  al  aumentar  la  concentraci6n  de  cobre  se  dafian

otros tipos celulares ademas de las celulas  ciliadas. Al  incubar con cobre  1  prM  las c6lulas

del  manto  no  sufrieron  ningtin  tipo  de  dafio,   sin  embargo  al  usar  50  LLM,  junta  con  un

incremento  en  la  muerte  celular  en  los  neuromastos,  se  observ6  la  perdida  de  estas

celulas.

El  cobre  es  bien  conocido  por  ser  un  metal  severamente  citot6xico,  generando  estres

oxidativo y dafio celular si se acumula  mas alla de lo que es capaz de asimilar una c6lula

(Gaetke  y   Chow,   2003).   Los  resultados  aqui  expuestos  sugieren   que  el   cobre  tiene
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acceso  a  las  c6lulas  ciliadas  en suficiente cantidad como  para  producir muerte celular en

minutos  u  horas.  La  toxicidad  a  traves  de  estr6s  oxidativo  ha  sido  observada  para  los

aminoglic6sidos,  los  cuales  activan  la  muerte  celular  apopt6tica  en  las  celulas  ciliadas

debido  a  la  producci6n  de  radicales  libres  y  especies  reactivas  de  oxigeno  (Forge y  Li,

2000;  Forge y Schacht, 2000).

La  droga  anti-cancer  cisplatina  tambien   ha  mostrado  ser  extremamente  otot6xica  en

mamiferos  debido  a  que  en  las  celulas  ciliadas  induce  esttes  oxidativo  (C[erici  y  cols.,

1996),  en  parte  a  trav6s  del  secuestro  de  mol6culas  antioxidantes  de  la  celula  (Ravi  y

cols.,  1995).  La  cisplatina  es  tambien  t6xica  para  las  celulas  ciliadas  de  la  linea  lateral

(Ton y  Parng, 2005).  Si el cobre se acumula en la c6lulas ciliadas,  los efectos podrian ser

similares a los descritos.

Como  es  que  el  cobre  ingresa  a  estas  celulas  es  una  interesante  interrogante.  Estudios

previos    han    intentado    resolver    este    tema    para    compuestos    que    son    tambien

especificamente  t6xicos  para  las  celulas  ciliadas  como  son  los  aminoglic6sidos,  pero  el

mecanismo de incorporaci6n de estas drogas permanece desconocido.  Ha sido propuesto

que  el  ingreso  podria  ser  a  traves  de  endocitosis  apical  (Richardson  y  cols.,1997)  y  a

traves  de  canales  de  mecanotransducci6n  (Gale  y  cols.,  2001).  Esta  es  una  pregunta

dificil  de  aclarar debido  al  estrecho  vinculo  entre  la endocitosis y  la  mecanotransducci6n

de  las  celulas  ciliadas:   mutaciones  en   el  gen   myosinavll   afectan   ambos  procesos  y

bloquean la entrada de aminoglic6sidos en estas c6lulas (Ernest y cols., 2000).

En  larvas  de  pez  cebra,   las  celulas  ciliadas  inmaduras   muestran   resistencia  a  estos

compuestos  (Murakami y  cols.,  2003)  sugiriendo  una correlaci6n  entre la  madurez de  las

c6lulas  mecanoreceptoras  y  el  ingreso  de  drogas.  Los  canales  de  mecanotransducci6n

son  permeables a cationes  mono y divalentes.  En un  reciente trabajo se demostr6 que la

mecanotransducci6n depende de la expresi6n del canal TRPAl  y que la tinci6n vital  FM1-

43, s6lo se incorpora a  las c6lulas activas lo que sugiere que este  marcador ingresa a las
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c6Iulas  ciliadas  a  traves  de  este  canal  (Corey  y  cols.,  2004),  como  se  ha  propuesto  en

trabajos anteriores (Meyers y cols., 2003).  Los resultados de protecci6n de los efectos del

cobre  mediante  incubaciones  a  bajas  temperaturas  y  la  obstrucci6n  de  canales  i6nicos

utilizando   amilorida   o   altas   concentraciones   de   calcio,   mostraron   un   vrnculo   entre   la

entrada  de  las tinciones vitales  (DiAsp y  FM1-43) y  el  efecto  del  cobre sabre las  c6Iulas

ciliadas.  Esto  fue  corroborado ya  que se vio que  al tefiir con  FM1-43  larvas transgenicas

que  expresan  GFP  en  las  celulas  ciliadas,  solo  las  celulas  funcionalmente  activas,  es

decir las activas,  mueren rapidamente.

Aunque  el  canal  puede  no  ser  selectivo  para  los  cationes,  el  cobre  es  particularmente

t6xico  para  las  celulas  ciliadas,   pues  otros  metales,   con   la  excepci6n  de  la  plata,   no

mostraron  los   mismos  efectos   al  ser  usados  a  concentraciones  similares.  Ya  que  la

inhibici6n  de  canales  i6nicos  puede  proteger  a  las  celulas  ciliadas  de  los  efectos  del

cobre, se puede interpretar que la entrada de cobre en las celulas ciliadas ocurre a traves

de    canales,    o    quizas    un    transportador,     mas    que    solamente    via    endocitosis.

Interesantemente,  la  cisplatina  puede  entrar  a  las  celulas  a  traves  del  transportador  de

cobre de alta afinidad CTR1  (lshida y cols., 2002).  En pez cebra, el transportador de cobre

de  alta  afinidad  CTR1,  se  expresa  extensamente  durante  estadios  tempranos  de  la  vida

de pez cebra (Mackenzie y cols., 2004), y de esta manera, zCTRl  podria estar mediando,

por   lo    menos   parcialmente,    la   acumulaci6n   de   cobre   en   las   celulas   ciliadas   del

neuromasto.  En este trabajo se  mostr6 que este transportador es efectivamente funcional

a traves de la complementaci6n de levaduras deficientes en transportadores de cobre,  las

cuales incrementan la incorporaci6n de cobre externo al expresar heter6logamente el gen

ctrl  de pez cebra.  Ademas,  este transportador es capaz de transportar plata (Lee y cols.,

2002),  una  propiedad  que se  correlaciona  con  la  toxicidad  que  ambos  metales  producen

en las celulas ciliadas.  Sin embargo no se detect6 una mayor cantidad de RNA mensajero

de este gen  en  los  neuromastos  en  comparaci6n  con  otros tej.idos  del  embri6n  (datos  no
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mostrados),  Io que implica que las c6lulas ciliadas no poseen  una mayor cantidad de este

transportador, lo cual quizas las haria mss sensibles al cobre externo.

Un  trabajo  reciente  mostr6  que  la  exposici6n  transitoria  a  cobre  durante  el  desarrollo

embrionario  de  otro   pez  ("fathead   minnows")   puede  alterar  la  capacidad  del   pez  de

responder a  estfmulos  quimiosensoriales  (Carreau  and  Pyle,  2005).  La  quimiosensaci6n

es  adquirida  a  trav6s  de  celulas  especializadas  presentes  en  el  epitelio  olfatorio  y  en  la

superficie   del   cuerpo.   Es   interesante   hacer   notar  que   estas   celulas   son   marcadas

facilmente con tinciones vitales, sugiriendo que el mecanismo de toxicidad en ambos tipos

ce[ulares  (celulas del  neuromasto y del epite[io olfatorio) podria ser similar.

En anamniotos,  las c6Iulas ciliadas del oldo y de la linea lateral son capaces de regenerar

luego   de   ser   dafiadas   por   compuestos   t6xicos,   sobreestimulaci6n   sonora   o   al   ser

eliminadas  utilizando  un  laser.  Es  importante  hacer notar que  existen  s6lidas  evidencias

que indican que las celulas ciliadas de linea lateral son equivalentes a las presentes en el

of do (Pichon and  Ghysen,  2004),  lo que valida a este sistema como modelo de estudio de

su    desarrollo,    toxicidad    y    regeneraci6n.    Estudios    previos    han    mostrado    que    los

antibi6ticos  aminoglic6sidos,  los  cuales  producen  la  muerte  de  las  celulas  ciliadas  en  el

oido   intemo   de   los  vertebrados,   pueden   dafiar  y  eliminar  las   c6lulas   ciliadas  de  los

neuromastos  del  pez  cebra  de  manera  dependiente  de  la  concentraci6n  (Murakami  y

cols.,  2003).  Se ha descrito tambien que las celulas ciliadas  reaparecen entre las  12 y 24

horas despues de estos tratamientos (Harris y cols„ 2003).

En  nuestros estudios se observ6 que tras el dafio producido en los neuromastos debido a

incubaciones   con   cobre,   las   celulas   ciliadas   pueden   regenerar   dependiendo   de   la

concentraci6n del metal utilizada,  es decir,  del nivel de daFio infringido.

Una  explicaci6n  de  este  fen6meno  es  que  en  el  neuromasto  existe  una  poblaci6n  de

precursores  postmit6ticos  de  las  celulas  ciliadas  que  no  se ven  afectados  por el  cobre y

que    rapidamente    reemplazan    a    las    celulas    perdidas.    Una    poblaci6n    con    estas
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caracterlsticas debe existir ya que en los neuromastos del pez hay un continuo reemplazo

de  [as  celulas  ciliadas  (Wlliams y  Holder,  2000)  y  durante  e[  estadio  larval  incrementa  el

ntlmero de celulas del  neuromasto.  Al tratar larvas  con  cantidades  mayores  de cobre  (10

LiM)  se  induce  la  muerte  celular y  reaparecen  nuevas  celulas  ciliadas  luego  de  2-3  dias.

En este caso  es  mas  probable que muera la poblaci6n de c6lulas ciliadas diferenciadas y

quizas,  ademas,  la  poblaci6n  de  celulas  precursoras,  lo  que  requeriria  la  proliferaci6n  de

un grupo mas basal de c6Iulas progenitoras, las cuales podrian repoblar el neuromasto.

Para  comprobar  esta  hip6tesis  se  disefiaron  experimentos  de  pulso  y  caza  utilizando  el

analogo  de  timidina  Brdu.  Estos  experimentos  mostraron  que  la  rapida  regeneraci6n  de

c6lulas  ciliadas  en  larvas tratadas  con  cobre  lL[M  no  requiere  la  divisi6n  de  progenitores,

en  cambio,  al  utilizar  cobre  10  LLM  las  nuevas  celulas  ciliadas  provienen  de  una  divisi6n

mit6tica.  El  mayor dafio  provocado en  los neuromastos al parecer elimina los precursores

postmit6ticos  que  estan  cercanos  a  diferenciarse,  par  lo  que  la  generaci6n  de  nuevas

celulas ciliadas implica la divisi6n de precursores que no fueron dafiados por estar en una

ubicaci6n  mss  basal  en  el   neuromasto.   Esto  explicaria  porque  demora  mas  tiempo  la

reaparici6n de celulas ciliadas  al incubar con cobre  10 prM.

Cuando  las  larvas  son  tratadas  con  50 ijM  CuS04,  el  dafio  es  visible  no  solo  como  una

explosi6n de las celulas del neuromasto, sino que tambien se observa un gran incremento

en   el   ntlmero   de   celulas   muertas   (teflidas   con   Naranjo   de   Acridina),   ausencia   de

proliferaci6n  en   los  neuromastos  de  la  linea  lateral   posterior  (PLL),  y  .una  falla  en  la

reaparici6n  de  las  celulas  ciliadas  luego  de  remover  el   metal.   Este  resultado  parece

indicar que  altas dosis de este  metal son capaces  de destruir las  celulas ciliadas y todas

las     c6lulas     que     tienen     la     capacidad     regenerarlas.      Las     celulas     precursoras

presumiblemente  se  encuentran  debajo  o  al  lado  de  las  celulas  ciliadas  (Balak  y  cols.,

1990;    \/Villiams    y    Holder,    2000),    y    por    esto    podrian    ser    afectadas    con    altas

concentraciones  del  metal.  Tambien  es  posible  que  las  celulas  de soporte sufran  muerte
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celular programada  al  ser destruidas  las  c6lulas  ciliadas.  En  estos  experimentos  la  linea

lateral  anterior (ALL)  mostr6  una  importante  diferencia  con  la  linea  lateral  posterior (PLL).

Aunque los  neuromastos en ambas  areas de la linea lateral  mostraron  poseer un  namero

similar de  c6lulas apopt6ticas  para cada  condici6n,  los  niveles  de  proliferaci6n  mostraron

un  comportamiento  distinto  al  variar las  concentraciones  cobre.  En  la  PLL,  el  ntimero  de

celulas proliferativas increment6 en los peces tratados con CuS041  uM y luego disminuy6

a niveles casi  indetectables  al  ocupar 50  prM.  En  contraste,  la ALL de  peces tratados con

cobre 50  LLM  mostr6  abundantes  celulas  proliferativas.  Estas diferencias se correlacionan

con  las  observaciones  de  la  regeneraci6n  de  celulas  ciliadas  en  la ALL  en  comparaci6n

con  las  de  la  PLL.  El  neuromasto  P1,  el  cual  mostr6  muy  pocas  c6lulas  marcadas  con

PCNA despues  de los tratamientos  con cobre 50  prM,  no  mostr6  regeneraci6n  de  c6lulas

ciliadas.  En  cambio,  el  neuromasto  0  mostr6  presencia  de  celulas  PCNA  positivas junto

con  la  reaparici6n  de  celulas  ciliadas  al  tratar  con  la  misma  concentraci6n.  Aunque  no

sabemos  las  razones  de estas  diferencias  entre la ALL y  PLL,  es  interesante hacer notar

que  se  ha  mostrado  que  los  neuromastos  de  la    ALL  se  encuentran  en  hendiduras  o

canales  (Webb  y  Shirey,  2003),   lo  que  posiblemente  ofrecerla  mas  protecci6n  de  los

agentes  externos. Ademas,  es  importante sefialar que en todos los experimentos,  incluso

en   los   que   se   ocup6   concentraciones   altas   de   cobre   (100-400   uM),   se   observ6   la

aparici6n  de    la  linea  lateral  secundaria  despues  de  los  tratamientos.  Esto  indica  que  el

primordio  de  la  linea  lateral  secundaria,  el  cual  no  ha  generado  aun  c6lulas  ciliadas  en  el

momento   en   que  se   realizaron   los  tratamientos   (Sapede  y   cols.,   2001),   debe   estar

tambi6n protegido de los efectos del cobre externo.

Ya que en anamniotos las celulas del oido y la linea lateral son capaces de regenerar, se

ha  postulado  que existe  una  poblaci6n de  precursores  que se  mantiene indeferenciada y

permite  un  constante  recambio  de  estas  neuronas  sensoriales  (Balak  y  cols.,   1990).

Ademas,  estudios  en  anfibios  ham  mostrado  que  la  regeneraci6n  de  las  c6lulas  ciliadas
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ocurre gracias a  la diferenciaci6n de  precursores que yacen junto  a  los  neuromastos,  las

cuales  parecen  ser  las  celulas  de  soporte  (Balak  y  cols.,   1990).   En  nuestro  trabajo  se

mostr6  que  en  un  neuromasto ya  diferenciado  existe una  poblaci6n  de celulas  altamente

proliferativas   ubicadas   en   la   periferia   de   estos   6rganos.   AI   caracterizar   con   otros

marcadores esta poblaci6n se encontr6 que existen celulas que expresan el  marcador de

celulas troncales  neurales  sox2 junto  con  marcadores de  proliferaci6n  (PCNA).  SOX2 ha

sido  usado  extensamente  como  marcador  de  este  tipo  de  c6lulas  pluripotenciales,  las

cuales son capaces de dar origen a los distintos linajes neurales.  Este hecho es coherente

con la continua generaci6n de c6lulas neurales sensoriales en los neuromastos.

Hemos   visto   en   este   trabajo   una   serie   de   caracteristicas   que   hacen   del   sistema

mecanosensorial.de la linea  lateral  un excelente modelo  para estudiar la regeneraci6n de

c6lulas   sensoriales,   como   por  ejemplo,   la   rapida   muerte  y   reaparici6n   de  las  c6Iulas

ciliadas y su ubicaci6n superficial en el cuerpo de los peces.  Esto tiltimo  permite realizar /.n

v/.vo,   microscopia   de   alta   calidad   utilizando  tinciones  vitales   de  bajo   costo   en   peces

silvestres  o  transgenicos  y  tambien  cuantificar  y  analizar  estadisticamente  los  distintos

fen6menos que ocurren en las celulas del neuromasto de manera facil y rapida.  Gracias a

la  ubicaci6n  superficial  de  este  6rgano  en  un  organismo  acuatico,  es  tambien  altamente

controlable la homegeneidad de las condiciones experimentales a las que se someten los

peces.  Ademas  el  pez  cebra  posee  muchisimas  ventaj.as  coma  son  su  transparencia,  la

gran  cantidad  de  embriones  que  se  puede  obtener  y  almacenar  a  un  bajo  costo  y  la

tecnologia desarrollada para la detecci6n y manipulaci6n de la expresi6n genica.

Estos   resultados   incorporan   un   nuevo   nivel   de   complejidad   en   el   analisis   de   las

consecuencias de moderadas cantidades de cobre en el  ambiente acuatico.  Exposiciones

transitorias   a   bajos   niveles   de   cobre   en   el   agua   pueden   no   estar   afectando   la

supervivencia inmediata del pez,  pero 6rganos sensoriales como la llnea lateral,  muestran

un dafio bajo estas condiciones.  El dafio sobre este 6rgano sin duda produce un efecto en

66



Ia  conducta  de  los   peces  ya  que  de  este  depende  por  ejemplo   la  detecci6n  de  los

movimientos  de  otros  organismos  que  conviven  en  el  mismo  entorno  como  par  ejemplo

predadores  o  presas.  Producto  del  uso  del  cobre  en  frenos  de  vehiculos,  pesticidas  y

materiales de construcci6n es  posible encontrar en lagos,  rios y zonas costeras cercanos

a  zonas  urbanizadas,  importantes  cantidades  de  cobre  (Sansalone  y  cols.,  1997).  En  el

norte  de  California  (USA)  por  ejemplo,  desagues  de  la  recolecci6n  de  aguas  lluvia  han

mostrado tener cobre disuelto  a  concentraciones  que  oscilan  entre 0.05 y  1.65  prM  (Soller

y  cols.,  2005),  cantidades  de  cobre  que,  segdn  nuestros  estudios,  ya  logran  afectar  el

sistema mecanosensorial de la linea lateral.
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