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RESUMEN

El  cobre  es  un  micronutriente  esencial  y  participa  como  cofactor  en  mdltiples

procesos fisiol6gicos.  Existen mtlltiples estudios que vinculan al metabolismo de lipidos

con   modificacione§   dietarias   de   cobre.   En   este   contexto   evaluamos   los   cambios

transcripcionales  en  respuesta  a  la  exposici6n  a  cobre  a  nivel  fisiol6gico  y  supra-

fisiol6gico   (2,   20  y   100   uM)   para  genes  vinculados  a  la   biosintesis  de  lipidos,   en

particular el colesterol.  Las lineas  celulares de  linfocitos  (Jurkat),  monocitos  (THP-1) y

hepatocitos (HepG2) fueron expuestas a Cu-His por diversos tiempo§ de exposici6n (2-

72  h).  Parametros  celulares  como  la  viabilidad  y  contenido  interno  de  cobre  fueron

cuantificados por ensayos de reducci6n de MTT y espectroscopia de absorci6n at6mica

(AAS).  Lo§ genes rasn,  hmgcr,  hmgcs7,  fd#7,  /d/r entre otros, fueron cuantificador por

qpcR.   Los  tres  modelos  celulares  mostraron  aumentos  en  el  contenido  interno  de

cobre  respecto  a  las  dosis  expuestas  y  estas  no  afectaron  mayormente  la  viabilidad

celular.  Para  los  genes  cuantificados  se  observaron  cambios  significativos  en  genes

vinculados  a  la  biosintesis  de  colesterol.  Estos  cambios  en  la  abundancia  relativa  de

los   transcritos   fueron   mediados   por   la   exposici6n   a   cobre   a   tiempo   corto   e

independiente  de  la  dosis.  Finalmente  se  observaron  cambios  diferenciales  entre  las

lineas  celulares  que  participan  directa  o  indirectamente  en  la  homeostasis  de  cobre

sugiriendo   una   regulaci6n   transcripcional   tejido   especifica   que   puede   modificar   la

sintesis  de  colesterol,  mostrando  una  novedosa  forma  de  regulaci6n  metab6lica  con

posibles  implicancias  a  nivel  nutricional.  Estos  resultados  debieran  ser  analizados  a

nivel   metab6lico,   corroborando   la   vinculaci6n   del   slafus   de   cobre   y   los   cambios

metab6licos inducidos.
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ABSTRACT

Copper  is  an  essential  micronutrient,  and  participates  as  a  cofactor  in  many

physiological   processes.  There  are  many  studies  linking   lipid  metabolism  to  dietary

modifications   copper.   In   this   context   we   evaluated   the   transcriptional   changes   in

response  to  exposure  to  copper to  iso-and  supra-physiological  level  (2,  20  and  100

uM) for genes related to the  biosynthesis of lipids,  particularly cholesterol.  Lymphocyte

cell  lines  (Jurkat),  monocytes  (THP-1)  and  hepatocytes  (HepG2) were exposed  to  Cu-

His  for  various  exposure  times  (2-72  h).   Cellular  parameters  such  as  viability  and

internal copper content were quantified by MTT reduction assays and atomic absorption

spectroseapy  (AAIS).  fasn.  hmgcr,  hmgcsl,  fdftl  and  ldlr  among  other  genes  were

quantified  by  qpcR.  The three  cell  models  show increases  in  the  internal  contents  of

the  exposed  copper  relative  to  dose  and  these  mostly  not  affected  cell  viability.  For

genes quantified significant changes in genes linked to cholesterol  biosynthesis. These

changes  in the relative abundance of transcripts were mediated by exposure to copper

short  and  independent  of  dose.  Finally  observed  differential  changes  among  the  cell

lines that  are  involved  directly  or indirectly  in the  homeostasis  of copper suggesting  a

specific tissue transcriptional  regulation that can modify cholesterol  synthesis,  showing

a  novel  form  of  metabolic  regulation  with  possible  implications  at  a  nutritional  level,

These  results  should  be  analyzed  at  metabolic  level,  corroborating  the  connection  of

copper sfafus and metabolic changes induced.



lNTRODUCCION

El cobre, un nutriente esencial.

El cobre  (Cu) es  un  metal de transici6n,  que se encuentra en  concentraci6n

de traza en todos los sistemas biol6gicos. Debido a su configuraci6n  electr6nica

([Ar]3d'°4s4) el cobre puede ceder electrones desde sus niveles energeticos 4s y 3d

generando  dos  estados  de  oxidaci6n;  el  ion  cuproso  (Cu+1)  o  ion  cdprico  (Cu+2).

Debido  a  esta  capacidad  redox,  el  cobre  participa  como  cofactor  enzimatico  en

diversos  procesos  como la  respiraci6n  celular (Citocromo  oxidasa  c),  la  biosintesis

de   dopamina   (Dopamina   @-hidroxilasa)   o   la   protecci6n   contra   radicales   libres

(Super6xido  dismutasa  1:  SOD1)  entre  otros  (Uauy  y  col.,  1998;  Harris,  E.  2000;

Kim y col., 2008).  En este tlltimo proceso.  Ia super6xido dismutasa 1  (SODI  Cu/Zn),

utiliza  el  cobre  en  la  dismutaci6n  del  ion  super6xido  producido  en  la  respiraci6n

celular,  mediante dos semi-reacciones (Ec.1) y (Ec.  2)  (Mccord & Fridovich,1969).

Por otra parte, el cobre libre puede participar en la formaci6n de radicales hidroxilos

(Ec.  3)  mediante reacciones tipo Fenton,  generando especies reactivas de oxigeno

(ROS) y finalmente el dafio celular (Ferns y col.,1997).

(1)                                Enz-Cu2++o2-         +       Cu++o2

(2)                        Enz-Cu++  02-+2H+       +        Cu2+    +   H202

(3)                                           Cu++H202         +            Cu2++  OH-+OH.

Esta  dualidad  como  catalizador y  pro-oxidante,  hacen  del  cobre  un  agente

potencialmente   t6xico.    De   esta   forma,    Ias    proteinas    que    participan    en    la

homeostasis celular son fundamentales en la regulaci6n del contenido intracelular



de cobre evitando la sobrecarga o deficiencia (Uauy y col.,1998;  Ferns y col.,1997;

Pefia y col.,1999; Gonzalez y col„ 2008).

Homeostasis de cobre en mamiferos.

En humanos,  existen  mecanismos  que  regulan  el  contenido  de  Cu  a  nivel

sist6mico y celular.  A nivel sistemico  hay al  menos dos  puntos  de  regulaci6n:  1)  el

aumento  en  la  eficiencia  de  la  absorci6n  intestinal  respecto  a  dietas  bajas  en  Cu

(aumenta  en  23%) y 2)  la excreci6n  de  Cu  a  nivel  hepatico  en dietas  altas en este

metal.  Asi  ambos  procesos  la  absorci6n  desde  la  dieta  y  la  excreci6n  hepatica,

median   la   adaptaci6n   a   una  dieta  de  Cu  variable   (Turnlund   y   col.,   1998).   Sin

embargo,   el   paso   del   metal   desde   la   dieta   a   las   c6lulas   es   mas   complejo.

Brevemente,    luego    de    su    absorci6n    intestinal,    el    Cu    es    mayoritariamente

acomplejado  a  albdmina  y  llevado  al  higado  a traves  de  la  circulaci6n  portal.  Este

paso es crucial en  la homeostasis del  Cu,  debido a que el  higado es  un 6rgano de

relevancia   fisiol6gica   en   la   excreci6n   del   metal.   Lo   anterior   se   ejemplifica   en

pacientes  con  la  enfermedad  de  Wilson   (acumulaci6n  hepatica  de  Cu   par  mal

funcionamiento del transportador de salida ATP7B en la red trans-Golgi que evita su

excreci6n),  donde  luego  de  un  tra§plante  hepatico  la  homeostasis  del  metal  se

normaliza  (Tao  &  Gitlin  2003).   En  los  hepatocitos  el  Cu  es  transferido  a  cupro-

enzimas y/o a la ceruloplasmina (Cp) que lo retornan a la circulaci6n extra-hepatica,

mientras que  el  exceso  de  Cu  en  el  higado  es  excretado  a  la  bilis  (Dijkstra  y  col.,

1966).   Cerca   del   80-90%   del   Cu   absorbido   esta   unido   a   Cp   en   el   plasma,

conformando asi la fracci6n no disponible de Cu. El resto se encuentra acomplejado

a   la   transcupreina,   albtlmina   o   aminoacidos   y   esta  fracci6n   representa   el   Cu

biodisponible (Cartwright & Wintrobe  1964).



A  nivel  celular  los  elementos  que  participan  en  la  homeostasis  del  Cu  se

pueden agrupar en: a) transportadores de ingreso o salida,  b) de transporfe interno,

c) almacenamiento y d) cuproenzima.

Los  principales  transportadores  que  participan  en  la  captaci6n  del  Cu  son

hcTRl  y DMT1. hcTRl es una proteina (190 aa) con tres dominios transmembrana

de  la familia  CTRs  (CTR1,  2  y  3)  (Sharp  2003).  Su  expresi6n  es  ubicua  y de  alta

afinidad  por el Cu. Al sobre-expresar hcTRl  en c6lulas  HEK293  (Kin  1,71±0,39  LIM)

se  determin6 que el transporte  de Cu  es  independiente  de  energia  (inhibidores  de

ATP)  y  estimulado  a  pH  acido  (5.5-6.5)  y  a  altas  concentraciones  de  potasio  (K+)

(Lee  y  col.,  2002).  La  distribuci6n  de  hcTRl   es  dinamica.   De  esta  forma  altos

niveles  de  Cu  inducen  la  endocitosis  de  hcTRl   desde  la  membrana  plasmatica

hacia  las  vesiculas,  disminuyendo  la  incorporaci6n  de  Cu  en  exceso  (Lutsenko,

2010).   Por  su   parte,   el  transportador  DMT1,   puede   incorporar  Cu   en   la   c6lula

(Gunshin y col.,1997;   Andrews,1999; Arredondo y col.t 2003).  La incorporaci6n de

Cu por hcTRl  necesita de reductasas (de la membrana plasmatica o en el medio)

que cambien el estado de oxidaci6n del Cu,  que predominantemente se encuentra

como Cu+2 a nivel extracelular.  En mamiferos,  las proteinas Steap (Ohgami, 2006) y

APP (Ruiz y col.,1999) cumplen esta funci6n previa a la incorporaci6n.

Al  interior de  la  c6lula,  el  Cu  es distribuido  a varias  cupro-enzimas  a trav6s

de sus respectivas chaperonas.  Por ejemplo la chaperona CCS de la SODI  Cu/Zn,

ademas  de  transportar y  entregar  el  Cu  coordinado  en  sus  residuos  de  cisteina,

participa en  la  activaci6n  de  la  SOD1  (Culotta y col.,1997;  Casareno  y col.,1998).

Por   el   contrario,   se   han   reportado   modelos   (como   en   C.   e/egans/   donde   la

activaci6n  de  la  SODl  es  independiente  de  la  CCS  (Jensen  &  Culotta,  2005).  Por

otro  lado,   la  chaperona  Coxl7  interacttla  proteina-protefna  con  la  Citocromo  C

oxidasa  (Glerum y col.,1996) y la HAHl  distribuyendo el  Cu a  las ATpasas tipo  P:

ATP7A  y   a   (Hung  y  col.,   1998;   Hamza  y  col.,   1999).  Todas  estas  chaperonas
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poseen dominios altamente conservados mediante los cuales coordinan la uni6n de

atomos de Cu (Huffman & O'Halloran, 2001).

Las ATpasas ATP7A y ATP7B cuya expresi6n es tejido especifico,  poseen

varios  tipos  de  mutaciones,  tales  como;  inserciones,  deleciones,  SNPs,  etc,  que

impiden  su  correcto funcionamiento en  la excreci6n  celular de  Cu  y son  causantes

ademas  de  la  enfermedad  de  Menkes  y  Wilson  (Yuan  y  col.,  1995).  La  ATpasa

ATP7A se expresa en la cara basolateral de los enterocitos y su mal funcionamiento

impide  la  absorci6n  de  Cu  a  nivel  intestinal,  generando  problemas en  el  desarrollo

fetal  y  disminuyendo  la  esperanza  de  vida  (Vulpe  y  col.,   1993).  El  transportador

ATP7B   se   expresa   en   el   higado   y   su   mal   funcionamiento   (mutaci6n   Q463N;

poblaci6n  caucasica,  Europa del este)  provoca acumulaci6n  citoplasmatica del  Cu,

imposibilitando su excreci6n a traves de la red trans-Golgi  (Ferenci,  2006;  Lutsenko

y col.,  2007).

Finalmente,   existe   un  grupo  de   proteinas   llamadas   metalotioneinas   que

participan directamente en la uni6n de Cu intracelular disminuyendo el Cu libre.  Las

metalotioneinas son proteinas de bajo peso molecular (5-7 KDa)  ricas en cisteinas,

que pueden unir atomos de Zn y/o Cu u otro metal en exceso (Tapiero y Tew, 2003;

Tapia  y  col.,   2004)   y   participan  en   la  detoxificaci6n   celular  por  metales.   Estas

proteinas poseen  elementos en cis de  respuesta a  metales  (MRE)  en  sus  regiones

promotoras y en el modelo murino para la enfermedad de Wilson,  caracterizado por

una acumulaci6n de Cu en  el higado,  se ha observado su inducci6n  (Huster y col.,

2007). Al igual que las metalotioneinas,  el glutati6n es un tripeptido que une atomos

de   Cu   (Freedman   y   col.,    1989)   y   en   conjunto   ambas   proteinas   impiden   la

acumulaci6n  de  Cu  no-acomplejado,  disminuyendo  la  concentraci6n  de  Cu  en  las

celulas (Rae y col.,1999).



F`egulaci6n transcripcional de genes asociados a la homeostasis de] cobre

Las    proteinas    que    participan    en    la    homeostasis    del    Cu,    como    los

transportadores   encargados   del   influjo   y   eflujo   del   metal,   son   regulados   por

mecanismos   post-transcripcionales   como   la   relocalizaci6n   celular,   degradaci6n

proteosomal,  etc  (Petris  y  col.,  2003;  Van  den  Berghe  y  col„  2010).  Sin  embargo,

tambien hay ejemplos de regulaci6n transcripcional para algunos de estos genes.  El

mss  estudiado  es  la  regulaci6n  de  la  metalotioneina  (MT).   Esta  proteina  puede

responder  a  una  variada  gama  de  estimulos,  ya  sea  detoxificaci6n  de  metales

pesados   (Cd,   Ag,   Se,   Cu),   hipoxia,   inflamaci6n,   esttes   oxidativo,   factores   de

crecimiento  (Dalton  y  col.,   1996;  lnoue  y  col.,  2009;  Murphy  y  col.,1999,  lmbra  &

Karin,1987) entre otros.

Desde  los  insectos  a  los  mamiferos,  la  detoxificaci6n  de  metales  pesados

esta  regulada  por  el  factor  de  transcripci6n  regulado  por  metales  (MTF-1).  Este

factor de transcripci6n se une a los elementos de respuesta a metales (MREs) en el

promotor de MT,  siendo suficiente y necesario  para  inducir la expresi6n del  mismo

gen  (Stuart y col.,1985; Westin  &  Schaffner,1988).  Los  MREs son  secuencias  de

consenso  (5`-TGCRCNC,  donde  R=  A  o  G  y  N=  A,  T,   C  o  G)  ubicadas  en  el

promotor  y  que  actdan  como  elementos  cis-reguladores.   Spl   es  otro  factor  de

transcripci6n que comparte con MTF-1  dominios estructurales tipo "dedos de zinc" y

esta  ligado  a  la  respuesta  transcripcional  del  transportador  hctrl  en  exposici6n  a

Cu (Song y col.,  2008).



Metabolismo celular del colesterol

El   colesterol   es   un   llpido   constituyente   de   las   membranas   celulares,

precursor   de   mol6culas   de   importancia   biol6gica   tales   como   sales   biliares   y

hormonas  esteroidales.  Dada su  importancia,  los  organismos  pueden  sintetizarlo  o

adquirirlo  mediante  la  dieta.  En  humanos  su  absorci6n  ocurre  a  nivel  intestinal  y

esta mediada  por el transportador   tipo  1  de   Niemann-Pick C1  (NPCIL1)  (Altmann

y  col.,  2004),  en  donde  el  colesterol  endocitado  es  acomplejado  junto  con  otros

lipidos  en  diferentes  lipoproteinas  (quilomicrones,  VLDL,  LDL y  HDL)  y enviado  via

sanguinea  a  los  tejidos.   Las  lipoproteinas  de  baja  densidad  (LDL:   Low  Density

Lipoproteins)    son    ricas    en    colesterol    y   'apoB-100    (apolipoproteina).    Estas

lipoproteinas  transportan  el  colesterol    al    tejido  hepatico  y  extra  hepatico,  donde

son  endocitadas  mediante  el  reconocimiento  de  apoB-100  por el  receptor  de  LDL

(rLDL) (Grummer & Carroll,1988) y luego el colesterol  pasa a formar parfe del pool

intracelular de colesterol.

El   colesterol   cumple  funciones   importantes   como   precursor  o   mol6cula

estructural   de   las   membranas   biol6gicas.   Adicionalmente   en   mamiferos   existe

sintesis end6gena a  partir de Acetil-CoA.  En  una  primera etapa,  tres  mol6culas de

Acetil-CoA se condensan  para la formaci6n  de mevalonato.  Este  paso es  realizado

por  tres  enzimas:  tiolasa,   HMG-CoA  sintasa  y  HMG-CoA  reductasa.   Este  t]l{imo

paso   puede   ser  inhibido   por  analogos  estructurares   del   mevalonato   como   las

estatinas.   Luego   el   mevalonato   es   convertido   en   isoprenos   activos,   donde   la

polimerizaci6n de seis unidades da lugar a  una  molecula  lineal  de treinta  carbonos

(escualeno).   Finalmente,  el  escualeno  es  ciclado  formando  los  cuatro  anillos  del

ndcleo esteroidal,  ademas de otras modificaciones (Clayton,1998).



Regulaci6n transcripcional de genes asociados al metabolismo de lipidos

En  terminos  celulares,  la  acumulaci6n  de  colesterol  depende  tanto  de  la

biosintesis  como  de  la  absorci6n  intestinal.  Ambos  procesos  poseen  mecanismos

de regulaci6n transcripcional y post-transcripcional, evitando el exceso de colesterol

intracelular  (Goldstein  &  Brown,   1990).  Las  modificaciones  post-transcripcionales,

principalmente   las   fosforilaciones   son   inducidas   por   las   hormonas   insulina   y

glucag6n.    Asi,     estas    hormonas    inducen    la    activaci6n    (desfosforilaci6n)    e

inactivaci6n   (fosforilaci6n)   de   la   enzima   HMG-CoA   reductasa,   favoreciendo   o

inhibiendo la biosintesis, respectivamente (Beg y col.,1978).

Ademas,  la  biosintesis del colesterol esta regulada transcripcionalmente por

proteinas de  uni6n a elementos regulatorios esteroidales (SREBP;  sterol regulatory

elements  binding  proteins).  Los  elementos  regulatorios  esteroidales  (SRE;  sterol

regulatory elements),  Son  secuencias  consenso  (5`-CACCMNAC-3`  donde  M=  G  o

C y N= C o T) en el promotor de genes asociados al metabolismo de lipidos  y estos

son trans-activados por los SREBPs.  Las modificaciones post-traduccionales de los

SREBPs  estan  reguladas  por los  niveles  de  colesterol  end6geno  (Horton,  2002)  e

insulina  (Azzout-Marniche y col,,  2000).  De esta forma,  la disminuci6n de co[esterol

a nivel celular,  induce la  migraci6n de esta proteina de membrana desde el reticulo

al  Golgi  y  posteriormente  su  procesamiento  proteolitico  liberando  el  dominio  de

uni6n   a   ADN,   translocandose   al   ndcleo   y   activando   la   expresi6n   de   genes

vinculados   a   la   biosintesis   de   colesterol   y   lipidos.   Sin   embargo,   existen   otros

factores de transcripci6n que tambien  participan en  la  regulaci6n transcripcional  de

los genes lipidicos como PPAR alfa y gama,  LXR y RXR (Andrew y col., 2004).



Interacci6n del cobre y la expresi6n de genes del metabolismo del colesterol

EI  Cu  induce  la  respuesta transcripcional de varios genes vinculados  con  la

inflamaci6n,    estfes   oxidativo,    homeostasis   de    metales   pesados,    entre   otros

procesos  (Dalton  y  col.,1996;  Inoue  y  col„  2009;  Murphy  y  col.,1999,  lmbra  &

Karin,   1987).  En  particular,  en  el  modelo  murino  para  la  enfermedad  de  Wilson,

ratones  KO para el gen ATP7B se caracterizan por la acumulaci6n de Cu hepatico,

exhibiendo   una   inducci6n   selectiva   de   genes   vinculados   a   mecanismos   de

regulaci6n  del  ciclo  celular y  en  los  hepatocitos  provenientes  de  estos  ratones  se

observa  una  disminuci6n  de  la  expresi6n  de  genes  vinculados  a  la  biosintesis  del

colesterol   (Huster   y   col.,   2007).    Estos   cambios   transcripcionales   poseen   un

correlato  fisiol6gico,  ya  que  la  concentraci6n  total  de  colesterol  disminuye  en  un

30%  (Huster y  col.,  2007).  Por otro  lado,  en  macr6fagos  humanos  diferenciados  a

partir de  monocitos,  se  observan  aumentos  en  la  expresi6n  g6nica  de  los  mismos

genes en  concentraciones  bajas de  Cu  (0,2  uM)  (Svensson  y  col.,  2003).  Hasta  el

momento no se conoce con claridad el mecanismo celular que vincula al  Cu con el

colesterol  y  al  parecer  los  cambios  de  expresi6n  de  los  genes  colesterogenicos

inducidos  por  el  Cu  son  dependientes  del  tipo  celular  como  en  el  caso  de  los

hepatocitos ATP7B ko o los macr6fagos expuestos a Cu.

Por lo tanto,  parece interesante estudiar el efecto de la sobrecarga inducida

por    suplementaci6n    en    lineas    celulares    que    participen    de    forma    directa

(hepatocitos)  e  indirecta  (linfocitos  y  monocitos)  en  la  mantenci6n  de  los  niveles

fisiol6gicos   del   Cu   y   comparar   la   respuesta   transcripcional   en   ambas   lineas

celulares en condiciones suprafisiol6gicas.



Hip6tesis

El  aumento  en  la  disponibilidad  de  cobre  extracelular modifica el  patr6n  de

expresi6n  de  transcritos  que  codifican   proteinas  asociadas  al   metabolismo  del

colesterol y a la homeostasis de cobre en c6lulas humanas.

Objetivo general

Evaluar  los  cambios  en  el   patr6n   de   abundancia   relativa  de  transcritos

asociados   al   metabolismo   del   colesterol   y   del   Cu   en   lineas   c6lulas   humanas

vinculadas   directa   (hepatocitos)   e   indirectamente   (linfocitos   y   monocitos)   en   la

homeostasis del metal, expuestas a concentraciones fisiol6gicas y supra fisiol6gicas

de Cu.

Objetivos especificos

A.-  Cuantificar el  contenido  intracelular de  Cu  en  lineas  celu]ares  Jurkat,  THP-1  y

HepG2.

a.- Determinar el efecto del tratamiento con Cu sobre la viabilidad celular.

C.- Evaluar los cambios transcripcionales de los genes asociados al metabolismo

de Cu y del colesterol.



IVIATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1         Lineas celulares

En  este  trabajo  se  utilizaron  tres  lineas  celulares  humanas:  1)  Linea  celular

de   linfocitos   (Jurkat,   ATCC®   Number:   TIB-152TM);   2)   monocitos   (THP-1,   ATCC®

Number: TIB-202TM) y 3) hepatocitos (HepG2, ATCC® Number: HB-8065").

1.2        Par[idores

La  amplificaci6n  por qpcR  de  las  secuencias  de  intefes  fue  realizada  con

partidores  disefiados   uti[izando  el   programa   Perlprimer  vl.1.19   (Premier  Biosoft

International)  y  sintetizados  por Alpha  DNA  (Quebec,  Canada)  e  Integrated  DNA

Technology  (Coralville,  U.S.).  Las  parejas  de  partidores  poseen  temperaturas  de

melting  (Tin)  que  difieren  en  menos  de  1°  C,  no  forman  dimeros  de  partidores  ni

auto-complemento  de  bases  segun  las  predicciones del  programa.  Se  sintetizaron

genes  vinculados  al  metabolismo  del  colesterol,  lipidos  y  homeostasis  del  cobre.

Los partidores y su gen correspondiente se detallan en la tabla I.

Tabla 1 :

Partidores utilizados en este trabajo.

Gen
Acceso

NCBI

Tamaf!o

Partidor sentido (5'+3')                  Partidor antisentido (5'+3')          Amplicon

(bp)

FASIV        NM_004104    CTAcllTGTGGTCITCTCCTC                 TITCTCACAGAl-ACGCTCC                    99

PPARy     NM_138711     CAACAGACAAATCACCAITCGT               CCACCTcllTGCTCTGCT                     110



ill

I/MGcs7        NM_002130

HMGcf?          NM_000859

FOF77             NM_004462

LDLf?                NM_000527

CTR7                NM_001859

SREBP-1        NM_C104176

SREBP-2       NM_004599

M72A               NM  005953

COS                  NM   005125

SOD                 NM_000454

A rfi7A            NM_000052

fipLPO           NM_005125.1

CACATCTTCAGTATATGGTTCCCT     AAACACTCCAAITCTCTTCCCT

GAGCMTAGGTCTTGGTGG

CTCAAGAGGllTGGAGCAG

GCAACATCTACTGGACCGA

TCAATACAGCTGGAGAAATGG

TCTGACACGCTTCTTCCT

CTTCTGCCATTGCGAGAG

GCTCCCAGATGl-AAAGAACG

CAAATGCCTCclllATCACTG

CTGAGTCTCGAAAGGTAGGT

TNCP:ITGAAIGC;CA:ITGAAI)AIGciA

GGCATGGAATTGTAGCGA

c;cp:r[or:NciGpjvr3AAAirx5r3

NCNrHNr3cNr3rlrrcNf}Nrrr3

84

155

147

138

121

131

102

AANceAA:IT A:IT NBRAAAIo®GITCNr3          ico

GAATCACTTTAACCCTGATGGAG       ACATCCCACACCTTCAGC

GTCCTCACTTl.AATCCTCTATCCA      AGTCTCCAACATGCCTCTC

GCTCATAAGGl-AAAGGTAGTGG         TGTTACTTTCAGCAGITCCC

GGCGACCTGGAAGTCCAACT               CCATCAGCACCACAGCCTTC

2.  IVIETODOS

2.1. Cultivo celular

2.1.1. Ivlanejo de lineas celulares en cultivo

Todas   las   lineas   celulares   utilizadas   fueron   mantenidas   en   similares

condiciones  de  cultivo,  en  un  incubador  a  temperatura  (37°C)  y  presi6n  de  C02

(5%)  constante.  Para  las  lfneas  celulares Jurkat,  THP-1  y  HepG2 se  utilizaron  sus

respectivos media de cultivo (RPMl: Jurkat y THP-1  y MEM:  HepG2), suplementado

con   10%  de  suero  fetal  bovino  (SFB)  y  los  antibi6ticos   penicilina   (100   U/ml)  y

estreptomicina (100 I.g/ml) al 1%,  utilizando   placas de Petri de 96 mm o en frascos

T25 (Gonzalez y col.,1999).

2.1.2. Extracci6n de c6lulas mononucleares de sangre periferica (PBMNCs)

Para  los  cultivos  primarios,  las  PBMNCs  se  extraj.eron  desde  sangre  de

pacientes hombres entre  18-35 afros,  sin suplementaci6n vitaminica.  Se obtuvieron
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a partir de sedimentaci6n en gradientes de Ficoll-Histopaque (Sigma Diagnostic,  St.

Louis,  MO)  (Mufioz  y  col.,  2005).  Brevemente,  25  ml  de  sangre  heparinizada  fue

diluida  1:1  en  PBS.  Luego  se  deposit6  suavemente  sobre  10  ml  de  Histopaque®

1077 dejando una fase inferior de ficoll y superior de sangre.  Se centrifug6 a 12.000

g por 30 min y se rescat6 la interfase con los PBMNCs.  El volumen obtenido se lav6

con  PBS  (1:1),  centrifugando  a  12.000  g  por 8  min  y  se  elimin6  el  sobrenadante.

Luego,  se resuspendi6 en  1  ml de medio RPMI  suplementado con   antibi6ticos 3 %

(estreptomicina/penicilina).

2.1.3.  Cultivo de monocitos derivados de PBMNCs.

Debido al bajo ndmero de monocitos presenten en la poblaci6n de PBMNCs

y  para  realizar  los  tratamientos  con  Cu,  se juntaron  varios  pools  de  PBMNCs  de

varios  pacientes  (n=8)  y  se  sembraron  en  placas  en  medio  RPMl,  suplementado

con  10 % SFB y 3 % de antibi6ticos.  Luego de 24 h se separaron los monocitos del

resto de PBMNCs,  retirando el medio y lavando dos veces con  PBS.  Finalmente,  a

los monocitos adheridos a la  placa de cultivo se les  agreg6 medio de cultivo fresco

y   posterior  tratamiento   con   los   complejos   Cu-His   en   los   diferentes  tiempos   y

concentraciones que se vefan mss adelante.
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2.1.4. Congelamiento de las lineas celulares.

Todas las lineas celulares fueron almacenadas en alfcuotas aproximadas de

lxl06celulas congeladas en medio RPMl o MEM suplementado con  10% de SFB   y

10 % de DMSO en criotubos   de 1,8 ml a -80° C.

2.1.5. Tratamientos con Cu-His

En el  medio de  cultivo estandar utilizado  (descrito  en 2.1.1)  la concentraci6n

de  Cu fue  de 0,44  uM  (Tapia y col.,  2003).  Para  los tratamientos  con  Cu,  el  metal

fue suplementado como complejo Cu-His (raz6n  1:10) a diferentes concentraciones

(2 y 20  uM)  y tiempos  (2,  6.  12,  24 y 48 h).  Para  la  linea celular hepatica  (HepG2)

se  realizaron  tratamientos  con  100  uM  de  Cu-His,  debido  a  que esta  linea  celular

puede  soportar una  mayor carga  del  metal,  sin  afectar su  viabilidad  (Aston  y  col.,

2000).   Esta  cualidad  no  es  compartida  par  las  lineas  mononucleares,  donde  el

rango de concentraci6n utilizado es menor segtln literatura (Crutchley y col„  1995) y

par lo tanto solo se us6 2 y 20 ijM.

EI    diseFio    experimental    contempl6    tiempos    de    cultivos    post-siembra

constantes.  Las  celulas fueron  sembradas al  mismo tiempo,  luego  se aplicaron  los

tratamientos de forma regresiva como se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Esquema de ]os tratamientos con Cu-His.
El esquema en A,  representa la estrategia experimental utilizada en este trabajo,  indicando
los tiempos de exposicidn  de las celulas Jurkat,  THP-1  y  HepG2  en  sus  respectivos  medio
de cultivo suplementadas con 2,  20 y 100 HM de Cu-His a diferentes tiempos de exposici6n
(gris).   Desde   los   tratamientos   se   tomaron   alicuotas   que   fueron   utilizadas   para   medir
contenido  intracelular  de  Cu,  protelnas  y  RNA.   Para  la  determinaci6n  de  la  abundancia
relativa  de  los  transcritos  se  realizaron  los  pasos  descritos  en  a.  Para  cada  uno  de  los
tratamientos, el tiempo total de cultivo se mantuvo constante.

Las c6lulas fueron colectadas al finalizar el tiempo de cultivo con desfase de

30  min.  Finalizada  la  exposici6n  al  metal,  las  c6lulas  fueron  centrifugadas  a  2500

rpm  por  3  min  y  el  pellet  se  resuspendi6  en  500  Ill  EDTA-PBS  1  mM.  En  tanto,

para   celulas   adherentes   como   HepG2   se   sembraron       6xl04   celulas   y   los

tratamientos  fueron  aplicados  en  80  %  de  confluencia,  luego  se  sigui6  el  mismo

disefio experimental.  La remoci6n de las celulas se realiz6 mediante un tratamiento

con tripsina-EDTA 1  mM  a 37° C por 3 a 5 min,  previo a dos lavados con  PBS.  Las

c6lulas fueron centrifugadas a 2500 rpm par 3 min y el pellet se resuspendi6 en 500

LIL de EDTA-PBS  lmM.

Para   todos   los   tratamientos   y   tipos   celulares,   se   separaron   alicuotas

destinadas  a  la  cuantificaci6n  de  metales,  protefnas  y  RNA.  Una  vez  obtenido  el

pellet celular,  este se resuspendi6 en EDTA-PBS  1  mM,  de los cuales se separaron

dos alicuotas,  una para medici6n de metales y RNA.  La  alicuota destinada a medir

metales  se  lav6  dos  veces  con  EDTA-PBS  1  mM  y finalmente  se  resuspendi6  en
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200  LIL  de  PBS  de  los  cuales  se  separaron  25  LiL  para  cuantificar  proteinas.  La

alicuota  destinada  a  la  extracci6n  de  RNA  se  centrifuga  2500  rpm  por 5  min  y se

resuspendi6 en 1 mL de Tri-reagen (Ambion).

2.2. Determinaci6n de parametros celulares.

2.2.1. Cuantificaci6n del contenido intracelular de cobre.

Las    c6lulas    tratadas    fueron    recuperadas    mediante    centrifugaci6n    o

tripsinizaci6n  y  lavadas  en  PBS  como  se  indica  en  la  secci6n  2.1.2.  Las  alicuotas

fueron  centrifugadas  a  2.500  rpm  por 5  min.  El  pellet  de  celulas fue  resuspendido

en  100  LIl  de  agua  desionizada  bidestilada  y  acido  nitrico  (75  %  v/v)  (1:1)  y  luego

incubadas  a  650  C  durante  16  h  para  completar  la  lisis  acida  (Gonzalez  y  col.,

1999).   El  contenido  intracelular  de  Cu  fue  cuantificado  en  un  espectr6metro  de

absorci6n  at6mica   (AAS)   con  horno  de  grafito   (SIMMA  6100,   Perkin   Elmer).   EI

contenido  del  metal  se  determin6  por  interpolaci6n  desde  curvas  de  calibraci6n

generadas  a  partir de soluciones estandar de Cu  (1000 ug/mL,  J.T Baker) y fueron

corregidos por la concentraci6n de proteina§ de cada alicuota.

2.2.2. Cuantificaci6n de proteinas.

La   cuantificaci6n   de   protefnas   se   realiz6   con   el   reactivo   de   Bradford

(BioRad).   Desde   la   alicuota   de   metales,   se   separaron   25   ijL   para   cuantificar

proteinas.  Las muestras de proteinas se diluyeron en 800 LiL de agua destilada y se

les  agreg6  200  uL  de  reactivo  de  Bradford  (raz6n  4:1).  Junto  a  cada  grupo  de

proteinas  se  ley6  una  curva  estandar que  contiene  concentraciones  conocidas  de

albi]mina  de  suero  de  bovino   (BSA  0-12   ug/ml)   en  la   misma  raz6n   (4:1)   agua
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destilada-Bradford.  La  cuantificaci6n  se  realiz6  en  un  espectrofot6metro  (Biowave

DNA  WPA)  midiendo  a  una  longitud  de  onda  de  595  nm.  La  concentraci6n  de

proteinas  fue  interpolada  desde  la  curva  estandar  generada  con  BSA  (Bradford,

1978).

2.2.3. Cuantificaci6n de la viabilidad celular.

El analisis de viabilidad celular se realiz6 en celulas expuestas a Cu bajo las

condiciones  sefialadas  en  la  secci6n  2.1.4,  en  placas  de  6  pocillos  a  trav6s  de  la

cuantificaci6n    de    un    marcador    de    la    actividad    mitocondrial;     MTT    3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl    tetrazolium    bromide    (Mosmann    y    col.,1983).

Luego  de  los tratamientos  con  Cu  las  lineas  celulares fueron  lavadas  una vez con

PBS e incubadas en medio de cultivo fresco (RPMl a MEM dependiendo de la linea

celular)  con  Mll- (5  mg/ml)   durante 45 min  a 37°  C.  Luego se  retir6 el  medic y se

detuvo la reacci6n con  isopropanol 70 % v/v y HCI 0,04  M.  dejandolo  15  min a  37°

C,   permitiendo   el   lisado   completo   de   las   celulas.   La   obtenci6n   del   formazan,

compuesto  producido  por  la  reducci6n  de  enzimas  mitocondriales  e  indicador  de

actividad   mitocondrial   y   viabilidad   fue   registrado   mediante   la   diferencia   en   la

absorci6n   a   630   nm   y   570   nm   en   un   lector  de   absorbancia   en   microplacas

ELx800TM  (Bio-Tek  Instrument,  VT,  USA).  Los valores  de viabilidad  obtenidos  en  el

ensayo  se  expresaron  como  porcentaje  respecto  a  los  valores  obtenidos  en  las

muestras controles.
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2.3. Procedimientos de biologia molecular.

Todos   los   procedimientos   de   biologia   molecular,   entre   los   cuales   se

encuentran  la electroforesis de  DNA,  extracci6n   de  RNA y sintesis de CDNA entre

otros se realizaron como se describe en Ausubel y col.,1999.

2.3.1. Electroforesis de DNA.

La  electroforesis  para  DNA  se  realiz6  en  geles  de  agarosa  al  3  %  p/v  en

buffer TAE  IX  ITris-Hcl 40  mM,  acido  ac6tico 20  mM  ,  EDTA  1  mM)  mientras que

las  electroforesis  para  RNA se  realizaron  en  geles denaturantes de agarosa  al  1,5

%  p/v (MOPS  10X, formaldehido al 37  % v/v,  formamida desionizada  lx) en  buffer

MOPS IX.  Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio al 0,1  % v/v y las bandas

fueron  observadas  en  un  trans-i[uminador de  luz  ultravioleta  (Vilber  Lourmat).  Los

geles fueron posteriormente fotografiados con a una camara Kodak Dc 290 para su

registro y posterior analisis.

2.3.2. Extracci6n de RNA total.

EI RNA total fue extraido desde las c6lulas tratadas y controles  (ver secci6n

2.1.3.)   homogeneizadas  en  Tri-Reagent®  (Ambion)   por  contacto  mecanico  con

jeringas   para   insulina  de   1   ml   (BD   Plastipack®).   0,2  voldmenes  de   cloroformo

fueron  a  agregados  a  esta  mezcla,  someti6ndola  a  agitaci6n  y  centrifugaci6n  y

recuperando   el   RNA   en   la   fase   acuosa   superior,   el   que   posteriormente   fue

precipitado con isopropanol mediante centrifugaci6n.  El pellet precipitado fue lavado

con   etanol   75   %   v/v   (diluido   en   agua   libre   de   RNAsas)   y   precipitado   por

centrifugaci6n.  Finalmente, el RNA fue resuspendido en agua libre de nucleasas.
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2.3.3. Cuantificaci6n RNA total.

La  cuantificaci6n  del  RNA total  extraido,  se  determino  mediante  densidad

6ptica  en  un  espectrofot6metro  (Biowave  DNA WPA)  a 260  nm,  utilizando  cubetas

de  cuarzo.  Para  determinar la  pureza  del  RNA se  utilizo  la  raz6n  260  nm/280  nm.

La  integridad  del  RNA  fue  verificada  por  electroforesis  en  geles  denaturantes  de

agarosa,  mientras  que  la  calidad  de  la  extracci6n  se  evalu6  mediante  diferentes

metodos incluyendo pafametros espectrofotom6tricos,  que miden la raz6n entre las

absorbancias  medidas  a  longitudes de onda  de  260 y 240  nm  (que  representan  la

relaci6n entre acidos nucleicos y fenoles) y la raz6n entre las absorbancias medidas

a  longitudes  de  onda  de  260  y  280  nm  (que  representan  la  relaci6n  entre  acidos

nucleidos y proteinas en la muestra).

2.3.4. Digesti6n con DNAsa

En  el  proceso  de  extracci6n  el  RNA  puede  ser co-extraido  con  DNA.  Para

evitar la  amplificaci6n de secuencias inespecificas de  DNA gen6mico  por qpcR se

realizaron  digestiones  con  DNAsa.  Se  utilizaron  200U  de  DNAsa  I  (Turbo  DNAsa-

free,  Ambion)  con  su  respectivo  buffer  y  adicionalmente  se  utilizaron  40U  de  un

inhibidor de RNAsa (RNAsin,  Promega).  La reacci6n se realiz6 por 20 min a 37° C.

2.3.5. Sintesis de cDNAs.

La  sintesis  del  CDNA  de  hebra  simple  se  realiz6  usando  como  templado

RNA total  (1,5  ug).  EI  RNA se  incub6  con  0,5  Hg  de  partidor oligo  dT  (Promega),

durante  5  min  a  70°  C  para  deshacer  las  estructuras  secundarias  del  RNA  y  asi

permitir el  alineamiento con  el  partidor.  Ademas,  200  U  de  la  enzima transcriptasa

reversa  M-MLV  (Promega)  y  12,5  uM  de  dNTP  (Promega)  se  incluyeron  en  esta
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reacci6n  y  se  incub6  a  42°  C  durante  90  min  para  posteriormente  proceder  a

inactivar la enzima a 70° C por 15 min.  Finalmente, el CDNA fue guardado a -20° C,

hasta el momento de su utilizaci6n.

2.4.  PCR Cuantitativo en tiempo real (q-RT PCR).

Para la cuantificaci6n de la abundancia relativa de los transcritos analizados

mediante  PCR cuantitativo en tiempo  real,  se  utiliz6 el  kit  Platinum® SYBR® Green

qpcR  SuperMix-UDG.  Cada  reacci6n  de  amplificaci6n  se  realiz6  en  capilares  de

vidrio  (20  uL)  utilizando  12  ng de CDNA,  2,5  uM  de cada  partidor,  3 mM de Mgc12 y

7,5  lil de SYBR  Green  mix en  15  uL de  reacci6n.  Las  reacciones  de  PCR fueron

realizadas  en  el  termociclador  Light  Cycler  Instrument  (Roche)  y  el  programa  de

amplificaci6n   se   disefi6   utilizando   el   software   Light   Cyc[er  v.3.5   (Roche).   Este

programa  consta  de  una  fase  de  activaci6n  (A),  amplificaci6n  (8),  "melting"  (C)  y

enfriamiento   (D).   La  eficiencia  de   los  partidores  fue  calculada   con  el  software

LinregpcR  y  la  expresi6n  relativa  de  los  transcritos  se  calcul6  segtln  la  ecuaci6n

(Ec. 4).

(4) expTesion Telativa  = CEfHK)(Ctl]K)

(Efx)(Ctx)

Donde,  (E/HK)  y  (E/x),  corresponden a las eficiencias del gen  normalizador o

Housekeeping  y del  gen  de intefes,  respectivamente y los  valores de  (C/HK)  y  (Cfx)

corresponden a los ciclos umbrales del normalizador y del gen de intefes.  El detalle

del programa de qpcR se describe en la figura 2.
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FigLira 2. Esquema del programa utilizado para qpcR.
Fase  de  activaci6n  (A)  a  50°  C  durante  120  s,   luego  95°  C  par  120  s,   y  una  fase  de
amplificaci6n  (a):   40 ciclos de amplifjcaci6n;  15 s a 60°  C,  luego  15 s a 720 C y 5  s a 95° C.
Finalmente, la fase "melting" (C) con 5 s a 600 C y luego un incremento de 0,1° C/s hasta los
95°  C  y  luego  de  enfriamiento  desde  los  95°  C  hasta  40°  C  con   15°  C/s.   La  fase  de
activaci6n  evita el  funcionamiento de la  polimerasa hasta los 950;  la fase de  melting  mide la
fluorescencia   a   medida   que   sube   la   temperatura   y   es   utilizada   para   determinar   la
especificidad de la amplificaci6n.

2.5.  Estadistica.

E[ analisis estadistico fue realizado utilizando el software Graphpad  Prism 4

(Graphpad,  San  Diego,  CA).  Se  utiliz6  el test de analisis  de varianza  (ANOVA)  de

dos  colas  y  un  nivel  de  significancia  de  0.05,  para  probar  diferencias  entre  los

grupos y luego se utiliz6 el test a posteriori de tukey.  Los analisis se realizaron con

un ndmero muestral mayor o igual a tres,  para todos los experimentos.



RESULTADOS

En   la   literatura   reciente   existen   algunos   ejemplos   del   vinculo   entre   la

homeostasis  de  Cu  y  el  metabolismo  de  lipidos,  en  particular,  del  colesterol.  Aun

cuando esta asociaci6n esta descrita,  no se conocen los  mecanismos moleculares

que  sustentan  este  vinculo.  Adicionalmente  estos  cambios  son  dependientes  del

tipo   celular,   ya   que   se   han   observado   cambios  transcripcionales   diferenciales

dependientes  de  Cu  entre  c6lulas  hepaticas  y  celulas  del  sistema  inmune.   Sin

embargo,  las  respuestas  diferenciales  no  son  comparables,  ya  que  se  tratan  de

hepatocitos  de  un  modelo  de  rat6n  para  la  enfermedad  de  Wilson  y  macr6fagos

humanos diferenciados a partir de monocitos.

Sin  reparar en  estas  diferencias,  fue  interesante  abordar  la  pregunta  de  la

respuesta transcripcional  bajo  un  mismo  estimulo,  pero  en  dos tipos  celulares  que

participan de forma directa e indirecta en la homeostasis del metal. Con el objeto de

validar  esta  observaci6n  en  lineas  celulares  humanas,  se  realizaron  cultivos  con

lineas  celulares  de  hepatocitos  (HepG2),  linfocitos  (Jurkat)  y  monocitos  (THP-1).

Estas    lineas    fueron    sometidas    a    distintas    concentraciones    de    Cu;     una

concentraci6n  sub-fisiol6gica  (2  LiM),  fisiol6gica  plasmatica  (20  LIM)  y  una  supra-

fisiol6gica  (100  LjM).  Estos tratamientos fueron  realizados  bajo distintos tiempos de

exposici6n  permitiendo  diferenciar cambios transcripcionales tempranos  (2 y 6  hrs)

o  tardias  (12,  24,  48  y  72  h).  De  esta  forma  se  pretendia  estudiar  cambios  en  la

expresi6n g6nica  inducidos por el aumento intracelular de Cu.

Adicionalmente se realizaron ensayos de carga y de parametros fisiol6gicos

como   la   viabilidad   celular  mediante   MIT.   El   primero   confirma   los  tratamientos

suministrados  a  las c6lulas y el  otro permite determinar el  impacto  en  la sobrevida

de  los  tratamientos  de  Cu.   Luego  de  la  exposici6n  a  Cu-His  de  las  c6lulas,  se

realizaron separaciones de alicuotas destinadas a los pafametros ya mencionados.
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3. Medici6n de viabilidad celular y contenido intracelular de cobre en Jurkat,
THP-1  y HepG2

3.1. Viabilidad celular en Jurkat, THP-1 y HepG2 expuesta a concentraciones
sub, iso y supra-fisiol6gico de Cu-His.

Los  tratamientos  con  metales  pesados  son  agresivos  para  cualquier  tipo

celular.  Para determinar el grado de letalidad  de  nuestros tratamientos,  realizamos

estudios de viabilidad celular.

La  viabilidad  de  estas  c6lulas  expuestas  a  Cu-His  fue  cuantificada  mediante

ensayos  de  reducci6n  de  MIT.  Los  valores  de  reducci6n  fueron  expresados  en

porcentaje de actividad,  siendo el  100 %  la  actividad de reducci6n de MIT medida

en las celulas no expuestas a Cu-His para cada linea celular.

En general,  los tratamientos con Cu-His no afectaron  la viabilidad celular (figura

3),  reportando  disminuciones  en  la  sobrevida  de  las  c6lulas  menores  al  20%  para

todas  las  lineas  celulares  en todos  los tratamientos  utilizados.  Comparativamente,

las  c6lulas  mononucleares  son  mas  sensibles  a  los  tratamientos  con  Cu  que  los

hepatocitos.  Llegando a una disminuci6n maxima en la viabilidad del 22 % en Jurkat

sometido a 20 I.M  por 72  h. Aunque  los estudios de viabilidad  celular se  realizaron

a  tiempos  largos  (72  h),  el  analisis  de  la  expresi6n  genica  se  realiz6  a  tiempos

menores a 24 h de exposici6n.  La viabilidad de todas las lineas celulares disminuy6

en un  10 %,  para los tratamientos de 20 uM a las 24 h (Jurkat;  89 %,  THP-1 ;  98 %,

HepG2;  96 %), siendo menor  la disminuci6n de la viabilidad en c6lulas Jurkat. A las

24  h  con  un  tratamiento  cinco  veces  mayor  de  Cu  (100  uM),  Ia  disminuci6n  de  la

viabilidad  fue  solo  de  un  14  %  en  celulas  HepG2.  Con  estos  resultados  podemos

asegurar  que  los  tratamientos  con  Cu  y  los  tiempos  de  exposici6n  no  afectan  la
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viabilidad  celular en  ninguna  de  las tres  lineas  celulares,  generando  solo  una  leve

disminuci6n en la sobrevida celular.

Por otra parte, a tiempos mayores a 24 h de exposici6n de tratamientos con

Cu  se  observ6  que  la  linea  celular Jurkat fue  ma§  sensible  que  los  monocitos.  Ya

que  la  viabilidad  en  monocitos  disminuy6  significativamente  en  el  segundo  ciclo

replicativo  (48 h aprox). A ese tiempo de exposici6n,  la viabilidad para tratamientos

con  2  y  20  LiM  de  Cu  en  Jurkat  se  asemeja  en  rango  (cercano  al  80  %)  a  los

tratamientos con 100 ijM de Cu en celulas HepG2.
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3.2. Contenido intracelular de cobre en c6lulas Jurkat, THP-1 y HepG2
expuestas a concentraciones sub, iso y supra-fisiol6gicas de Cu-His.

La oferta de Cu a nivel celular es variable y dependiente de la dieta. Aunque

a  nivel  celular el  Cu  se  necesita  en  concentraciones  trazas,  la  deficiencia  de  este

micronutriente estimula su incorporaci6n. Par otra parte el exceso en la oferta de Cu

regula mecanismos de relocalizaci6n y prote6lisis de los transportadores de Cu. Asi

los  mecanismos  de  entrada  y  salida  regulan  la  concentraci6n  intracelular  de  Cu

(Uauy y col.,1998).

Para  validar  nuestros  tratamientos  con  Cu  y  asegurar  una  concentraci6n

intracelular   mayor   a   la   basal,   cuantificamos   la   incorporaci6n   del   metal   en   los

distintos tipos celulares sometidos a varias concentraciones de Cu-His extracelular.

Se ha reportado que la concentraci6n plasmatica de cobre es de  15-20 uM (Linder y

col.,1998).  Aproximadamente  un  90  %  se  encuentra  unido  a  ceruloplasmina  (Cu-

Cp)  y el  10 %  restante esta  unido a albdmina o a algtln  aminoacido como glicina  o

histidina  (Cu-NoCp),  el  cual  es  considerado  como  la  fracci6n  disponible  para  la

uti]izaci6n  ce[ular.  Entonces,  en  condiciones  fisiol6gicas  el  Cu-NoCp  en  el  plasma

(de  1,5-2  HM)  es aproximadamente cinco veces mayor que  la  concentraci6n de Cu

en   el   medio  de   cultivo   utilizado   durante  este  estudio   (0,4   HM).   De  esta  forma

definimos  que  la  concentraci6n  sub-fisiol6gica  a  utilizar  y fue  de  2  uM  de  Cu-His,

mientras  que  la  concentraci6n fisiol6gica fue  de  20  uM  y finalmente  se  utiliz6  una

condici6n   de   exceso   o   supra-fisiol6gica   fue   de   100   uM   de   Cu-His   para   el

tratamiento  de  la  linea  celu]ares  hepatica.  Como  se  coment6  anteriormente  esta

dltima  concentraci6n  no  se  utiliz6  con  linfocitos  y  monocitos  debido  a  que  en  la

literatura se describen rangos menores para tratar a estas c6lulas (Svensson y col.,

2003).
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EI   analisis   del   contenido   intracelular  de   Cu   mediante  espectrometria  de

absorci6n at6mica mostro que la concentraci6n de Cu  aument6 en todas las lineas

celulares en funci6n del tiempo de exposici6n al metal.  Sin  embargo,  6ste aumento

fue  mss  acentuado  en  celulas  HepG2  que  en  Jurkat  y  THP-1  (Tabla  2).  Para  los

tratamientos  con  20  y  100  uM  de  Cu-His  se  observ6  un  aumento  progresivo de  la

concentraci6n intracelular de Cu en el tiempo (6, 24 y 48 h), sin alcanzar un nivel de

carga  maxima  a  las  48h  de  exposici6n.  Sin  embargo,  el  tratamiento  con  2  uM  de

Cu-His  logra  mantener  los   niveles  del  metal  entre  24  y  48   h,   generando  una

concentraci6n de carga estable y superior a la condici6n de partida.  Por otro lado,  la

concentraci6n   basal   de   Cu   intracelular   calculado   por  AAS   y   normalizado   por

concentraci6n de protelnas totales es mayor en hepatocitos que en mononucleares,

siendo 12 y 0,5 nmoles/mg de proteina, respectivamente. Ademas, el aumento en la

concentraci6n   intracelular  de  Cu   respecto  del   control   (tasa   de   cambio)   en   los

hepatocitos fue siempre menor que en Jurkat y THP-1  (ver tabla 2)

Tabla 2:

Tasa de cambio de la concentraci6n de Cu respecto del control.

Jurkat THP-1 HepG2

Tiempo(h'
2 uM             20  LIM 2 L,M                20 lJM 2uM         20|JM          100LIM

6 1.4                  4.6 1.5                      4.6 1.2                1.8                   2.6

24 2.5                 6.4 3.8                    6.4 1.1                  2.1                      2.9

48 2.8                 9.5 4.1                         7.1 1.7               2.3                   3.7

Esto   indicarla   un   mejor  manejo  de   los   mecanismos  de   incorporaci6n  y

excreci6n   de   Cu   en   celulas   HepG2,   comparadas   con   c6lulas  Jurkat  y  THP-1.

Observandose en estas dos dltimas lineas celulares Jurkat y THP-1  similares tasas

de cambio en los tratamientos de 2 y 20 uM a 6 y 24 h.  Finalmente se observ6 una
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mayor  capacidad  de  carga  en  c6Iulas  Jurkat  respecto  a  c6lulas  THP-1.  Donde  la

concentraci6n  maxima alcanzada fue de 4,7 nmoles de Cu/mg de proteina a las 48

h   de   exposici6n   para   el   tratamiento   de   20   uM   de   Cu-His.   Bajo   las   mismas

condiciones   THP-1    alcanz6    los    3,6    nmoles    de    Cu/mg    de    proteina,    como

concentraci6n   maxima.  Valores  menores  comparados  con   los  28,9   nmoles  de

Cu/mg de proteina de los hepatocitos bajo las mismas condiciones.  Siendo los 46,5

nmoles  de  Cu/mg  de  proteina,  Ia  concentraci6n  intracelular maxima  alcanzada  en

48 h a 100 uM de Cu-His en HepG2 (figura 4).
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Figura 4. Contenido intracelular de Cu.
En  A)  se  muestra  el  contenido  intracelular  de  cobre  para  la  llnea     linfocitaria  humana
(Jurkat).  En  8)  para  monocitos  humanos  (THP-1)  y  en  C)  hepatocitos  humanos  (HepG2).
Los   datos   fueron    normalizados    por   concentraci6n    de    proteinas   y   cuantificado    por
espectroscopia  de  absorci6n  at6mica  (AAS).  Los  resultados  se  grafican  como  promedio  ±
DS  y  la  diferencias  significativas  respecto  del  control  (P<0,05  * ANOVA  de  una  vla  y  test
post-hoe de Tukey) (n = 3).
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Estas  observaciones  muestras  las  diferencias  fisiol6gicas  entre  las  lineas

celulares  hepaticas  y  mononucleares  de  la  sangre  periferica.  Donde  las  c6lulas

HepG2  tienen  una  mayor  capacidad  de  carga  para  el  Cu  suministrado  que  las

celulas Jurkat y THP-1. Adema§,  Ios cambios en la concentraci6n intracelular de Cu

en  el  tiempo  son  menores  en  Jurkat  y  THP-1   que  las  c6lulas  HepG2.  Esto  nos

indicaria  que  los  hepatocitos  pueden  regular  mejor  los  mecanismos  de  excreci6n

celular  de  Cu,  al  poseer  una  mejor  adaptaci6n  al  exceso  de  Cu  que  linfocitos  y

monocitos.

4. Efecto de la exposici6n cobre sobre la expresi6n g6nica.

Una vez caracterizadas las  lineas celulares en terminos  de su  capacidad de

carga y viabilidad,  se estudi6 la respuesta transcripcional a  la exposici6n de Cu.  La

metodologia  utilizada  requeria del  cumplimiento  de  ciertos  controles  de  calidad  en

la extracci6n y digesti6n con DNAsal del RNA y posterior sintesis de CDNA

4.1  Determjnaci6n de calidad de RNA

Para realizar una correcta medici6n de la expresi6n de un gen, es necesario,

asegurar un RNA integro y una concentraci6n suficiente en donde los mRNAs esten

representados   respecto   al   pool   total   de   RNAs   (ribosomales,   transferencia   y

mensajeros) donde estos i]ltimos. son solo el  1% aproximado del RNA total extraido

(Lodish     y     col.,     2000).     La     cantidad     de     RNA     se     determin6     mediante

espectrofotometria  a 260  nm  y  la  calidad  del  RNA mediante  la  raz6n  260/280  nm,

dando  un  parametro  de  la  pureza  del  RNA  extraido.  La  calidad  y  cantidad  de  la

extracci6n,   donde   la   integridad   del   RNA   extraido   se   verifica   mediante   geles

denaturantes de agarosa al 1,5 % se ejemplifica en la figura 5.
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Figura 5: Determinaci6n de la calidad y rendimiento del RNA total extraido
En A)  se  muestra gel  denaturante al  1,5%  de  agarosa  para  las  muestras  1,2  y  3.  Abajo  el
detalle  de  su  cuantificaci6n  (RNA  total)  y  la  determinaci6n  su  pureza  mediante  la  raz6n
260/280nm (>1.8) segun datos de espectroscopia.  En 8) se observa las mismas muestras 1,
2 y 3  luego de  la digesti6n  con  DNAsa  I  (evitando luego la amplificaci6n de  DNA gen6mico),
la  determinaci6n  del  pafametro  de  calidad  no  se  realiza  luego  de  la  digesti6n  porque  los
componentes  del  buffer  de  la  DNAsa  I  interfieren  con  una  lectura  correcta  de  la  raz6n
260/280nm. Este procedimiento se realiz6 para todos las muestras (n=108).

En   la   figura   5A   se   muestra   las   bandas   caracteristicas   28S,   18S   y   5S

correspondiente§  a  los  RNAs  ribosomales  (mas  abundantes)  y  como  la  definici6n

de  las  bandas  marcadas  con  Bromuro  de  etidio  dan  cuenta  de  la  ausencia  de

degradaci6n  del  RNA extraido.  Una vez cuantificados,  las  muestras son sometidas

a  degradaci6n del  DNA co-extraido,  con 200  U  de  DNAsa  I  (Ambion)  por 20  min  a

37° C,  nuevamente se realiza la medici6n de la concentraci6n y la integridad de las

muestras extraidas post-DNAsa (figura 58).  De esta forma el  RNA total cumple con

los requerimientos de ca]idad y cantidad para la posterior sintesis del CDNA a  partjr

de   los   RNAs   mensajero   utilizando   oligos  de  Timina   para   hibridar  en   las   colas

poliadeniladas y posterior sintesis con  la transcriptasa inversa  (RT-MVH,  promega).

Con  estos  pasos se cumple con  los  aspectos principales  para  un  PCR  cuantitativo

(Udvardi y col.,  2008).
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4.2 Especificidad de amplificaci6n de los genes cuantificados.

Ademas  de  sintetizar  CDNA  a  partir  de  un  RNA  de  calidad,  es  necesario

asegurar  la  especificidad  de  los  genes  a  cuantificar.  Para  esto  se  analizaron  las

curvas  de  melting  en  la  cuantificaci6n  del  gen  y  se  determin6  el  largo  (pares  de

bases;   bp)   del   amplicon   amplificado.   Asi   se   asegura   la   especificidad   de   los

partidores  y  el  largo  predicho  por el  soft\^/are  utilizado  para  disefiar los  partidores.

(figura.  6)
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Figura 6: Especificidad de los genes a cuantificar
En  A)  se  observan  las  curvas  de  melting  (curvas  realizadas  a  partir de  la  medici6n  de  la
fluorescencia a medida que aumenta  la temperatura)  para los seis genes a estudiar y el  a)
la resoluci6n de un gel al 3% revisando los tamaftos predichos  (*)  por el programa al diseftar
los partidores.

Se  verificaron  los  genes  relacionados  con  el  metabolismo  de  lipidos.   Los

genes vinculados  en  la  home6stasis del  Cu  se analizaron  con  anterioridad  al  inicio

del trabajo del seminario de titulo (Suazo y col., 2008).

Se report6 en la literatura la utilizaci6n del gen rp/pO (ribosomal protein,  large,

PO)  como gen  normalizador o  "Housekeeping"  (De  Cremoux y  col.,  2004.  Dheda  y

col.,   2004)  para  las  lineas  celulares  Jurkat  y  THP-1.   Por  extensi6n,   los  cultivos
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primarios  de   linfocitos  tambien  fueron   normalizados   por  np/pO.   Por  Ll]timo,   para

generar el mismo estandar de normalizaci6n se utiliz6 ap/pO en HepG2.

5.  Expresi6n g6nica cuantificada por PCR cuantitativo en tiempo real

5,1   Genes asociados a la homeostasis del cobre

Las determinaciones  anteriores,  sugieren  que el tratamiento  con  Cu,  genera

una  sobrecarga   intracelular  del   metal,   a   su  vez  esta   sobrecarga  genera   una

determinada §obrevida  (> 80  %). Ademas se compar6  la  respuesta a Cu,  en  lineas

celulares  pertenecientes  al  sistema  inmunol6gico  como  linfocitos  y  monocitos y en

la  linea  celular  hepatica   (HepG2).   Estas   lineas  celulares  son   relevantes  en   la

incorporaci6n  y  excreci6n  de  Cu  las  cuales  mostraron  una  mayor  capacidad  de

acumulaci6n de Cu y menores efectos derivados de la sobrecarga.

Para el  estudio de respuesta de  las celulas  inmunes  ((linfocitos T  (Jurkat)  y

monocitos  (THP-1)),  fue  posible  generar un  co-relato  mediante  la  exposici6n  a  Cu

de  celulas  mononucleares  de  la  sangre  periferica  (PBMNCs)  y  de  monocitos  de

pacientes normales. Asi podriamos corroborar o indicar la tendencia en t6rminos de

expresi6n g6nica vista en las lineas celulares.  No fue posible realizar lo mismo con

cultivos a partir de biopsias humanas de tejido hepatico en pacientes normales.

Para  determinar el  efecto  del tratamiento  con  Cu  en  la  expresi6n  g6nica,  se

midieron  varios  genes  vinculados  en  la  homeostasis  de  Cu.  De  todos  los  genes

medidos (afp7a, mf2a, cos, sod7, cfr7) se presentan los resultados mss relevantes.
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5.2 Expresi6n g6nica en lineas celulares y cultivos primarios de c6lulas
mononucleares humanas.

Se realizaron tratamientos de exposici6n a Cu en lineas celulares de celulas

mononucleares.  Ambas  lineas  (Jurkat;  linea  linfocitaria  y  THP-1 ;  linea  monocito)

forman  parte  de  la  poblaci6n  de  c6lulas  mononucleares  de  la  sangre  periferica,

utilizada  comtlnmente  como tejido de facil acceso en  pacientes en  la bt]squeda de

biomarcadores   para   diversas   patologias   y/o   status   de   ciertos   micronutrientes,

Ademas  se  utilizaron  celulas  PBMNCs  obtenidas  de  pacientes  sanos  (n=15)  Ias

cuales se sometieron a los mismos tratamientos de exposici6n a Cu y se estudi6 los

cambios  en  la  expresi6n  g6nica  de  varios  genes  vinculados  a  la  homeostasis  del

Cu.

5.2,1  Expresi6n g6nica de metalotioneina 2A (mf2a)

Las  metalotioneinas  (MT)  son  proteinas  de  bajo  peso  molecular  y  ricas  en

cisteinas,   las   cuales   po§een   dominios  de   uni6n   a   metal.   Estas   proteinas   son

codificadas  por  una  familia  de  genes  localizados  en  el   cromosoma   16ql3,   las

cuales codifican  10 isoformas funcionales (Miles y col., 2000).  La metalotioneina 2A,

es la isoforma mas expresada en las celulas.  La expresi6n del gen mf2a puede ser

inducida   por   metales   como   Cd,   Zn   (Kita   y   col.,   2006,    Ebadi   y   col.,    1996),

interleuquina  1  (Cousins &  Leinart,1988),  TNF-al fa  y lFN-beta  (Sciavolino & Vilcek,

1995) entre otros.

Los  resultados  muestran  un  aumento  progresivo  en  la  expresi6n  de  mf2a

respecto  a  las  dos  concentraciones  de  Cu  utilizadas,   sin   diferenciar  entre  una

respuesta  temprana  (6  h)  a  tardia  (24  h)  en  celulas  Jurkat  y  PBMNCs  (figura  7).

Para  las  c6lulas  THP-1   y  los  monocitos  derivados  de  PBMNCs  se  observa  una
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mayor   expresi6n   de   mf2a   a   tiempos   largos   (24   h),    siendo   esta   diferencia

significativa   en   celulas   THP-1    y   monocitos.    Este   aumento   diferencial   podria

explicarse por los datos observados en los estudios de carga y viabilidad, donde las

celulas  THP-1   tenlan  similar  dinamica  de  carga  y  una  menor  disminuci6n  en  la

viabilidad  que  las  celulas  Jurkat,  siendo  mas  resistente  al  tratamiento  y/o  mejor

control  de  la  toxicidad  inducida  por Cu.  Adicionalmente  y  solo  en  los  tratamientos

efectuados en las llneas celulares THP-1  se observaron cambios significativos para

2 y 20 uM de Cu a las 6 h de exposici6n (figura. 7).

C220

C                   2                       20                                 C'                   2                       20

Trafamientos cu:His (uM)                     Tratamientos cu:His (uM)

Figura 7. Expresi6n relativa del transcrito de mf2a en c6lulas mononucleares
expuestas a Cu-His.

En  la  gfafica  se  muestra  la  expresi6n  relativa  de  mf2a  para  las  llneas  celulares  Jurkat  y
THP-1   y   su   co-relato   con   cultivos   primarios   de   celulas   mononucleares   de   la   sangre
periferica (PBMNCs) y monocitos para tratamientos con Cu de 2 y 20 tjM,  expuestas por 6 h
(barras  negras),  24  h  (barras  grises)  y  control  (barra  blanca).  Los  resultados  se  grafican
como  promedio  ±  DS  y  la  diferencias  significativas  respecto  del  control  (P<0,05  * ANOVA
una vfa y test post-hoc de Tukey)
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5.2.2 Expresi6n g6nica de la super6xido dismutasa Cu/ Zn (sod7)

La  super6xido  dismutasa  Cu/Zn  (sod7)  participa  en  la  respuesta  celular  al

estfes  oxidativo,  localizado en  el cromosoma 21q22,  el  gen  sod7  codifica  para  una

de  las  tres  enzimas  que  participan  en  la  regulaci6n  de  las  especies  reactivas  de

oxigeno  (ROS).  En  la  literatura  se  han  descrito  varios  sitios  de  uni6n  en  la  parte

proximal  del  promotor  de  sod7  para  NF-Kappa  8,  AP-1,  AP-2,  Spl   y  C/EBP.  El

factor nuclear kappa  a  (NF-  Kappa  8)  es  un factor de transcripci6n  redox-sensible

que puede inducir la expresi6n de sod7  (Miao & St. Clair, 2009).  Sin embargo, sod7

a menudo se encuentra con altos niveles de   expresi6n y es diffcil de inducir,  siendo

considerado  un  gen  normalizador  en  el  estudio  de  expresi6n  de  los  otros  genes

(sot/2 y soc}3)  (Minc y col.,1990).

Los resultados de expresi6n mostraron un aumento en la abundancia de sod7

en  las  c6lulas Jurkat,  THP-1  y PBMNCs  a  la 6  h  sin  observar diferencias  respecto

de  las  distintas  concentraciones  de  Cu  utilizadas  (figura  8).  Sin  embargo,  no  se

observ6 este aumento de expresi6n de sod7 para tratamientos con 2 y 20 LiM de Cu

a  las  6  h  en  monocitos,  esto  puede  depender del  estado  de  diferenciaci6n  de  los

monocitos  aislados  desde  sangre  a  las  lineas  THP-1,  ya  que  esta  tiltima  linea

celular de monocitos no estaba diferenciada (no-adherentes).

La   expresi6n   inducida   de   socy7   por   Cu,    no   hace   diferencia   entre   los

tratamientos y es  significativa  solo a tiempos  cortos,  sin  embargo  a tiempos  largos

tambi6n  se observa  una tendencia al alza.  Esto  indicaria que  la expresi6n  de sod7

es  dependiente  de  la  exposici6n  a  Cu  y  no  a  la  dosis  expuesta  ni  del  tiempo  de

exposici6n   a  Cu,   ya  que  la  exposici6n  a  6  o  24  h  no   hace  diferencias  en  la

expresi6n de sodl  (figura 8).
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Tratamientos cu:His (uM)                       Tratamientos cu:His (LIM)

Figura 8: Expresi6n relativa del transcrito de sot/7 en c6lulas mononucleares
expuestas ai Cu-His.

En  la  gfafica  se  muestra  la  expresi6n  relativa  de  sod7  para  las  llneas  celulares  Jurkat
THP-1  y  cultivos  primarios  de  celulas  mononucleares  de  la  sangre  periferica  (PBMNCs)
monocitos para tratamientos con Cu de 2 y 20 LiM,  expuestas por 6 h (barras negras), 24
(barras grises) y control (Barra blanca).  Los resultados se grafican como promedio ± DS y la
diferencias  significativas  respecto  del  control  (P<0,05  * ANOVA  una via y  test post-hoe de
Tukey)
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5.2.3 Expresi6n g6nica de la chaperona de Cu de la super6xido dismutasa Cu/
Zn (cos)

La  activaci6n  de  la  enzima  SODI  Cu/Zn    depende  de  la  incorporaci6n  de

atomos de Cu y Zn, para esto se requiere de una proteina chaperona llamada CCS

que   une  el   Cu   desde   los  transportadores  de  alta   afinidad   a   Cu   (CTR1)   y   lo

transporta,  participando en  el  proceso  de  activaci6n.  La  proteina  CCS  par{icipa  en

la  activaci6n  de  la  cuproenzima  SOD1,  y  ha  sido  estudiada  como  un  biomarcador

en el status de Cu en humanos (Suazo y col., 2008; Harvey & MCArdle, 2008).

Nosotros encontramos que la exposici6n  a  Cu  disminuye la expresi6n de  cos

en celulas Jurkat,  PBMNCs y monocitos en ambos tiempos de exposici6n (figura 9).

En   las   celulas   THP-1   no   se   observaron   cambios   significativos   y   el   rango   de

expresi6n  relativa  del  mRNA  de  cos.  Aunque  este  fue  menor  al  observado  en  el

cultivo  primario  de  monocitos.  Esta  diferencia  en  la  expresi6n  basal  de  cos podria

ser    explicado    por    el    grado    de    diferenciaci6n    que    tienen    los    monocitos.

Curiosamente,  la  diferencia  de  expresi6n  basal  de  cos  entre  THP-1   y  monocitos

derivados  de  PBMNCs  fue  tambi6n  observada  para  sod7  gen  vinculado  con  la

respuesta  celular contra  el  esttes oxidativo.  Con  los  datos  de  expresi6n  de  ambos

genes   se   podria   explicar   que   el   proceso   de   diferenciaci6n   de   los   monocitos

induciria  una  disminuci6n  en  la  expresi6n  del  mRNA de  sod7  y  un  aumento  en  la

expresi6n  de  cos.  La  disminuci6n  en  los  niveles  transcripcionales  de  cos ya  habia

sido  reportada  anteriormente en  PBMNCs  de  pacientes  suplementados  con  10  mg

de CuS04 diarios por dos meses validando asi los datos observados /.n v/.vo (Suazo

y col.,  2008).
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F[gura 9: Expresl6n relativa del transcrito de cos en c6lulas mononucleares expuestas
a Cu-His.

En la grafica se muestra la expresi6n relativa de cos para las l[neas celulares Jurkat y THP-
1   y   cultivos   primarios   de   celulas   mononucleares   de   la   sangre   periferica   (PBMNCs)   y
monocitos para tratamientos con Cu de 2 y 20 uM,  expuestas por 6  h (barras negras),  24  h
(barras grises) y control (barra blanca).  Los resultados se grafican como promedio ± DS y la
diferencias  significativas  respecto  del  control  (P<0,05  * ANOVA  una vfa  y test  post-hoc de
Tukey).
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5.2.4 Expresi6n de genes vincu[ados a la homeostasis del cobre en la linea
celular de  hepatocitos (HepG2).

Al  igual  que  en  las  lineas  mononucleares,   fue  necesario  caracterizar  la

respuesta  de  la  linea  celular hepatica,  para  esto  se  cuantific6  la  expresi6n  relativa

de los genes participantes de la homeostasis celular del cobre; mf2a, sod7 y cos.  La

exposici6n  a  cobre  a  tiempos  cortos  y  largos  gener6  un  aumento  en  la  expresi6n

relativa  de  mf2a,  dependiendo  de  la  concentraci6n  de  cobre,  siendo  significativa  a

las  24  h  con  100  LIM  de Cu-His.  Ademas  la  mayoria  de estos tratamientos  con  Cu

aumenta hasta dos veces la expresi6n de mf2a (figura 10). Sin embargo, los niveles

de mRNA basales de m£2a son menores en c6lulas HepG2 comparados con c6lulas

mononucleares,   mostrando   una   mayor  respuesta   inducida   por  cobre  en  estas

dltimas c6lulas.  Este  comportamiento  era esperado debido  a  que el  Cu  intracelular

induce  la  relocalizaci6n  de  elementos  regulatorios  como  MTF-1  que  promueve  la

expresi6n   del   transcrito   de   mf2a.   Estos   datos   son   apoyados   por   resultados

previamente  descritos   sobre  el   aumento   del   transcrito   y  de   la   proteina   MT2A

(Arredondo  y  col.,  2004;  Song  &  Freedman,  2005;  Muller  y  col.,  2007).  Para  los

niveles de sod7 se observ6 la misma tendencia al aumento despues del tratamiento

con   Cu   respecto   del   control   a   ambos   tiempos.   No   se   encontr6   diferencias

significativas,  posiblemente  debido  a  los  altos  niveles  de  transcrito  y  proteinas  a

nivel  citoplasmatico.  Fina]mente,  para  el  mRNA  de  cos  no  se  observ6  diferencias

significativas  o tendencias con  respecto al  control.  Los  resultados se grafican en  la

figura  10.
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Figura 10. Expresi6n relativa de genes vinculados a la homeostasis del cobre en
HepG2 expuestas a Cu-His.

En  los  gfaficos  se  muestra  la  expresi6n  relativa  de  mf2a,  sod7  y  cos  en  la  llnea  celular
hepatica HepG2 sometidas a djstintas tratamientos con tiempos de exposici6n de 6h (barras
negras),  24  h  (barras  grises)  y  control  (barras  blancas).  Los  resultados  se  grafican  como
promedio ± DS y la diferencias significativas respecto del control (P<0,05 * one way ANOVA
y test post-hoc de Tukey) (n=3).

5.3 Expresi6n de genes vinculados al metabolismo de lipidos en lineas
celulares expuestas a Cu.

Luego  de  determinar los cambios  de  expresi6n  g6nica  de tres  proteinas  que

participan  en  la  homeostasis del  Cu,  se cuantificaron  los  cambios de  expresi6n  de

genes  vinculados  al  metabolismo  de  lipidos  (fasn,  Amgcr,  hmgcs7,  fd#7  y  /d/r)  en

las tres lineas celulares; Jurkat, THP-1  y HepG2. Adicionalmen{e, se midieron estos

genes  en  los  cultivos  primarios  de  ambas  lineas  mononucleares,  mostrando  solo

tendencias (datos no mostrados).

Con  la  intenci6n  de  ver los  cambios  inducidos  por  la  exposici6n  a  cobre  en

distintas  lineas  celulares  distintas  (hepatica  y  no-hepaticas),  se  midi6  la  expresi6n

de genes vinculados al  metabolismo de lipidos.  En  particular,  se midi6 la expresi6n

de  genes  que  codifican  para  enzimas  participantes  en  la  biosintesis  del  colesterol

tales   como;   HMG-CoA   sintasa,   HMG-CoA   reductasa   y   la   escualeno   sintasa.

Ademas,  se  midi6  la  expresi6n  del  receptor de  las  lipoproteinas  de  baja  densjdad
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(/d/0 y la  sintetasa de acidos grasos  (fasn).  Por tiltimo,  se midieron  los factores de

transcripci6n; PPARv, SREBpl  y SREBP2, sin embargo debido a su baj.a expresi6n

en estas lineas celulares,  no se lograron cuantificar (datos no mostrados).

5.3.1  Expresi6n relativa del receptor de lipoproteina de baja densidad (/d/r).

EI    LDLR   participa   activamente   en   el    reconocimiento   y   endocitosis   de

lipoproteinas.  Se cuantific6 la expresi6n relativa de[ gen /d/r en c6[ulas Jurkat, THP-

1  y HepG2 y se observ6  un aumento significativo en la expresi6n de /d/r a tiempos

cortos  (6  h)  de  exposici6n  a  Cu-His  en  lineas  Jurkat  y  THP-1.  Sin  embargo,  la

expresi6n  de  ldlr  en  la  linea  hepatica  disminuyo  en  todos  los  tratamientos  y  para

ambos  tiempos  de  exposici6n  a  Cu  (figura  11).  Los  niveles  de  id/r aumentaron  la

expresi6n del receptor mss de cinco veces al tratar con ambas concentraciones de

cobre  (2  y  20  HM  de  Cu-His)  en  c6Iulas  Jurkat  y  THP-1.   Por  el  contrario,  estos

niveles disminuyeron dos veces en HepG2 (figura 11).  En las lineas mononucleares

los cambios transcripcionales no depende del tratamiento utilizado y su aumento es

temporal.  En tanto,  Ia  respuesta transcripcional  en  la  linea  hepatica  si depende de

la   concentraci6n   a   tiempos   cortos,   genefandose   una   disminuci6n   creciente   al

aumentar la  concentraci6n  de cobre.  Sin  embargo  a tiempos  largos  la disminuci6n

en  la  expresi6n  relativa  no  disminuye  gradualmente.   Los  datos  de  expresi6n  se

muestran en las figura 11.
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Tratamientos Cu:His (uM)

Figura 11. Expresi6n relativa del receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) en
lineas celulares humanas expuestas a Cu-His.

En  la gfafica se muestra la expresi6n relativa del gen /d/r en Jurkat (A), THP-1  (a) y HepG2
(C) sometidas a djstintas tratamientos con tiempos de exposici6n de 6h  (barras negras),  24
h (barras grises) y control (barras blancas).  Los resultados se grafican como promedio ± DS
y la diferencias significativas respecto del control (P<0,05 * one way ANOVA y test post-hoe
de Tukey),  (n=3).

5.3.2 Expresi6n relativa de 3-hidroxy-3-metilglutaril CoA sintasa 1  (hmgcs7)

La hmgos7 es una enzima que participa en la formaci6n del intermediario 3-

hidroxy-3-metilglutaril CoA en la biosintesis de colesterol (HMGCS1 ).

La expresi6n del gen se midi6 en las lineas mononucleares. A tiempos cortos,

se  observ6  un  aumento  significativo  en  la  expresi6n  del  gen,  que  no  depende  del

tratamiento.  Por  otro  lado,  La  expresi6n  de  Amgcs7  aumenta  a  tiempos  largos  en

c6lulas  Jurkat,  mientras  que  en  THP-1  solo  se  observa  una  tendencia  al  alza.  Asi

mismo,   Ia   expresi6n   en   c6lulas   HepG2   mostro   una   tendencia   al   alza   para

concentraciones  inferiores  a  100  uM de  Cu. Ademas,  a tiempos  largos se observa

una  disminuci6n en  la expresi6n  relativa en todos  los tratamientos  (figura  12).  Esta

tendencia  tambien  se  ve  reflejada  en  la  disminuci6n  de  la  expresi6n  en  forma

temporal  para  cada  tratamiento  siendo  siempre  mayor  la  expresi6n  a  6  h.  Este

fen6meno  de  temporalidad  modifica  la  expresi6n  dependiendo  del  tratamiento  en

c6lulas  mononucleares.  Se  observ6  que  en  ambas  lineas  celulares  tratadas  con

concentraciones  sub-fisiol6gicas  de  Cu  (2  uM),   la  expresi6n  genica  de  hmgos7
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aumenta a tiempos cortos aunque luego este aumento no se sostiene en el tiempo

y la expresi6n  disminuye casi a  la  mitad.  Mientras que  a  concentraciones  mayores

de Cu (20u) la expresi6n del gen no cambia a las 24 h (figura 12).

C22o
Tratamieritos Cu:His (LIM)

C22o

Tratamientos Cu:m§ (uM)
C             2               20            loo

Tratamiento§Cu:His(bM)

Figuras 12: Expresi6n relativa de la eiizima 3-hidroxy-3-metilglutaril CoA sintasa 1  en
lineas celulares humanas expuestas a Cu-His.

En  la  gfafica  se  muestra  la  expresi6n  relativa  del  gen  fimgos7  en  Jurkat  (A),  THP-1  (a)  y
HepG2  (C)  sometidas  a  distintas  tratamientos  con  tiempos  de  exposici6n  de  6h  (barras
negra§),  24  h  (barras  grises)  y  control  (barras  blancas).  Los  resultados  se  grafican  como
promedio ± DS y la diferencias significativas respecto del control ( P<0,05 * one way ANOVA
y test post-hoc de Tukey), (n=3).

5.3.3 Expresi6n relativa de la 3-hidroxy-3-metilglutaril-CoA reductasa (Amgcr)

EI paso siguiente a la sintesis del HMG-CoA es su reducci6n y formaci6n del

mevalonato,   la  enzima  3-hidroxy-3-metilglutaril  CoA  reductasa  realiza  este  paso

clave  en   la   bjosintesis  de  colesterol.   La  producci6n  de  mevalonato  puede  ser

inhibida  competitivamente  con  estatinas  (Nelson  &  Cox  2005)  y  ademas  de  ser

regulada post-transcripcionalmente (Nelson & Cox 2005).

La expresi6n de hmgcraument6 significativamente a las 6 h en c6lulas Jurkat,

tendencia que se repite en c6lulas THP-1. Sin embargo,  la expresi6n decae a las 24

h de exposici6n para ambas lineas celulares.  En c6lulas Jurl(at la expresi6n del gen

(figure  13)  disminuye  para  ambas  dosjs  de  Cu  expuestas  (2  y 20  uM),  en  c6lulas

THP-1  se observa una djsmjnuci6n en la respuesta para el tratamiento con 2 uM de
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Cu a las 24 h.  Contrario a este cambio, en  celulas HepG2  la expresi6n de este gen

disminuye  significativamente  con  tratamientos  de  20  y  100  tJM  de  Cu  a  tiempos

cortos.  La  respuesta  transcripcional  de  celulas  Jurkat y THP-1  es  similar  respecto

de su temporalidad,  contrario a lo observado en  c6lulas  HepG2 donde el efecto del

tiempo de exposici6n no condiciona los niveles de expresi6n.

C                    2                       20                            C                    2                       20                          C             2                20             100

Tratamientce cu:H is (ilM)                Tratamientos cu:His (u M)                Tratamlentos cu:His (LIM)

Figuras 13: Expresi6n relatlva de la enzima 3-hidroxy-3-metilglutaril CoA reductasa en
lineas ce]ulares humanas expLiestas a Cu-His.

En  la  gfafica  se  muestra  la  expresi6n  relativa  del  gen  hmgcr en  Jurkat  (A),  THP-1   (8)  y
HepG2  (C)  sometidas  a  distintas  tratamientos  con  tiempos  de  exposici6n  de  6h  (barras
negras),  24  h  (barras  grises)  y  control  (barras  blancas).  Los  resultados  se  grafican  como
promedio ± DS y la diferencias significativas respecto del control (P<0,05 * one way ANOVA
y test post-hoe de Tukey), (n=3).
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5.3.4 Expresi6n relativa del Farnesil Difosfato Farnesil Transferasa 1 (fdff7)

La   Farnesil   Difosfato   Farnesil   Transferasa   1    (rd#7)   o   escualeno   sintasa

cataliza [a dimerizaci6n de dos mol6culas de farnesil difosfato para la formaci6n del

escualeno.  Esta  es  la  primera  reacci6n  especifica  de  la  biosintesis  del  colesterol,

las anteriores corresponden a la via del mevalonato.

La  expresi6n  relativa  de  este  gen  muestra  un  aumento  en  todas  las  lineas

celulares   utilizadas,   sin   embargo   solo   en   linfocitos   se   registraron   diferencias

significativas  respecto  del  control  a  las  6  y  24  h.  Los  aumentos  en  la  expresi6n

relativa  fueron   similares   sin   encontrar  diferencias   respecto  de   los  tratamientos

utilizados   (2   y   20   uM   Cu-His).   En   monocitos,      se   manifiesta   un   aumento   de

expresi6n sin ser significativo para ambos tiempos,  en donde la expresi6n basal de

rd#7  es  mayor respecto de  c6lulas Jurkat y finalmente en  hepatocitos  la  respuesta

al  tratamiento  con  Cu   no  cambia,   ni   los  tratamientos,   ni  la  temporalidad  de  la

expresi6n inducen  cambios significativos (figura  14).

C                    2                     20                              C                   2                        20

Tratamlentos cu:His (LiM)                    Tratamientos cu:His (LIM)
C              2                20              too

Tratarrientos Cu:ms (LiM)

Figuras 14. Expresi6n relativa de la enzima Famesil Difosfato Farnesil Transferasa 1
en lineas celulares humanas expuestas a Cu-His.

En la grafica se muestra la expresi6n relativa del gen fd#7 en Jurkat (A), THP-1  (8) y HepG2
(C)  sometidas a distintas tratamientos con tiempos de exposici6n de 6h  (barras negras),  24
h (barras grises) y control (barras blancas).  Los resultados se grafican como promedio ± DS
y la diferencias significativas respecto del control (P<0,05 I one way ANOVA y test post-hoe
de Tukey),  (n=3).
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5.3.5 Expresi6n relativa de la sintasa de acidos grasos (fasn)

Este  gen  codifica   para  una  enzima  multifuncional,   que  tiene  por  funci6n

principal catalizar la slntesis de acido palmitico a partir de acetil-CoA y malonil-CoA.

La expresi6n de este gen esta regulada por SREBP-1c y su aumento de expresi6n,

se  ha  asociado  a  la  inducci6n  por  insulina,  siendo  este  un  modelo  de  c6mo  las

dietas  ricas  en  carbohidratos  inducen  la  expresi6n  de  transcritos  vinculados  a  la

glicolisis y lipogenesis (Foufelle & Ferfe, 2002).  La expresi6n de fasn aumenta a las

6  h  para  linfocitos y  monocitos,  sin  embargo  a  las  24  h  se  observa  una  expresi6n

cercana  a  la  basal  para  las  celulas  Jurkat.  Diferente  es  la  respuesta  en  celulas

THP-1  que sin ser significativa es similar a su  respuesta en  las 6  h de tratamiento.

En el caso de los hepatocitos la respuesta al tratamiento induce una disminuci6n en

la  expresi6n  del  gen  en  ambos tiempos. Ademas.  esta  disminuci6n  es significativa

para  tratamientos  mayores  a  20  LiM  de  Cu-His.  Para  celulas  Jurkat  y  THP-1   el

aumento de expresi6n  llega a mss de tres veces de cambio respecto del control a

las  6  h  y  en  HepG2  disminuye  a  ma§  de  dos  veces  de  cambio.  Los  datos  de

expresi6n se grafican la figura 15.
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Figura 15. Expresi6n relativa de la sintasa de acidos grasos (fasn) en lineas celulares
humanas expuestas a Cu-His.

En la grafica se muestra la expresi6n relativa del gen fasn en Jurkat (A), THP-1  (a) y HepG2
(C) sometidas a distintas tratamientos con tiempos de exposici6n de 6h (barras negras),  24
h (barras grises) y control (barras blancas).  Los resultados se grafican como promedio ± DS
y la diferencias significativas respecto del control ( P<0,05 * one way ANOVA y test post-hoe
de Tukey),  (n=3).



DISCUSION

Fundamentos metodol6gicos.

El vinculo entre el cobre y el  colesterol se remonta a  la decada  de los 70's.

Estudios   realizados   en   ratas,   mostraron   un   aumento   en   la   concentraci6n   de

lipoproteinas  plasmaticas  ricas  en  colesterol  (LDL)   bajo  razones  crecientes  del

Zn/Cu  suministrado (Klevay,1973).  Luego estas observaciones se  centrarian  en  la

deficiencia de Cu  como  inductor de la hipercolesterolemia en  ratas  (Allen  & Klevay

1978) y en humanos (Klevay y cols,1984). Asi los estudios posteriores enfatizarian

el  aumento en  la  biosintesis de colesterol  en  condiciones  de deficiencia,  utilizando

un precursor marcado radioactivamente (Shao y col.,1980).  Por otra parte, estudios

en condiciones de suplementaci6n mostraron efectos positivos en enfermedades de

riesgo   cardiovascular   (Bagel   y   col.,   2005).   Lamb   y   cols.   demostraron   que   la

suplementaci6n  inhibe  la  progresi6n  de  la  aterog6nesis  en  conejos  (Lamb  y  col.,

1999). De esta forma se hace manifiesto el vinculo entre colesterol y el cobre.

A nivel  sistemico,  el  colesterol se sintetiza  en el  higado,  este mismo  6rgano

es  un  punto  de  control  clave  en  la  homeostasis  del  Cu.  Por  esta  raz6n,  la  linea

celular HepG2 ha sido ampliamente utilizada en estudios enfocados en comprender

la regulaci6n de la homeostasis del Cu (Song & Freedman 2005), asi coma tambien

en  el  estudio  del  metabolismo del  colesterol  (Erickson   &  Fielding  1986).  El  pool  de

colesterol  hepatico  constituido  por  la  absorci6n  intestinal  desde  la  dieta  o  por  su

producci6n   end6gena   es   distribuido   desde   el   higado   a   los   distintos   tejidos

principalmente como lipoproteinas de baja   densidad (LDL).  Estas lipoproteinas, en
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su versi6n oxidada,  estimulan la expresi6n de factores de adhesi6n  para monocitos

en    endotelios    disfuncionales,    con    la    posterior   diferenciaci6n    a    macr6fagos,

iniciandose  la  aterosclerosis.   La  funci6n  de  los  monocitos  en  los  inicios  de  esta

patologia  ha  sido  ampliamente  estudiado  (Ludewing  &  Laman  2004),  asi  como

tambien  su  diferenciaci6n  a  macr6fagos    y  posterior  acumulaci6n  de  oxi-LDL  par

receptores   alternativos   (SR-RA),   generando   celulas   espumosas   (Banka   y   col.,

1991).     Las  lineas  celulares  de  monocitos  y  linfocitos  en  conjunto  componen  la

poblaci6n de celulas mononucleares de la sangre periferica  (PBMNCs).  Las cuales

cumplen   funciones   en   la   respuesta   inmunol6gica   innata   y   adaptativa.    Estas

poblaciones  de  celulas  son  de  facil  acceso  desde  muestras  de  sangre,  siendo

ampliamente  utilizadas  en  la  bdsqueda  de  biomarcadores  (Bertinato  &  Zouzoulas

2009).

En el trabajo de Huster, se estableci6 un modelo murino para la enfermedad

de Wilson  (ratones  KO  para ATP7B),  caracterizado  por la  acumulaci6n  cr6nica  de

Cu  en  el higado,  se observaron cambios transcripcionales  especificos  para genes

del  metabolismo  de  lipidos  y  del  control  de  ciclo  celular  segtin  la  clasificaci6n  GO

(Huster  y  col.,  2007).  Svensson  en  tanto  demostr6  cambios  transcripcionales  en

macr6fagos  humanos  expuestos  a  Cu  (Svensson  y  col.,  2003).  Ambos  trabai.os

muestras condiciones de sobrecarga experimental y/o  inducida  por la  ausencia  del

transportador ATP7B en distintos tipos celulare§.

El   objetivo   principal   de   este   estudio   fue   determinar   el   efecto   de   la

sobrecarga de Cu  inducida  por suplementaci6n,  en los  niveles transcripcionales de

genes   vinculados   al   metabolismo   de   lipidos.   Para   ello   se   utilizaron   las   lineas

celulares de  hepatocitos  (HepG2),  como  un tipo celular asociado  a  la  homeostasis

sistemica del  Cu,  y a  las  lineas  mononucleares de  la  sangre;  monocitos  (THP-1)  y

linfocitos    (Jurkat)    como    participantes    indirectos.    La    linea    celular    linfocitaria

representa un punto de contraste respecto de los monocitos.
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Viabilidad y sobrecarga de cobre

En  primer  lugar se  establecieron  los  tratamientos  de  Cu.  La  concentraci6n

plasmatica   de  Cu  es  de  20   uM   (Linder,   2001;  Tapiero  y  col.,   2003).   De  esta

concentraci6n   solo   el   10%   esta   acomplejado   con   albumina   y/o   aminoacidos,

representando  la fracci6n de Cu  biodisponible,  el  90%  restante  se encuentra  unido

a    ceruloplasmina;    una    cuproenzima    con    actividad    ferroxidasa.    Se    utilizaron

concentraciones     fisiol6gicas     y     supra-fisiol6gicas     de     Cu      (2     y     20     uM,

respectivamente)   para   las   lineas   inmunol6gicas   de   monocitos   y   linfocitos.   Sin

embargo,   para   hepatocitos   se   han   reportado  concentraciones   mayores   de   Cu

llegando  hasta  los 600  uM  en  estudios de acumulaci6n  aguda  (Song  y  col.,  2009).

Sin  pretender estudiar este tipo  de  respuestas transcripcionales  (toxicidad  aguda),

se  utiliz6  una  concentraci6n  de  100  uM  de Cu  debido  a que es  una  concentraci6n

supra-fisiol6gica y ampliamente  utHizada en  [iteratura  (Barthel y col.,  2007).  De esta

forma  las  concentraciones  utilizadas  aqui estan  en  concordancia  con  los valores  a

nivel   fisiol6gico   y   representan   una   posibilidad   real    de   exposici6n   a   Cu   en

condiciones de suplementaci6n.

Luego   de  decidir  las   lineas  a   utilizar  y  las   concentraciones,   el   metodo

experimental  requeria  considerar los tiempos  de  exposici6n  al  metal.  Para  esto  se

realizaron varios tiempos (6,  12, 24 y 48 h).  De estos tiempos solo se eligieron dos:

exposiciones  cortas  (6  h)  y  largas  (24  h).  Los  tratamientos  fueron  realizados  de

forma  regresiva,  24  h  posterior al  sembrado  en  las  celulas  y generando un tiempo

de cultivo igual para todos los tratamientos en todas las lineas celulares utilizadas.

Nuestras       primeras       observaciones       requerian       determinar      si       las

concentraciones  utilizadas  afectaban  la viabilidad,  para  esto se  realizaron  ensayos

de  reducci6n  de  la  sal  de  tetrazolio  (MTT).  Asi  pudimos  asegurar  una  sobrevida
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mayor al 80% en todos los tratamientos donde se midi6 la respuesta transcripcional.

Para  los  hepatocitos  (HepG2)  los datos de viabilidad  eran  esperables  ya que en  la

literatura  se  describen  tratamientos  con  Cu  en  condiciones  de  acumulaci6n  aguda

(600  L]M)  y  la  viabilidad  celular se  mantiene  por  sabre  el  75%  (Seth  y  col.,  2004).

Para  las  lineas  mononucleares  no  se  reportan  datos  de viabilidad  en  exposici6n  a

Cu.  En estas lineas se observ6 una diferencia en la viabilidad luego del primer ciclo

de  duplicaci6n  observandose  una  mayor sensibilidad  de  los  linfocitos  respecto  de

los monocitos.

Posterior  a  determinar  el  efecto  en  la  viabilidad  celular,   se  confirm6  las

condiciones de sobrecarga midiendo la concentraci6n intracelular de Cu acumulado

en   las   distintas   lineas   celulares   (THP-1,   Jurkat   y   HepG-2).       Los   resultados

mostraron  acumulaciones  crecientes  de  un  en  todas  las  lineas  analizadas.  Para

monocitos y  linfocitos  (THP-1  y Jurkat)  estas  alcanzaron  un  aumento  de  hasta  las

§eis veces (24 h)  respecto a la condici6n control y cuatro veces a tiempos cortos (6

h).   Mientras  que  en  hepatocitos  (HepG2)  el  aumento  fue  de  dos  veces  para  la

concentraci6n  y  tiempo  mayor.  La  diferencia  en  la  capacidad  de  carga  entre  las'

lineas  celulares  (6  veces  de  cambio  a  20  |JM  por  24  h  para  Jurkat  y  THP-1  y  2

veces  de  cambio  en  100  uM  por  24  h  en  HepG2)  gener6  dudas  respecto  de  la

condici6n  de  sobrecarga  de  los  hepatocitos,  sin  embargo  la  expresi6n  relativa  del

mRNA de mf2a mostr6 un aumento creciente respecto de  la concentraci6n de Cu,

denotando asi una respuesta transcripcional a la sobrecarga.

Los  datos  de  contenido  intracelular de  Cu  muestran  la  capacidad  de  estas

lineas  celulares  de  incorporar  el  metal,   sin  generar  condiciones  de  esttes  que

modifiquen  su  viabilidad.  La  concentraci6n  intracelular de  Cu  depende tanto  de  la

incorporaci6n   como   del   eflujo  del   Cu.   Caracterizando   asi   la   capacidad   de   los

hepatocitos  (HepG2)  de  eliminar  el  exceso  de  Cu,  ya  que  a  tratamientos  cinco

veces  mayor  a  la  de  Jurkat  y THP-1,  Ios  hepatocitos  aumentan  su  concentraci6n
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intracelular dos veces mas que el control, en tanto que las otras lineas llegan hasta

nueve veces.

Efectos de la sobrecarga de Cu

A nivel celular existen mecanismos que regulan la concentraci6n intracelular

de Cu y que evitan su  deficiencia y/o exceso.  Transportadores de  ingreso y salida,

chaperonas    y     cuproenzimas     participan     en     esta     regulaci6n.     Ademas,     la

metalotioneina    ha    sido    sindicada    como     una    proteina    importante    en     el

almacenamiento  seguro  del  Cu  intracelular  en  concentraciones  supra  fisiol6gicas

(Tapia   y   col.,   2004).      Asi   la   expresi6n   relativa   para   la   isoforma   2A   de   la

metalotioneina  humana  aumento  significativamente  a  las  concentraciones  supra-

fisiol6gicas de Cu (Tapia y col., 2004).

El  aumento de mf2a  a  concentraciones supra-fisiol6gicas de  Cu  se  condice

con el aumento de la proteina y el posterior almacenamiento del metal (Arredondo y

col., 2004). Esta respuesta deberia estar mediada por la union en frans del factor de

transcripci6n  MTF-1  en  la secuencia de respuesta a metales  (MRE)  en el promotor

de  mf2a  segtin  se  describe  en  la  literatura  (Giedroc  y  col.,  2001).  La  respuesta

transcripcional  del  tran§crito  mf2a  al  Cu  se  puede  explicar  segdn  el  modelo  de

Palmiter  (Pa]miter,1994).  En  este  modelo  MTF-1  interactda  con  un  inhibidor de  la

transcripci6n de  la  metalotioneina  (MTl),  el cual seria el  §en§or de metales en este

modelo. Asi el Zn  u otro metal como el  Cd  o Cu se coordinaria  en  MTI,  debiljtando

la  interacci6n  MTF-1/MTl,  y  asi  dejando  libre  a  MTF-1   para  inducir  la  expresi6n

transcripcional de la MT, como se esquematiza en la figura 16.
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FIgura 16: Modelo de inducci6n de MT par metales distintos a zinc.

Modelo  propuesto  por  Palmiter,  donde  MT  es  el  gen  regulado,  MREs  son  los  elementos
regulatorios  de  respuesta  a  metales,  MTF  es  el  factor de  transcripci6n  de  uni6n  a  MRE y
MTI  el  inhibidor  de  la  transcripci6n  con  afinidad  por  metales  como  Zn  y  Cu.  entre  otros.
Imagen desde Palmiter R.D.  (1994).  Proc.  Nati. Acad.  Sci. Vol.  91,  pp.1219-1223,  February
1994.

Este  modelo  podria  explicar los  cambios transcripcionales  observados  para

el gen mf2a en respuesta a un metal distinto del Zn, como es el Cu. Adicionalmente

se  sabe  que  un  metal  de  transici6n  del  periodo  4  que  se  encuentra  coordinado

puede sufrir el  desplazamiento  por otro  metal  de tran§ici6n  que se encuentre  mas

alto  en   la  escala  de  lrving  Williams.   Esta  categorizaci6n  describe  la  estabilidad

cualitativa que posee un metal en coordinaci6n,  donde e]  Cu(Il) y el Cu(I) estan por

sobre el zinc (Robinson & Winge 2010).   De esta forma,  el Cu desplazaria al Zn de

la coordinaci6n por los residuos sulfhidricos en la MT generando un aumento del Zn

intracelular y la  posterior transcripci6n de  mf2a.  Luego de caracterizar la respuesta

transcripcional  clasica  a  Cu  en  las  lineas  celulares,  se  analiz6  el  efecto  de  la

sobrecarga en la expresi6n de los genes que codifican para proteinas tales como la

super6xido   dismutasa   (SOD1)   y   su   chaperona   (CCS).   La   producci6n   del   ion

super6xido  ocurre  principalmente  en  la  mitocondria  por  los  complejos  I  y  111.   La

dismutaci6n  del  ion  super6xido  procede  a  traves  de  las  distintas  enzimas  a  nivel

mitocondrial   (SOD2-Mn),    citoplasmatico   (SOD1-Cu/Zn)   y   extracelular   (SOD3).

Como  consecuencia  de  esta  reacci6n  se genera  per6xido  de  hidrogeno que  luego

es eliminado por la glutati6n peroxidasa o la catalasa (Zelko y col., 2002).
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Los datos de expresi6n para el gen sod7 mostraron aumento en la expresi6n

en las lineas mononucleares y una tendencia al alza en  celulas HepG2.  Esta i]ltima

observaci6n  se  ratifica desde  la  literatura donde Cd,  Zn  y Cu  inducen  la  expresi6n

de sod7 a trav6s de MRE ubicados a 270 bp rio arriba del origen de la transcripci6n

del  gen  sod7  (Yoo  y  col.,  1999).  Adicionalmente  el  promotor  de  sod7  puede  ser

regulado  por diversos factores  de tran§cripci6n  inducidos  por  Phorbol  12-myristate

13-acetate   (PMA) como Spl ,  Egr-1  y VVTl  representando una forma alternativa de

expresi6n   para   sod7   (Mine   y   col.,   1999).   En   particular,   Spl   es   un   factor   de

transcripci6n tipo dedos de zinc,  que esta vinculado a la homeostasis celular de Cu

y  que  regula  transcripcionalmente  a    Ofr7  (Song  y  col.,  2008).  Par  otra  parfe,  el

estr6s  oxidativo  induce  la  sefializaci6n  de  la  via  P13K/Akt  produciendo  efectos  en

las  sefiales  de  sobrevida,  proliferaci6n  y de  respuesta  al  dafio.  Se  ha  demostrado

que la expresi6n del gen sod7 es regulada por la via P13K/Akt.   Esta regulaci6n esta

mediada  par   NFKB,  a traves de  la secuencia de  uni6n  especificas  ubicadas a 480

bp rio arriba del origen de transcripci6n del gen sod7  (Rojo y col., 2004).

Para  los genes vinculados  en la  homeostasis de Cu se  analizaron  los datos

de expresi6n de la chaperona CCS.  Estos resultados mostraron una disminuci6n en

el   transcrito   en   ]a   linea   linfocitaria   como  tambien   en   los   cultivos   primarios   de

linfocitos   humanos.  Aunque  todavia   no  se   ha   reportado   la   caracterizaci6n   del

promotor   de   cos,   existen   otros   mecanismos   que   podrian   dar   cuenta   de   la

disminuci6n  del  transcrito  en  condiciones  de  sobrecarga.   Recientemente  se  ha

demostrado   que   la   ubiquitinaci6n   de   COS   mediada   por   XIAP   (proteina   anti-

apopt6ticas vinculada al cromosoma X) aumenta la actividad de CCS en el traspaso

de   atomos   de  Cu   a   la  SODI   Cu/Zn   (Brady  y  col.,   2010).      De  esta  forma   la

disminuci6n  en  el  transcrito  podria  atribuirse  a  un  posible  efecto  transcripcional

debido    a    la    mejora    en    la   capacidad   de   activaci6n    que    poseen   las    CCS

ubiquitinadas.
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Via de transducci6n de sefiales y respuesta transcripcional

La   respuesta   celular   al   estfes   oxidativo   oscila   entre   la   sobrevida   y   la

apoptosis,  dependiendo  del  dafio  celular  provocado.  De  esta  forma,  el  Cu  como

inductor de esttes oxidativo activara distintas  cascadas de sefializaci6n  intracelular

y   dependiendo   de   su   concentraci6n   y  tiempo   de   exposici6n   se   producira   la

integraci6n  de  e§tas  sefiales  induciendo  apoptosis,  senescencia  o  sobrevida.  Una

de estas cascadas de sefializaci6n es la via P13K/AKT.  Esta via de transducci6n es

activada   por  la  insulina  a  traves  de  su   receptor.   Barthel   y  cols.     proponen   la

activaci6n de esta via por parte del Cu y Zn en hepatocitos humanos, generando un

estimulo  tipo  insulina  (insulino-mimetico).  Se  demostr6  que  la  inducci6n  de  la  via

P13K/AKT por Cu, genera la exclusi6n nuclear del factor de transcripci6n Foxol  y el

mecanismo por el  cual el  Cu  induciria  es{a  respuesta  dependeria de  la  generaci6n

de  estfes  oxidativo  a  partir  de  la  re-oxidaci6n  del  ion  cuproso  o  por  la  inhibici6n

inducida por Cu de la actividad fosfatasa de las proteinas tirosina fosfatasa  (PTPs),

encargadas  de  desfosforilar a  las  quinasas  de  una  cascada  intracelular  (Barthel  y

col.I  2007).

El factor Foxol  participa en  la  represi6n  a trav6s de la  uni6n  a  la regi6n de

uni6n del factor de transcripci6n LXR en el promotor de SREBplc (Liu y col.,  2010).

Este  factor  de  transcripci6n  es  el  regulador  maestro  de  la  respuesta  a  insulina,

induciendo  la  activaci6n  transcripcional  de  los  genes  vinculados  a  la  glicolisis  (gk,

papck)   y   a   la   lipog6nesis   (aoc,   fas)   (Foretz   y   col.,   1999).   Adicionalmente   la

activaci6n  de AKT  induce  sefiales  de  sobrevida  al  regular  negativamente  las  vias

apopt6ticas  a  trav6s  de  la  modulaci6n  de  proteinas  como  Bad,   FoxO  y  GSK-3

(Aikawa y col., 2000).  De esta forma,  una posible respuesta a la inducci6n de genes

lipogenicos podria radicar en la activaci6n de la via AKT inducida par el Cu.
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Cu como regu]ador transcripcional de genes co]esterog6nicos

Los genes fasr}, hmgcry /d/r sufrieron cambios de expresi6n diferencial entre

las  lineas  mononucleares y hepatica.  Estos cambios fueron de  mss de dos veces

de  cambio  respecto  al  control;  al  alza  en  celulas  mononucleares  y  a  la  baja  en

celulas hepatocitos, donde el inductor comdn es el Cu.

La  pregunta  por  el  mecanismo  subyacente  en  esta  relaci6n  Cu-colesterol,

podria  explicarse  por  la  respuesta  al  estfes  oxidativo  provocado  por el  metal.  Sin

embargo,  esto  no  explica  por  completo  la  respuesta  diferencial  entre  las  lineas

celulares   mononucleares  y  hepatocitos.   Otro   elemento   a   considerar  es   que   el

contexto   g6nico-regulatorio   de   cada   tipo   celular   daria   cuenta   de   este   efecto

diferencial.  Sin  embargo,  el  analisis  se  podria  reducir a  los  estimulos  que  influyen

en  la  transcripci6n  de  estos  genes.  Es  asi  como  todos  estos  genes  que  codifican

para  proteinas  vinculadas  al  metabolismo  de  colesterol,  a  trav6s  de  su  biosintesis

(HMGCS1,   HMGCR   y   FDFT1)   o   captaci6n   ex6gena   (LDLR),   ademas   de   un

representante  de  la sintesis de  acido grasos  (FASN)  poseen  los  dominios  clasicos

de  uni6n  a  SREBPs  (Amemiya-Kudo  y  col.,  2002).  Estos  genes  pueden  dividirse

segdn su trans-activador, donde SREBP-2 promueve la transcripci6n en el promotor

de los genes vinculados al colesterol,  en tanto que SREBplc induce a FASN.  Estos

elementos    regulatorios    descritos   en    la    literatura    (Sato   y   col,    1996),    estan

acompafiados  por  dominios  de  uni6n  a  Spl  y  NF-Y  como  se  esquematiza  en  la

figura  17.
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Figura 17: Elementos regulatorias en c/.s para genes lipog6nicos
El   esquema   modificado   desde   Amemiya-Kudo   y   col.   2002;   representa   los   elementos
regulatorios en c/.s identificados y caracterizados en los promotores de los genes vinculados
a  la  lipogenesis.   Se  identifican  las  secuencias  de  union  a  Spl,   NF.Y,   E-box,   ChoRE  y
enmarcados rojos los elementos reguladores esteroidales (SRE).

Las SREBPs darian cuenta de la regulaci6n transcripcional que ejerce el Cu.

En particular en este trabajo se pretendia estudiar el efecto del Cu sobre los genes

vinculados a la biosintesis de colesterol,  donde el gen fasn sirve coma un punto de

comparaci6n   debido   a   que   posee   un   trans-activador   como   SREBplc,   que

pertenece a la familia de  reguladores maestros en la  lipog6nesi§,  pero que activa a

un  grupo  de  genes  distintos  a  los  de  colesterol,   principalmente  vinculados  a  la

insulina por intermedio de la activaci6n de la via P13K/AKT (Eberle  y col., 2004).

Al  sobreexpresar  SREBP-1a,  1c  y  2  en  ratas  transg6nicas,  se  observaron

regulaciones  transcripcionales  e§pecificas  para  genes  asociados  al  metabolismo

colesterol por parfe de SREBP-2 y de la bioslntesis de acidos grasos y glicolisis por

parte   de  SREBplc.   Para   ratas  que   sobreexpresan   SREBpla   se   observ6   un

aumento  en  los  niveles  de  transcritos  de  genes  asociados  a  los  tres  procesos

anteriores  (Amemiya-Kudo y col.,  2002).  Estos tres factores son  sintetizados como

proteinas  de  membrana  del  reticulo  endoplasmatico  y  sufren  el  mismo  proceso
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proteolitico   en   la   red  trans-Golgi   para   posteriormente   ingresar  al   ndcleo  via   la

importina P (Nagoshi y col.,1999) y asi activar a sus genes blanco. Asi,  la cantidad

relativa de mRNA de las isoformas de 1 a y 1 c de SREBpl  varia entre tej.idos, y esta

diferencia   tejido   especifica   podria   dar   cuenta   de   la   respuesta   transcrjpcional

diferencial entre nuestras lineas. Asi la raz6n  la:1c en cultivos primarios de higado

humano  es  de  1:5.8,  similar  a  la  raz6n  de  higado  de  rata  1:8.8,  sin  embargo  en

HepG2  la  raz6n  es  1:0.5  manifestando  una  diferencia  entre  el  modelo  celular y  el

tejido mismo (Shimano y col.,1997).  La isoforma lc es predominante en la mayoria

de  los  tejidos  (adiposo,  adrenal,  mtlsculo,  entre  otros),  mostrando  asi  una  mayor

regulaci6n de la sintesis de acidos grasos que de colesterol en hlgado.  Respecto a

la raz6n (1a:1c) en c6lulas mononucleares,  no se reportan datos en la literatura.  De

esta forma,  una  expresi6n  diferencial  de  estas  isoformas  podria  dar cuenta  de  los

resultados  obtenidos  aqui,   sin  embargo  seria  necesario  cuantificar  la  expresi6n

relativa de SREBP2 en nuestras lineas celulares.

Adicionalmente a la especificidad   y abundancia  relativa de cada SREBP en

cada  tejido,  se  hace  necesario  preguntar  por  su  regulaci6n  transcripcional.  En  el

promotor de  la  isoforma de SREBpla,  se describen secuencias  de  uni6n  a  SP1,  y

NFKB (Zhang y col., 2005),   mientras que el promotor para SREBplc ubicado entre

los  exones  la  y  lc del  gen  srebp7  posee sitios  de  uni6n  a  LXR,  NF-Y y al  propio

SREBP (Chen y col., 2004).  Lo anterior se esquematiza en la figura 18.
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Figura 18 : Elementos regu]atorios en cis para los SREBPs
El  esquema  modificado  desde  Chen  y  col,  2004;  muestra  las  secuencias  caracterizadas
para la isoforma SREBP-1a (Zhang y col, 2005) y SREBP-1c (Chen y col, 2004) y SREBP-2
(Sato  y  col,1996),    donde  se  observan  las  secuencias  de  uni6n  a  diversos  factores  de
transcripci6n como Spl , NF-Y,  E-box, LXR y SREBPs.

Los sitios de uni6n  a  LXR  (LXREs)  permanecen  reprimidos por el factor de

transcripci6n Foxol  inactivando la expresi6n de SREBplc.  La exclusi6n nuclear de

Foxol    mediada   por   AKT   induce   la   expresi6n   de   SREBplc   y   la   activaci6n

transcripcional  de  fasn.  Nuestros  resultados  demuestran  que rasn aument6  en  las

lineas  mononucleares,  pero  no en  la  linea  hepatica.  Este  aumento  podria  ocurrir a

traves   de   la   activaci6n   de   la   via   P13K/AKT,   aumentando   asi   la   expresi6n   y

acelerando   la   maduraci6n   de   SREBplc,   y   como   consecuencia   la   activaci6n

transcripcional  del  gen  fasn.  Este mecanismo de relocalizaci6n  de  Foxol  inducido

por  Cu  a  traves  de  la  fosforilaci6n  de  AKT  se  ha  reportado  en  c6lulas  HepG2

(Ostrakwovitch y col.,  2001),  sin  embargo  nuestros datos  muestran  esta  respuesta

en las lineas Jurkat y THP-1  y una baja en HepG2 respecto al control.  Para justificar

nuestros  cambios  de expresi6n  para  el  gen  fasn en  las  celulas  mononucleares,  se

deberia demostrar la activaci6n de la via P13K/AKT mediada por Cu como estimulo

inductor de estfes  oxidativo.  Aparte el  aumento en  la  expresi6n  de  fasn en  celulas

mononucleares  ocurre  principalmente a  las  6  h,  caracterizado  como  una  inducci6n
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temprana,  aludiendo a la posible activaci6n transitoria de  la via P13K/AKT. \Por otra

parte,  la  respuesta transcripcional de  fasn observada en  hepatocitos deberia ser la

misma que para  las c6lulas  mononucleares,  ya que la via  P13K/AKT estaria siendo

activada.  Se  ha  reporta  una  vinculaci6n  entre  la  activaci6n  de  AKT  en  la  linea

celular humana del epitelio picmentario retinal y la expresi6n de enzimas vinculas al

metabolismo  del  colesterol  y  acidos  grasos via  SREBPs  (Porstmann  y  col.,  2005).

Las  concentraciones  de  Cu  utilizadas  por Barthel  en  los  estudios  de  inducci6n  de

AKT  en  HepG2  eran  similares  a  los  nuestros,  siendo  100  uM  la  concentraci6n

maxima  utilizada,  sin  embargo  el  tipo  de  Cu  suministrado  (sales  de  Cu;  CuC12  y

CuS04 versus Cu:His),  los tiempos de cultivo  previo a  la siembra  (5 dfas versus   1

dia) y el tiempos de exposici6n (2  h versus 6 a 24 h) fueron distintos (Barthel y col.,

2007).

Par  otra   parte,   la   kinasa  AMPK   participa   como   sensor  celular  del   nivel

energ6tico,  siendo  activada  por  un  aumento  de  la  raz6n  AMP/ATP  (Schimmack y

col.,  2005),  Asi  la  celula  se  adapta  a  la  condici6n  de  deficit  energetico,  inhibiendo

los  procesos  de  sintesis  de  macromoleculas  energeticamente  costosa  como  el

colesterol y  los acidos grasos.  Esto ocurre  a traves de  la fosforilaci6n  mediada  por

AMPK  y  posterior  inactivaci6n  de  las  enzimas  claves  en  estos  procesos  como  la

acetil-CoA carboxilasa (acidos grasos) y la HMGCoA reductasa (colesterol).

La inducci6n de estr6s oxidativo a traves del Cu suministrado, generaria una

disminuci6n  del ATP  y  por lo tanto  activaria  la AMPK.  Esto  produciria  la  regulaci6n

de fasn a  nivel transcripcional,  en apoyo a esta sugerencia,  hepatocitos de  ratas  la

inhibici6n  de  la  expresi6n  del  mRNA  de  fasn  inducido  por  glucosa  a  trav6s  de  la

activaci6n     de     AMPK     inducida     por     5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-b-D-

ribofuranosyl   (AICAR)  (Foretz y col.,1998).

La activaci6n de vias  P13K/AKT y MAPKs inducen proliferaci6n y sobrevida,

activando genes vinculados a la lipog6nesis,  donde el gasto energ6tico derivado de
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la sintesis de estas macromoleculas requiere de una fuente de energia  (Menendez

&   Lupu,   2007).   Asl   la   via   de   sefializaci6n   de   la   insulina   induce   sefiales   anti-

apopt6ticas,  lipog6nesis y la translocaci6n de los transportadores GLUT4 desde las

vesiculas  intracelulares,  asegurando  la  incorporaci6n  y posterior degradaci6n  de  la

glucosa  (Imamura  y  col.,  2003).  Por  otra  parte,  el  gasto  energetico  requerido  por

condiciones  de  estr6s  oxidativo  generaria  una  disminuci6n  del  ATP,  aumentando

asi la raz6n AMP/ATP,  activando a AMPK e inhibiendo la  lipogenesis y la expresi6n

genica de  las  enzimas  involucradas  en  este  proceso.  De  esta forma,  la  respuesta

de  cada  linea  celular  como  los  hepatocitos,  linfocitos  y  monocitos  depende  de  la

integraci6n  de  estas  sefiales  y   como  consecuencia  el  aumento  o  disminuci6n  de

los genes lipogenicos.

La  expresi6n  de  los  genes  vinculados  al  metabolismo  del  colesterol  /d/r y

Amgcr, muestran los mismos cambios respecto de fasn. Estos genes en su conjunto

describen  una respuesta transcripcional  inducida por Cu  para genes lipogenicos en

las  lineas  Jurkat  y THP-1  y  lo  contrario  en  HepG2.  De  esta  forma  se  observ6  un

aumento en todos los genes cuantificados con la excepci6n de /d/r y fasn, todos los

genes  aumentaron  su expresi6n  a  ambos tiempos de exposici6n  a Cu.  En  cambio,

en celulas HepG2, la expresi6n de /d/r y Amgcr disminuyo por el tratamiento con Cu.

Como se mencion6 con anterioridad,  SREBP2 induce la expresi6n de genes

vinculados   al   metabolismo   del   colesterol,   sin   embargo   se   ha   demostrado   la

inducci6n de LDLR (Streicher y col.,1996). Ademas se ha reportado un aumento de

LDLR  a  traves  de  la  activaci6n  de  la  via  P13K/AKT  a  partir  de  la  inducci6n  tipo

insulina   producida   por   un   flavonoide   derivado   de   los   pomaceos   (naringenina)

(Borradaile   y   col.,   2003).   A   su   vez,   se   report6   la   generaci6n   de   un   efecto

compensatorio  en  los  niveles  de  mRNA  basales  de  sredp2,  en  ausencia  de  las

isoformas de SREBpl  en higados de ratas (Shimano y col.,1997).
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Las  modificaciones  post-traduccionales  de  los  SREBPs  se  describen  coma

una respuesta a la cantidad de esteroles intracelulares  (Wang y col.,1994).  De esta

forma,  la maduraci6n y transcripci6n de genes colesterog6nicos que participan en la

via  biosintetica  del  colesterol,  estan  reguladas  por su  producto final.  Sin  embargo,

estudios  recientes  muestran  como  ademas  de  inducir  la  exclusi6n  nuclear  de  lo§

factores   FoxOs,    la   via   P13K/AKT   participa   en   la   translocaci6n   del   complejo

SREBP/SCAP  (Matsuda  y col.,  2001)  desde la  membrana  del  reticulo  hacia  la  red

trans-golgi.   Asi,    la   sefializaci6n   tipo   insulina   del   Cu   tendria   un   efecto   doble

induciendo    la    transcripci6n    de    reguladores    transcripcionales    claves    en    la

lipog6nesis  e  induciendo  las  modificaciones  post-traduccionales  inducidas  por    la

fosforilaci6n de AKT.

Esta respuesta diferencial   de los genes fasn, Amgcr y /d/r podria explicarse

por   dos   fen6menos   que   operarian   en   conj.unto.    Por   una   parte,    las   lineas

mononucleares  y  la   hepatica   podrian  activar  distintas  vias  de  transducci6n  de

sefiales,  generando  una  respuesta  diferencial  dependiente  del  tipo  celular.   Esta

respuesta estaria basicamente condicionada a la capacidad de cada tipo celular de

soportar,  segun sus recursos celulares,  la agresi6n.  De esta forma  resulta evidente

la  mayor  capacidad  de  un  hepatocito  de  contrarrestar  el  efecto  oxidativo  del  Cu

debido   entre   otras   cosas   al   poder   reductor   propiciado   por   la   abundancia   de

glutati6n.  Por  otra  parte,  la  componente  gen6tica  daria  cuenta  de  este  fen6meno,

asi  genes  de  expresi6n  tejido  especifica  como  /.ns/.g7  y  /.ns/.g2a,  que  tiene  como

funci6n  evitar  el  escape  desde  el  reticulo  hacia  la  red  trans-golgi  de  la  proteina

inmadura  de  SREBP.  La  isoforma  insig2a  se  expresa  en  hepatocitos  de  ratas  y

disminuye   su   expresi6n   bajo   estimulos   de   insulina   de   esta   forma   ocurre   el

procesamiento y posterior translocaci6n al ntlcleo de SREBplc,  activando asi a sus

genes   diana   de   forma   constitutiva   (Yabe   y   col.,   2003).   La   expresi6n   tejido

especifico,  tambi6n generarl'a diferencias en los trans-activadores,  su abundancia y
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Ia   dependencia   regulatoria   del   estimulo.   Ademas   es   necesario   considerar   la

abundancia  de  los  mRNA de estos reguladores transcripcionales  (SREBP-1a,1c y

2)  en  hepatocitos  y  c6lulas  mononucleare§  donde  no  se  reportan  datos  hasta  la

fecha.

CONCLUSION

Se    acepta    la    hip6tesis    de    que    un    aumento    en    el    Cu    extracelular

biodisponible  modifica  el  patr6n  de  expresi6n  de  genes  vinculados  a  la  biosintesis

de   colesterol.   Al   exponer   a   cobre   modelos   celulares   de   participaci6n   directa

(hepatocitos)  e  indirecta  (c6lulas  mononucleares)  en  la  homeostasis  del  metal,  se

observ6  un  aumento  en  contenido  interno  de  Cu  y  este  se  correlacion6  con  los

cambios  de  expresi6n  en  los  genes  vinculados  a  la  biosintesis  de  colesterol  y  de

acidos  grasos.  Estos  cambios  en  la  abundancia  relativa  de  los  transcritos  fueron

mediados por la  exposici6n  a  Cu  a tiempos  cortos,  e  independiente de  la dosis  de

Cu.  Finalmente existe  una expresi6n  diferencial  de estos transcritos,  es decir,  baja

expresi6n en  c6lulas  de hepatocitos y alta expresi6n  en  las c6lulas mononucleares

bajo   un   mismo   estimulo.    Posiblemente   suponiendo   una   componente   g6nica

respecto de la  abundancia de ciertos factores de transcripci6n y del  manejo a  nivel

celular de  la  sobrecarga  de  Cu y sus efectos.  Asi,  estos  resultados  contribuyen  a

entender la  relaci6n entre  un  micronutriente esencial  como  el  Cu y el  metabolismo

de   co]esterol,   sugiriendo   una   regulaci6n  transcripcional   que   puede   modificar  [a

sintesis de  colesterol  en forma tejido  especifica  indicando  una  novedosa forma  de

regulaci6n metab6lica.
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Abstract    Copper is  an  essential  micronutrient that
functions as an enzymatic cofactor in a wide range of
cellular processes.  Although  adequate  Cu  levels  are
essential  for  normal  metabolism,  excess  Cu  can  be
toxic to cells. Cellular responses to copper deficiency
and  overload  involve  changes  in  the  expression  of

genes   directly   and   indirectly   involved   in   copper
metabolism. However little is known on the effect of

physiological  copper  concentration  on  gene  expres-
sion   changes.   In   the   current   study   we   aimed   to
establish  whether  the  expression  of genes  encoding
enzymes related to cholesterol  (femges/.  femgcr, /Z%)
and fatty  acid biosynthesis and LDL receptor can be
induced by an iso-physiological copper concentration.
The iso-physiological copper concentration was deter-
mined   as   the   bioavailable   plasmatic   copper  in   a
healthy adult population.  In  doing so, two blood cell
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lines (Jurkat and THP-I) were exposed for 6 or 24 h to
iso- or supraphysiological copper concentrations. Our
results   indicated  that   in   cells   exposed   to   an   iso-

physiological copper concentration the carly induction
of   genes   involved   in   lipid   metabolism   was   not
mediated by copper itself but by  the modification of
the cellular redox status. Thus our results contributed
to   understand   the   involvement   of  copper  in   the
regulation  of  cholesterol  metabolism  under  physio-
logical conditions.

Keywords     Gene expression. Copper.
Cholesterol  . ROS  . Jurkat . THP-1

Introduction

Copper is an essential micronutrient in humans (Uauy
et al.  1998). Its ability to accept and donate electrons
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givescopperthecharacteristicofbeingaveryefficient
cofactor    for    redox    enzymes.    Copper-dependent
enzymes   participate   in   diverse   physiological   pro-
cesses,   such   as   electron   transport  by   cytochrome
c oxidase in the oxidative phosphorylation, protection
against  free radicals  such as  superoxide  ion  through
the Cu/Zn superoxide dismutase (SOD 1 ), stabilization
of extracellular matrix by cross-linking collagen and
elastin    through   protein-lysine    6-oxidase    or   iron
homeos[asis  through  ferroxidase  activity  of  cerulo-

plasmin,  among  others  (Lee  et  al.  2001).  However,
excess  copper  potentially  produces  reactive  oxygen
species  (ROS),  via Fenton-like  reaction,  which  may

promote oxidative 'damage of many biological targets
including,   lipoproteins,   DNA,   or   thiol-containing
enzymes  (Luza  and  Speisky   1996).  To  prevent  the
consequences   of   copper   deficiency   or   overload,
mammalian have evolved molecular mechanisms that
regulate  its  uptake,  intracellular  traffic,  storage,  and
efflux.Cellularresponsestovariationsincopperlevels
included  post-traductional  modifications  (Gupfa  and
Lutsenko 2009) and/or changes in the gene expression

patterns  of  the  molecular  components  involved  in
copper metabolism  (Cousins  1994).  Regarding  tran-
scriptional  mechanism.  several  studies  in  different
biological models showed that transcriptional changes
in  response  to  varying  copper  levels  include  both

genes  directly  involved  in  copper  homeostasis  (Ar-
mendariz et al. 2004; Gonzalez et al. 2008; Kelly and
Palmiter  1996;  Sadhu  and  Gedamu  1989)  and genes
involved  in   different  cellular  process  not  directly
connected to copper metabolism that, however change
their  expression   during   the   cellular   adaptation   to
copper availability (Gonzalez e[ al. 2008; Muller et al.
2007).  In  this  context.  an  interesting  link  between
copper  homeostasis  and  lipid  metabolism  has  been
reported in the literature  (Lei  1991). For instance, in
rats,  copper  deficiency  stimulates  hepatic  lipogenic

gene expression by  increasing  the  hepatic  transloca-
tion of mature SREBP-1 (Tang et al. 2000). Moreover,
in  livers  of murine  models  of Wilson's  disease,  the
high  concentration  of intracellular  copper  correlates
with a decreased expression of genes associated with
cholesterol   biosynthesis   and   with   low   cholesterol
concentration   (Huster  et   al.   2007).   However,   the
signaling   pathways   underlying   the   transcriptional
regulation   of  cholesterol   related   genes   by   copper
exposure  is  not  known.  On  one  hand,  copper  may
affect   intracellular   redox   status,   which   has   been

a springcr

connected  with  regulatory  transcriptional  pathways
(MCElwee et al. 2009; Wang et al. 2010), on the other
copper  may   modulated  metal   transcription   factors
response by itself (Heuchel et al.  1994; Lichtlen and
Schaffner  2001 ;  Saydam  et  al.  2002).  Altematively,
changes  of cellular  copper content  may  alter metal-
binding sites, via amine, thiolate, carboxyl, and other
ligands  presents  in  proteins,  including  transcription
factors,   following   via   the   Irving-Williams   order

(Cousins   1994).   In   this   scenario,   our  aim   was   to
examine whether changes in the expression of genes
encoding   enzymes   related  to   cholesterol   (frngasJ,
famgcr,/#j}) and fatty acid 0:as") biosynthesis and LDL
receptor  (JdJr)  can   be  induced  by  changes  in  the
intemalcontentofthemetalorbyamodificationofthe
cellular redox  status.  In  doing  so,  we use two blood
cell  lines  (Jurkat  and  THP-1)  G'almer  et  al.  2006)
maintained during  6  or 24 h  at  iso-  or supra-  physi-
ological  copper  concentration  (2  or  20 uM  Cu-His.
respectively).  Our  results  provide  experimental  evi-
dence that in an iso-physiological extracellular copper
concentration   the   activation   of  cholesterol   related

genes correlated with a significant increment of ROS
while the intracellular copper concentration  was  still
lower than the concentration needed to induce metal-
lothionein gene expression.

Materials and methods

Cell line and reagents

The  human  leukemia T  cell  line:  Jurkat Clone  E6-I

(ATCC® Number: TIE-152TM) and human leukemia
monocyte:   THP-1   (ATCC®  Number:   TIB-202TM)
were   acquired   from   the   American   Type   Culture
Collection  (Rockville,  MD,  USA).  Cells  were main-
tained in Rmfl 1640 medium (Gibko, Grand Island,
NY,   USA)   supplemented   with   10  7o   fetal   bovine
serum,  100 U/ml  of penicillin,  loo  ng/ml  of strepto-
mycin   at   37  °C   and   5  %   C02.   These  cells   were
cultured at a density of 7.5  x   105 cells/well (8  x   104
cell/cm2)   in   6-well   plates   for  6   and  24 h   to   the
70-80  % confluence.

Cu-His treatments

Copper was supplemented to  the culture medium, as
Cu-His  complex  (i:10  ratio)  (Tapia  et  al.  2003),  to
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reach iso- or supra-physiological  concentration (2 or
20  iiM) for 6 or 24 h (Linder and Hazegh-Azam 1996;
Suazo  et al.  2008).  For copper depletion,  cells  were
incubated   48 h   previous   to   copper   treatment   in
medium supplemented with 200  tlM of bathocuproine
disulfonic  acid  a3CS),  and  then  washed  three  times
with   PBS-EDTA.   Relative   survival   of  cells   was
evaluated by using I\AIT (trypan blue and 3-(4,5-105
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium      bro-
mide) reduction assay as described previously (Tapia
et  al.  2003).  The  viability  was  above  85  %  in  all
treatments with Cu-His. All analyses were performed
in triplicate samples.

Intracellular copper content

For  copper  content  quantification,   cells  were  pro-
cessed as described in (Tapia et al. 2003). Briefly, cells
were digested in nitric acid (JT Baker, Phyllisburg, NJ,
USA) in a vortex and diluted with distilled deionized
water.  Then  samples  were  incubated  at  60 °C  over-
night.  The  copper  concentration  was  determined  by
means of a graphite furnace  atomic adsorption spec-
trophotometer  (AAS,  Perkin  Elmer;  SIMMA  6100,
Shelton, CT, USA). Calibration was against a standard
curve prepared using dilutions of a copper standard (J.
T.  Baker,  Phyllisburg,  NJ,  USA).   and  the  sample
values were normalized to the total protein content.

ROS detemination

Intracellular ROS  was determined using 2',7'-dichlo-
rodihydro fluorescein diacetate (H2DCF-DA) (Sigma-
Aldrich  Colp.,  St.  Louis.  MO,  USA)  as  described

(Steinbrenner et al. 2005). Cells were exposed to Cu-
His (2 and 20 iiM) for the indicated times (6 and 24 h)
and then stained with H2DCF-DA (10  prho for 30 min
at  37  °C  and  5  %  C02  in  the  dark.  After that,  cells
washed  twice  with  PBS  and  measured  fluorescence

(excitation:  485  nqu,  emission:  545  nm).  The  mean
data was normalized to the total protein content.

RNA extraction and CDNA synthesis

Total RNA extraction from cells was carried out using
Tri-reagent  (Ambion,  Austin,  TX,  USA),  following
manufacturer  recommendations.  RNA  quantity  was

determined  through  an  MBA  2000  (Perkin  Elmer,
Norwalk, CT, USA) at 260 nm and RNA purity was
ascertained from optical density ratio at 260/280 nm.
The  total  RNA  extraction  was  treated  with  DNAse
(DNAse   I)   (Ambion,   Austin,   TX,   USA)   and   the
integrity  was  checked  by  denaturant  gel.   1.5  pug  of
RNA was used to synthesize single-strand CDNA with
reverse  transcrip[ase  (M-MLV)  (Promega,  Madison,
WI, USA), plus RNAse inhibitor (RNAsin) (Promega,
Madison,   WI,   USA)   according   to   manufacturer
recommendations.

Real-time RT-PCR

Reactions  were  carried  out in  a Lightcycler System
1.5  (Roche  Diagnostics,  GmbH,  Rotkreuz,  Switzer-
land)  using Platinum SYBR Green qpcR SuperMix-
UDG (Applied Biosystems, CA, USA). Primers were
designed  using  Perlprimer software  (Marshall  2004)
and  are  described  in  Table  ls  (see  supplementary
material). Reaction mixes were performed in a volume
of  15  ttl  containing  2 mM  Mgc12,  5 pmol  of  each

primer and 12 ng of CDNA (1 : 15 dilution). Efficiency
was  detemined  for  each  sample  and  gene  by  Lin-
RegpcR  v7.5  using  data obtained  from exponential

phase of each individual amplification plot (Ramakers
et al. 2003). Human RPLPO (de Cremoux et al. 2004)
was used as gene reference to nomalize the expres-
sion levels between the samples (Dheda et al.  2004).
The   following  standard  thermal  profile  was   used:
2 min at 50  °C, 2 min at 95  °C, 40 repetitions of 5  s at
95  °C and  15  s at 60  °C, and a final  stage of 15  s at
72 °C.  mRNA  abundance  data  for  each  gene  are
expressed  as  fold  change  according  Pfaff  method
(Pfaffl 2001).

Statistical and data analysis

Statistical  analysis  was  perfomed  using  Graphpad
Prism 4 softwae (Graphpad, Sam Diego, CA). Differ-
ences   between   multiple   groups   were   assessed   by
ANOVA  using Tukey's post-test.  A mix  model  two
ways ANOVA was  used in Fig.  1.  Statistical  signif-
icance was defined asp  < 0.05. The data ofFig.  2 was
fitted to four parameters logistic (4PL) equation using
non-linear regression analysis.

a springer
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Fig.  1   Copper and ROS contents in Jurkat cells. a lnlracellular
copper content was  measured  by  AAS  in Jurkat  cells  supple-
mented with 2 and 20 iiM of Cu-His for 6 (gray bars) and 24 h
(bJack  bars)  and  24 h  without  su|)p]ementation  as  a  control.
(whi./c bqrT).  Cells treated with BCS  (200  uM)  for 48  h (J!.g*f
grt]y  barf).  b  ROS  production  was  measured  by  fluorescent
detection  of  DCF  (excitation:  485  nm,  emission:  545 nm)  in

1234

Cu (nmole/mg protein)

Fig. 2   Correlation  tietween  intracctlular  copper  content  and
ml2a  transcript  levels  when  cells  were  exposure  [o  graded
concentrations of the metal  (data from  Fig.  1a,  b).  Values  are

%£rseu5csefduna:tj:::j=ST#9t[n.=r:i.wTnedj::feT::ffi:t:d:%3
treatment

Results

Copper and ROS contents in Jurkat cells exposed
to iso- and supra-physiological copper
concentrations

First, we evaluated the effect of copper supply on the
uptake  of copper  in  the  Jurkat cell  model.  For  this,
cells were exposed to copper in the fom of Cu-His
complex   (1:10)   to   improve   the   uptake   of  metal
because this fom is more similar to the copper that
is  available  in  the  plasma  0)eschamps  et  al.  2004;
Kreuder  et al.  1993).  Cells  were  supplemented with
Cu-His   (2  iiM)   during   6   and   24 h.   This   copper

@ springer

cells  treated  as  described  in  (a)  and  values  are  expressed  as
mean ± SEM  from # = 6.  c  mr2a  mnscript  abundance  was
quantified by real time RT-PCR and normalized with the values
of  the   housekeeping   gene   (rp/pO)   in   cells   treated   as   was
described  in  (a).  Values  for  (a,  b  and  c)   are  expressed  as
mean ± SEM from n = 5. Asfcri.ds indicate significan. differ-
ence (*p < 0.05, ANOVA, Tukey post-hoc test)

concentration is within the iso-physiological range of
bioavailable copper (Suazo et al. 2008), as calculated
from  plasmatic  levels  of  non-ceruloplasmin  copper
data obtained from healthy adults that represented the
5  %  highest  and  lowest  extremes  in  the  distribution
curve of serum  ceruloplasmin  concentrations  of 800
individuals  (Suazo  et al.  2008).  Therefore,  a supple-
ment  of  20 |lM  of  Cu-His  was  used  as  a  supra-
physiological  copper  exposure  (Linder  &  Hazegh-
Azam   1996).   In   addition,   BCS   a  specific   copper
chelator, was used to evaluate the effect of the copper
depletion.   In   the   control   condition,   the  unsupple-
mented medium contained 0.4 iiM of copper accord-
ing to Tapia et al. 2004. The results showed that both
copper  exposure  and  BCS   treatment  modified  the
intracellular concentration of the metal (Fig.  1a). The
variations    in    copper    contents    were    both    dose

(2-20 iiM  of Cu-His)  and  time-dependent  (6-24 h)
and a two way ANOVA mixed model (dose x time)
revealed the  interaction  of both  variables.  However,
90 % of the variation was dependent on the dose, with
a maximum of 3.2 nmol Cu/mg protein after 24 h of
exposure to 20 iiM (Fig.  1a).  Given that, increase of
intracellular  copper  can  lead  to  ROS   (Gaetke  and
Chow   2003:   Kehrer   2000),   we   analyzed   whether
intracellular  ROS  level  was  affected  in  Jurkat  cells
exposed  to  copper  (Fig.  1b).  ROS  increased  signifi-
cantly  after  6  and  24 h  in  the  cells  exposed  to  iso-

physiological   copper  concentration,   however  more
ROS was accumulated in the cells treated with 20  iiM
of Cu-His  compared  with  2 ilM  Cu-His  treatment
(Fig.  lb).
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Induction of metallothionein gene expression
in Jurkat cells is controlled by the level
of intracellular copper

We evaluated the transcriptional response mr2a gene
under   the   same   conditions    of   copper   exposure
described above. This gene that encodes the metallo-
thionein 2A protein has been reported to be responsive
to copper in a wide range of conditions (Panwels et al.
1994;  Sadhu  and  Gedamu   1989;  Tapia  et  al.  2004;
Thiele 1992). A significant increase in mf2a transcript
abundance was detected after 6 and 24 h of exposure
to   20 |lM   of   Cu-His   (Fig.  1c).   To   analyze   the
correlation  between  mRNA  abundance  of ml2a  and
intracellular   copper   content,    we   re-assessed   the
expression data with respect to the intracellular copper
content in the Jurkat cells exposed to different copper
concentrations for 6 and 24 h, as presented in Fig.  2.
The  results  indicated  a positive  correlation  between
the   internal   contents   of  copper   and   the   mRNA
abundance of mr2a, which fits with a logistic regres-
sion  model  (see  "Materials  and  methods"  section).
Thus below 2 nmol Cu/mg protein. a basal expression
level   of  mJ2cz   was   measured,   however   when   the
content exceeded this level, mf2cz abundance increased
more than five times (Fig.  2).

Physiological copper concentration induces
the expression of cholesterol and fatty acid genes

To  assess  whether iso-  or supra-physiological  extra-
cellular copper were able to induce the expression of
cholesterol  genes  we measured  transcript abundance
of key genes associated with lipid metabolism, such as
famgcsJ,  hogcr and/Z#J genes that encode enzymes
involved in  the biosynthesis cholesterol  from  acetyl-
CoA. In addition we quantified the mRNA abundance
of /dJr,  an important receptor in  the incorporation of
exogenous cholesterol and that of/as#, a key enzyme
in  the biosynthesis of fatty  acids  from malonyl-CoA
a=ig.  3).   All   these   genes   showed   a   significantly
increment in their abundance after 6 h of exposure to
2 and 20  iiM copper, similar results were observed for
ftmgasJ, /clsm  and  /dJr  when  the  monocyte  line  cell
THP-1  was  used  (see  Fig.1S).  For/Zfi/  increase  in
transcript abundance was still observed after 24 h of
exposure  to  2  and  20 iiM  of  extracellular  Cu-His,
whereas  in  the  case  of  h}7.gasJ  increased  levels  of
transcripts were detected only after 24 h of exposure

to   20 |lM   of   Cu-His   G]ig. 3).   The   other   three
transcripts (fomgcr,  Jd/r and/as#) showed a transient
increment in abundance reaching a maximum at 6 h of
Cu-His exposure (2 and 20 |lM) and decreasing after
that  to  the  level  measured  in  cells  non-exposed  to
copper  (white  bar,  Fig.  3).   Similar  temporal  gene
expression pattern was observed in THP-1  cells for
femgcs/,  Jd/r and/aF#  (Fig.1S).  However the BCS
abolished  the  early  transcriptional  response  of Jd/r
and  /asn   at   iso   and   supra-physiological   copper
concentration  (right  panel,  Fig.  3),  suggesting  that
this  response  is  sensitive  to  decrease  a  basal  intra-
cellular copper content. These results obtained with

peripheral  blood  mononuclear  cell  lines  indicated
that  transcripts  level  of genes  that encoded protein
involved  in  cholesterol  and  fatty  acid  metabolism
were  modified  early  (6 h)  in  response  to  an  iso-

physiological copper exposure.

Discussion

In this paper, we evaluated the transcriptional conse-

quences of intracellular copper increment and/or ROS
accumulation  in  peripheral  blood  mononuclear  cell
lines  exposed  to  iso-  and  supra-physiological  extra-
cellular  copper.   We   aimed   to   assess   whether  the
expression  of genes  that  are  not  directly  associated
with  copper  metabolism  (cholesterol  and  fatty  acid

genes) was affected in this range of copper exposure.
As a first step, we defined cell culture conditions that
increaseintracellularcoppercontentandexpressionof
ml2a gene.  Our results indicated that in Jurkat cells,
the ml2a was only induced when intracellular copper
reached  a  threshold  level  of 2 nmol  Cu/mg  protein
after either 6 or 24 h of exposure to supra-physiolog-
ical   concentration   of   extracellular   copper.   These
results are in agreement with the metallothionein gene
expression  is  controlled  by  the  level  of in{racellular
copper (Huster et al. 2007; Sadhu and Gedamu  1989;
Tapia et al. 2004). In contrast, the expression of genes
involved  in  lipid  metabolism,  was  induced  by  iso-

physiological  concentration  of  extracellular  copper
and,  thus  the  intracellular  copper  concentration  was
below the experimental threshold level calculated for
ml2c}   induction.   These   results   suggest   that   lipid
metabolism genes were induced by a mechanism that

probably  depend  on  copper  exposure  but  it  did  not
require a Significant increment of intracellular copper.

a springer
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Fig. 3   Relative transcript abundance of lipid metabolism genes
incellsexposedtocopper.Thediagramkeygenesincholesterol
biosynthesis (ftmgcsJ, timgcr andj27//J) of fatty acids 0:asn) and
uptake of cholesterol (JCJJr). Jurkat cells were supplemented with
0, 2 and 20 pM of Cu-His for 6 h (gmy bars) and 24 h (bJack
bars) of exposure  to  the metal  Relative  transcript levels  were
analyzed by real .ime. RT-PCR (Jc/i paneJ). Cells treament with

Interestingly,   it   has   been   shown   that   null   or
marginalincrementsofintracellularcoppermayaffect
the  redox  status  of  cells  (Gaetke  and  Chow  2003;
Kehrer 2000), which in turn can induce transcriptional
changes in a range of minutes to hours (Sekiya et al.
2008, 2004;  Svensson et al. 2003). In support of this

possibility,  a previous  work has  showed that human
macrophages maintained for 6 h in a medium supple-
mented with a low concentration of copper (0.4  iiM of
CuS04)  increased  the  expression  of /d/r and  femgcr
(Svensson et al.  2003).  Considering  that the level  of
non-Cp  copper observed in healthy  adults,  with  low
level  of ceruloplasmin,  is  1.1  ± 0.5  Hmolrfu  (Suazo
et al. 2008), supplements of o.4 iiM of cus04 may be
considered  as  an  iso-physiological  plasmatic  copper
concentration.  Moreover,  transcriptional  changes  of

genes   encoding   proteins    involved   in    fatty   acid

a Springer
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200 iiM of BCS (light gray bars) for 48 h and 2 and 20 pM of
Cu-Hisfor6h(graybars,righ[panel).Datashownaretranscript
abundance   relative   to   gene   reference   ®r/pO).   Values   are
expressed  as mean  ±  SEM  in  tr]plicate  and as/cn.sds  indicate
significant  difference   (*/? < 0.05,   ANOVA,  Tukey  post-hoe
test)

metabolism  have  been  induced  in  cells  treated  with
H202  (Sekiya  et  al.  2008),  suggesting  that  a  small
increment of intracellular copper may induce expres-
sion   of   genes   associated   with   lipid   metabolism
through a copper dependent change of cellular redox
status.  In  this  work,  we  showed  a  direct  correlation
between   extracellular   level   of   copper   and   ROS
accumulation in Jurkat cells, suggesting that the early
induction of the lipid genes in cells exposed to an iso-

physiological copper concentration may be mediated
by the early accumulation of ROS.

In  this  context  we  propose  a  two-step  Signaling

pathway  activated by  an  iso-physiological  plasmatic
copper  level:   1)  a  slight  increment  of  intracellular
copper  modifies   the  redox  status  of  cells,   and  2)
changes of redox  status  may  promote  the activity  of
transcription   factors,   for   example   SREBP-la,   -1c
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and -2 belonging transcription factor SREBPs family
(Amemiya-Kudo et al.  2002;  Burkhead et al.  2011).
However, the strongest up-regulation of Jd/r and/cls#
after6hofexposureto2iiMcopperseemedtodepend
on  a  basal  intracellular  copper  content,  which  was
necessary  to  elicit gene  activation  under iso-physio-
logical conditions. Even though  further investigation
is  required  to  elucidate  the  molecular  bases  of  the
signaling pathway activated by  iso-physiological cop-

per level.  our results suggest that variations in copper
bioavailable  even  in  a physiological  range,  might  be
affect  cellular  processes  linked  to  lipid  metabolism,
amongthemcell<ellinteraction,cellsignalingthrough
lipid  rafts  or  just  de  Hovo  cholesterol  biosynthesis.
However, further investigation is required to elucidate
the molecular bases of the signaling pathway activated
by iso-physiological copper level.
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