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RESUMEN

La esencialidad del cobre para los organismos eucariontes reside en el papel que juega
en la transferencia de electrones a enzimas que cumplen funciones tan indispensables y
dispares como la respiracién celular y la sintesis de neurotransmisores. Es esta misma
capacidad de transferir electrones al fluctuar entre 2 estados de oxidacién, Cu*' y Cu™?,
la que confiere al metal el poder de catalizar la formacion de especies radicales libres y
lo hace en potencia toxico cuando sus niveles exceden los requeridos por la célula. En
vista de ello, las células cuentan con una maquinaria homeostatica cuyos elementos
regulan siempre muy de cerca la entrada, distribucién, almacenamienamiento y salida
del cobre. El presente trabajo pretende profundizar en las consecuencias fisiologicas y
transcripcionales que arrastra la carencia de uno de estos mencionados elementos,
metalotioneina, proteina involucrada en el almacenamiento de cobre y zinc y también
asociada a una serie de funciones citoprotectoras. Con este propdsito, se caracterizé dos
lineas de fibroblastos de rat6n, silvestres y mutantes para los genes de metalotioneina 1 y
2, en términos de proliferacion, resistencia a concentraciones suprafisioldgicas de cobre
y abundancia intracelular de metales. La ausencia de metalotioneina no tuvo repercusion
en estas variables, pero si afect6 la capacidad de la célula para regular el contenido
interno de cobre frente a un exceso en la disponibilidad del metal. El comportamiento
transcripcional de ambos tipos celulares frente a concentraciones suprafisiologicas de
cobre fue posteriormente analizado a través de ensayos de hibridaciones en
microarregios. Nuestros resultados indican que, en fibroblastos expuestos a cobre, la

ausencia de metalotioneina se correlaciona con un detrimento en la abundancia de
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diversos genes vinculados al metabolismo de metales, el estrés oxidativo, el estrés
térmico y el ciclo de ubiquitinacién, lo que podria indicar que la pérdida de
metalotioneina conlleva un cambio en el manejo intracelular de cobre que afecta el
estado redox del fibroblasto. Alternativamente, la ausencia de metalotioneina podria
afectar la via de activacion de Mtf-1 u otros factores de transcripcion. Las
observaciones aqui expuestas apoyan ambas posibilidades y sugieren que metalotioneina
tiene un importante rol en los procesos de proteccion celular y en la red de regulacion

génica ligada a la adaptacion celular a cobre.
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ABSTRACT

Copper essentiality in eukaryotic organisms relies on the role the metal occupies
in electron transfer to enzymes bearing functions as crucial and unlike as cellular
respiration and neurotransmitter synthesis. It is the same ability to exchange electrons by
alternating between two oxidating states, Cu'' and Cu™, what confers to the metal the
capacity to catalyze the formation of free radical species thus making it potentially toxic
when its levels exceed cellular requirements. Taking this into account, cells are provided
with a homeostatic machinery whose elements always regulate very closely the entrance,
distribution, storage and exit of copper. The present work aims to gain a deeper insight
into the physiological and transcriptional consequences triggered by the lack of one of
these afore mentioned components, metallothionein, a protein involved in copper and
zinc storage and also linked to a series of citoprotective functions. Whith this purpose,
two cell lines, bearing wild type and mutant metallothionein 1 and 2 genes, were
characterized in terms of proliferation, copper-supraphysiological concentrations and
intracellular abundance of metals. The absence of metaliothionein did not have effects
on this variables, although it did affect the ability of the cell to regulate the internal
content of copper when exposed to an excess in the metal availability. Transcriptional
behaviour of both cell types cultivated in presence of copper supraphysiological
concentrations was subsequently analyzed through microarray hybridization essays. Qur
results indicate that, in copper expos;ed fibroblasts, the absence of metallothionein is
correlated with a decrease in the abundance of diverse genes linked to metal metabolism,

oxidative stress, heat shock and the ubiquitination cycle, which could indicate that
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metallothionein loss carries a change in intracellular copper handling that affects the cell
redox state. Alternatively, the absence of metallothionein could affect the activation
pathway Mtf-1 or other transcription factors. The results exposed in the present work
support both possibilities and suggest that metallothionein has an important role in the
cellular protection processes and the gene regulatory network associated to cellular

adaptation to copper.
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INTRODUCCION

1. El cobre como nutriente

El cobre es un metal de transicion indispensable para la ocurrencia de un amplio
rango de procesos bioldgicos, entre los que se incluye la sintesis de neurotransmisores,
de melanina, la respiracion celular y la defensa contra radicales libres. El cobre puede
existir en estado oxidado, Cu'?, o reducido, Cu"!, y su rol en la facilitaciéon de la
transferencia de electrones en diversas enzimas da cuenta de su esencialidad para la vida
de todos los organismos eucariontes y también de algunos procariontes (Uauy y col,

1998).

2. El cobre como agente toxico

Pese a su condicion de nutriente esencial, la acumulacion de cobre por sobre los
requerimientos celulares puede llegar a ser toxica a raiz de la naturaleza redox activa de
este metal, que facilita entonces la formacion de radicales libres con el consiguiente
dafio oxidativo en lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Para sobrellevar Ia dualidad del
caracter indispensable pero en potencia tdxico del cobre, las células se han provisto de
sofisticados mecanismos homeostaticos que les permiten mangjar muy finamente la
entrada, distribucién, almacenamiento y salida del metal (Puig y col, 2002). Ello explica
una destacable observacion: al interior de una célula eucarionte es, en teoria,
virtualmente imposible encontrar un atomo de cobre libre (Rae y col, 1999). Algunas de

las principales moléculas encargadas de unir cobre estin representada por la familia de

las metalotioneinas,




3. Las metalotioneinas

Las metalotioneinas son proteinas de bajo peso molecular conformadas por 60 a
70 aminoacidos, de los que alrededor de un 30% corresponde a cisteinas (Tapiero y
Tew, 2003). Esta especial estructura primaria es sumamente conservada en eucariontes y
confiere a este grupo de proteinas la capacidad de coordinar con gran afinidad dtomos de
elementos traza tales como cobre y zinc (Palmiter, 1998). Existen cuatro genes
funcionales conocidos para metalotioneina, denominados mtl, me2, mt3 y mt4, los que
en humanos dan en conjunto origen a por lo menos 12 isoformas. Mientras que Mt3 es
expresada sélo en el cerebro y Mt4 es especifica de epitelio escamoso asociado a
mucosa bucal, eséfago e intestino grueso, Mtl y Mt2 son ubicuas en los tejidos
animales. Las metalotioneinas han sido ligadas a una serie de funciones, tales como el
almacenamiento de cobre y zinc, la resistencia a metales pesados, la respuesta
antiinflamatoria y antioxidante, la proteccidn contra el dafio oxidativo, la resistencia a
radiacion y también la proliferacion y apoptosis (Palmiter, 1998; Coyle y col, 2002). A
raiz de la vartedad de procesos en las que parecen estar involucradas, no existe en la
actualidad un consenso acerca de su rol biolégico o sus mecanismos de accidn, aunque si
es de comin acuerdo que otorga proteccion frente a una variedad de condiciones que
ponen en riesgo la integridad celular. Los modelos de animales mutantes generados en
raton se han visto aquejados por una variedad de deficiencias, tales como una
exacerbada sensibilidad a los efectos toxicos de plomo (Waalkes y col, 2004), cadmio
(Masters y col, 1994), mercurio (Yoshida y col, 1999) y niquel (Wesselkamper y col,

2005). disminucidn en el desempefio neurocognitivo (Levin y col, 2006), reduccion del

tamafio axonal (Stankovic, 2005), mayor muerte neuronal secundaria (Natale y col,




2004) y disfunciones en la actividad de células macréfagas (Sugiura y col, 2004), entre

otros.

4. Metalotioneina y regulacion génica

Una serie de estudios ha explorado la capacidad de las metalotioneinas, que en
condiciones fisiologicas se encuentras saturadas de zinc, para intercambiar este i6n con
factores de transcripcioén zinc dependientes. En modelos in vitro ha sido descrita la
transferencia o remocién de zinc por parte de metalotioneina hacia factores de
transcripcion tales como Spl (Zeng y col, 1991a), TFIIIA (Zeng y col, 1991b), el
receptor de estrogenos (Cano-Gauci y col, 1996), Tramtrack (Roesijadi y col, 1998) y
Mtf-1 (Zhang y col, 2003). Este 1iltimo factor de transcripcion, cuyo nombre proviene de
la denominacion “Metal Response Factor” o factor de respuesta a metales, es de especial
interés para la homeostasis de cobre ya que controla la transcripcion de mtl y mi2, y
también del transportador de eflujo de zinc zmtl. Otros genes tales como alfa
fetoproteina, C/EBP alfa, lipocalina 1 y gama-ges también podrian estar regulados por
este factor de transcripeion (Lichtlen y col, 2001). Trabajos previamente realizados en
nuestro laboratorio (Tapia y col, 2004) sefialan que fibroblastos murinos de una linea
celular de genotipo silvestre aumentan los niveles de transcrito para los genes ccs, sodl
y mil ante un incremento en el cobre disponible. Sin embargo, en una segunda linea
celular cuyo genotipo difiere en la insercién de un codon de término cercano al inicio de
la traduccion en los genes que codifican para las metalotioneinas 1 y 2, los mismos
mensajeros permanecen invariantes o disminuyen su abundancia. Estos resultados

indican que frente a un idéntico factor externo, la presencia o ausencia de Mt determina




una respuesta celular diferencial y sugieren por lo tanto un papel de Mt como parte de la
via que regula la expresion de genes implicados en el metabolismo del cobre o el manejo
del estrés oxidativo. Como una manera de profundizar en el papel de la metalotioneina
en la homeostasis de cobre, el presente trabajo pretende contrastar el comportamiento
fisiologico y transcripcional de dos lineas celulares, una silvestre y la otra mutante para
los genes que codifican las metalotioneinas ubicuas 1 y 2, ante concentraciones
suprafisiologicas del metal. Con este propdsito, se caracterizé 2 lineas de fibroblastos de
raton silvestres y mutantes para los genes de metalotioneina 1 y 2 en témminos de
proliferacion, resistencia a concentraciones suprafisioldgicas de cobre y acumulacion de
metales. El comportamiento transcripcional de ambos tipos celulares en condiciones de
exceso de cobre fue posteriormente analizado a través de ensayos de hibridacion en

microarreglos.

5. Hipoétesis
La pérdida de metalotioneina repercute en la respuesta transcripcional global a un
exceso de cobre, y no solo afecta la induccion de los genes controlados por el factor de

transcripcion Mif-1.




6. Objetivo General
Estudiar las consecuencias transcripcionales y fisiologicas que conlleva la ausencia de

Mt en la adaptacion a concentraciones suprafisioldgicas de cobre.

. 7. Objetivos Especificos
a. Caracterizar lineas celulares silvestres y mutantes para metalotioneina en términos de

morfologia, proliferacion y contenido de metales en condiciones normales de cultivo.

Con el objeto de evaluar las repercusiones de la pérdida de Mt en células no
expuestas a situaciones de estrés, fue contrastada la proliferaciéon y la abundancia

intracelular de metales en ambas lineas celulares, bajo condiciones de cultivo normales.

b. Determinar el efecto de la exposicion a cobre en fibroblastos mt+ y mt- en términos

de viabilidad y contenido de metales.

En el desarrollo de este objetivo se analiz6 el comportamiento de variables como
la sobrevida y la acumulacién de metales en fibroblastos silvestres y mutantes para

metalotioneina cultivados durante 48 horas en la presencia de Cu:His 50 ¢ 100 pM.




c. Identificar transcritos cuya abundancia aumenta con la exposicién a cobre en los
fibroblastos mt+ y mt-.

Para ello, las condiciones experimentales utilizadas en la ejecucion de los
objetivos a y b fueron replicadas con el objeto de obtener muestras de RNA que se
enviaron al Departamento de Toxicologia y Nutricién de la Universidad de California en
Berkeley, donde fueron analizadas a través de la metodologia de microarreglos
(microarrays) y se generé una base de datos de los transcritos identificados como

“regulados positivamente” ante la exposicion a cobre en cada linea celular.

d. Caracterizar los transcritos presentes en la base de datos generada.

El analisis bioinformatico y bibliografico permiti¢ determinar la identidad y la
funcion de los transcritos en la base de datos y establecer diferencias en el
comportamiento transcripcional de las lineas silvestre y mutante para metalotioneina., e
identificar de este modo procesos donde la presencia de metalotioneina puede ser de

relevancia.




MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES
1.1. Lineas Celulares

Para el desarrollo del presente trabajo se hizo uso de dos lineas de fibroblastos de
rat(')r; inmortalizados por infeccién viral (Kelly y Palmiter, 1996). Ambas provienen de
la progenie del cruce de una cepa de ratones mutantes para el gen de la ATPasa de eflujo
de Menkes (Kelly v Palmiter, 1996), atp7a, localizado en el cromosoma X, con una
segunda cepa de ratones mutantes para los genes que codifican las metalotioneinas 1 y 2
(Masters y col, 1994). Asi se dio origen a las lineas celulares m¢+ y mi- utilizadas en esta
tesis, las que fueron donadas amablemente por el Doctor Johnathan Gitlin de la

Universidad de Washington.

1.2. Anticuerpos

a) Anti-Actina: adquirido a través de Sigma (Illinois, EUA), es un anticuerpo
monoclonal producido en ratén que reconoce un epitope conservado que se localiza en el
extremo C terminal y es comiin a todas las isoformas de actina.

b) Anti-IgG: es un anticuerpo monoclonal contra la inmunoglobulina G de ratén
comercializado por Rockland (Pensilvania, EUA), el que ademds estd conjugado a
fluoresceina isotiocianato (FITC) por 1o que emite un maximo de fluorescencia a una

longitud de onda de 528 nm.




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

(New Jersey, EUA), Sigma (Iilinocis, EUA) y Winkler (Santiago, Chile).

2. METODOS
2.1. Cultivo y tratamiento de lineas celulares
2.1.1. Mantencion de lineas celulares en cultivo

Las lineas mt+ y mi- fueron sistematicamente mantenidas a 37 °C en una
atmosfera de 5% de CO,, suplementadas con medio Dulbecco modificado (DMEM) con
10% (v/v) de suero fetal bovino, penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100 pg/mL),
Cu 0,44 pM (Gibco BRL, Maryland, EUA), en placas circulares de 65 ¢ 100 mm de
didmetro (Tapia y col, 2004), Al cabo de 2 a 3 dias en la placa, cuando las células
alcanzaban cerca de un 80% de confluencia, eran lavadas 2 ¢ 3 veces con una solucion
tampén de fosfato salino pH 7,4 (PBS) y recuperadas a través de una tripsinizacion
suave con 0,05% tripsina y 5,3 mM EDTA - 4Na en PBS por alrededor de 3 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente eran centrifugadas a 3000 rpm por 3 minutos,
resuspendidas en 1 mL de PBS y nuevamente centrifugadas por otros 3 minutos a 3000
rpm, para luego ser sembradas en una nueva placa con medio fresco a una densidad

aproximada de 3000 células/cm® (2.1.2.).




2.1.2. Conteo por tincion con azul tripan

El nimero de células vivas en una determinada muestra fue determinado
mediante el conteo en una cdmara de NeuBauer de células tefiidas con azul tripan
diluidas en una proporcion 1:10 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Montana, EUA)

(Armendariz y col, 2006).

2.1.3. Almacenamiento de lineas celulares

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

(ver 2.1.2.).

2.1.4. Tratamientos con cobre

Ambas lineas celulares fueron sometidas a tratamientos con concentraciones de
cobre, donde las condiciones de cultivo estandar descritas en 2.1.1. fueron usadas como
estado de referencia o control. En esta situacion, la concentracion de cobre en el medio
es de 0,44 uM (Tapia y col, 2004). Fibroblastos mi+ y mt- fueron sembrados a una
densidad aproximada de 10,2 x 10? células/cm?, y transcurridas 20 horas post-siembra, el
medio nutritivo fue reemplazado por medio fresco sin suplemento de cobre o por medio
con un suplemento de 50 6 100 pM de complejo Cu-His (en proporcion 1:10), al que

estuvieron expuestas durante 48 horas. Una vez acabado el periodo de tratamiento, las




células fueron procesadas segin fuese pertinente para aislar RNA (2.3.3.), cuantificar

metales (2.2,1.), o estimar viabilidad en un ensayo de MTT (2.2.3.) 0 azul tripan (2.1.2.).

2.2. Procedimientos generales
2.2.1. Cuantificacion de metales

La cuantificacion de la abundancia intracelular de cobre, hierro y zinc fue
registrada en fibroblastos mt+ y mt- sembrados en placas de 6 pocillos sometidos a
tratamientos con cobre (2.1.4.). El medio fue retirado y los fibroblastos ya tratados se
lavaron 2 veces con PBS. Las células fueron posteriormente sometidas a tripsinizacién
(2.1.1.), centrifugadas a 3000 rpm por 3 minutos y resuspendidas en 150 pL de PBS. De
este volumen, 50 pL fueron destinados para cuantificar proteinas (2.2.2.) y los 100 puL
restantes (aproximadamente 8 x 10° células), resuspendidos en 1 mL de 4cido nitrico
65% (v/v) en agua desionizada bi destilada. Esta resuspension celular fue incubada por
16 horas a 65 °C, con el proposito de completar la lisis dcida (Gonzélez y col, 1999).
Para cuantificar el contenido intracelular de cobre y hierro se utilizé un espectrometro
de absorcion atomica (AAS) con horno de grafito SIMMA 6100 (Perkin Elmer,
Massachussets, EUA), cuyo limite de deteccion circunda las partes por billén (ppb). La
abundancia de zinc, en cambio, fue estimada en un espectrometro de absorcion de llama
(2280 Perkin Elmer, Massachussets, EUA) que tiene un limite del orden de partes por
millon (ppm). A través de curvas de calibracién con diluciones seriadas de estandares
para cada metal (JT Baker, New Jersey, EUA), la lectura de cada muestra fue expresada

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

La abundancia de proteinas en distintas muestras fue cuantificada a través del
método de Bradford (Bradford, 1976). 2-4 x10° células fueron lisadas en NaOH 0,5 N,
Tritén 0,1 % v/v y diluidas en agua destilada y reactivo de Bradford en proporcion 1:8:1.
La cnantificacién fue efectuada a una longitud de onda de 595 nm en un
espectrofotometro Perkin Elmer MBA 2000 (Massachussets, EUA), y la concentracion
de cada muestra fue interpolada por medio de una curva de calibracién hecha con
concentraciones conocidas de albiimina de suero bovino (BSA) (Gibco BRL, Maryland,

EUA).

2.2.3. Estimacion de la viabilidad celular (MTT)

Las células tratadas en placas de 24 pocillos fueron lavadas con PBS e incubadas
durante 1 hora a 37 °C en 300 pL de medio DMEM suplementado con 5 mg/mL de
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) (Cole, 1986). Una vez
finalizado el periodo de incubacidn, el medio fue reemplazado por 200 pL de
isopropanol 70 % v/v HCI 0,04 M para permitir durante 15 minutos a temperatura
ambiente la solubilizacion de la sal de formazan, producto de la metabolizacion
mitocondrial de MTT. La abundancia de formazin en cada pocillo fue estimada por
colorimetria, mediante el registro en un lector de Elisa EIx800 (Bio-tek Instruments,
Vermont, EUA) de la diferencia en la absorcién a 570 y 630 nm. Los valores obtenidos

se encuentran expresados como porcentaje del promedio de las muestras control,
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2.2.4. Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Fibroblastos mt+ y mt- fueron sembrados sobre cubreobjetos redondos de 12 mm
de diametro en placas de 24 pocillos, en una densidad aproximada de 10,2 x 10°
células/cm?. Al cabo de 24 horas, cada pocillo fue lavado 2 veces con PBS y se procedio
a fijar las células con una solucion de formaldehido 3,7% v/v en PBS (Sigma) por 15
minutos a temperatura ambiente. Para permeabilizar las células, la solucion de fijacion
fue reemplazada por formaldehido 3,7% v/v Tritén X-100 0,2% v/v (Merck) y tras
incubar por 5 minutos a temperatura ambiente, se hicieron 2 lavados suaves con PBS. A
continuacion, los fibroblastos fueron incubados a 37 °C con una solucién de BSA al 3%
p/v (Gibco BRL, Maryland, EUA) en PBS durante 45 minutos. El anticuerpo primario
(anti-actina) fue diluido en una proporcién de 1:500 en BSA 3% p/v e incubado por 1
hora a 37 °C. Previo lavado con PBS, los fibroblastos fueron expuestos al anticuerpo
secundario (anti-IgG conjugado a FITC) en una dilucion de 1:250 en BSA 3% p/v alo
largo de 1 hora a 37 °C, tras lo cual fueron lavados 3 veces con PBS y 1 vez con agua
destilada. Por ultimo, los cubreobjetos fueron montados sobre vidrio y analizados en un
microscopio de epifluorescencia Labophot-2 (Nikon, Tokio, Japdén). Las imagenes
fueron capturadas mediante una cdmara Digital Science DC120 (Kodak, Nueva York,
EUA). A modo de control, fueron incluidas preparaciones donde no se incubé con el

primer o el segundo anticuerpo (Armendariz y col, 2006).
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2.3. Procedimientos de biologia molecular
Las técnicas de biologia molecular fueron desarrolladas acorde a los protocolos

descritos en Ausubel y col, 1999,

2.3.1. Electroforesis

La electroforesis de muestras de DNA se efectud en geles de agarosa al 1-1,5%
p/v en TAE 1x (Acetato de Tris 40 mM, EDTA 2 mM, pH 8,5), solucién que ademas fue
usada como tampon electroforético. Por otro lado, las electroforesis de RNA fueron
hechas en geles denaturantes de agarosa al 1,2% p/v en formaldehido 7% v/v MOPS 1X,
donde el tampon electroforético utilizado fue también MOPS 1X (Sambrook y col,
1989). . Para teflir los geles se uso bromuro de etidio al 0,1% v/v (Ausubel y col, 1999),
lo que permitié que las bandas fuesen visibles en un transiluminador de luz ultravioleta
(TFX 20.M, Vilber Lourmat, Marne-La-Vallée, Francia). La fotografia de cada gel fue
capturada mediante una camara Dc290 (Kodak, Nueva York, EUA) para analisis

posteriores.

2.3.2. Cuantificacion de DNA y RNA

La concentracion de acidos nucleicos fue determinada por medio de sondas
fluorescentes: Picogreen para DNA de doble hebra y Ribogreen para RNA (Invitrogen,
California, EUA). Cada muestra fue diluida en tampon TE (Tris HCI 10 mM, EDTA 1
mM, pH 8) entre 200 y 2000 veces, y el fluoréforo correspondiente fue agregado en una
proporcion de 1:400. La fluorescencia emitida a 520 nm se registré en un fluorimetro

Spectramax Gemini Em (Molecular Devices, California, EUA) tras excitar la muestra a
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una longitud de onda de 480 (Picogreen) o 485 nm (Ribogreen). Junto con las muestras
se incluyd una curva de calibracion confeccionada con diluciones seriadas de DNA o
RNA de concentraciéon conocida, lo que permitid transformar las lecturas de
fluorescencia a concentraciéon de dcidos nucleicos. Para cuantificar DNA de hebra
simple, se registro en un espectrofotémetro MBA 2000 (Perkin Elmer, Massachussets,
EUA) la absorbancia de las muestras a 260 nm en una cubeta de cuarzo. Del mismo
modo, la calidad de las muestras de RNA fue también verificada mediante el registro de

la absorbancia a 240, 260 y 280 nm.

2.3.3. Extraccién de RNA total

Los fibroblastos sometidos a los tratamientos descritos en 2.1.4. fueron
tripsinizados y centrifugados de acuerdo al protocolo establecido en la seccién 2.1.1. A
continuacion fueron resuspendidos en 1 mL de Tri Reagent (Ambion, Texas, EUA) y
sometidos a ruptura mecdnica con jeringas para insulina de 1 mL (BD Ultra-Fine, Nueva
Jersey, EUA). Esta resuspension fue incubada durante 10 minutos a temperatura
ambiente, mezclada con 0,2 mL de cloroformo, incubada por otros 15 minutos y
centrifugada a 12000 x g, 4 °C, por 15 minutos. El sobrenadante resultante, que contenia
el RNA, fue transferido a un nuevo tubo, mezclado con 500 pL de isopropanol, incubado
por 10 minutos a temperatura ambiente y centrifugado por 8 minutos a 12000 x g y 4 °C.
El pellet fue resuspendido en etanol 75% v/v y centrifugado a 7500 x g, 4 °C, por §
minutos. Finalmente, los restos de etanol se evaporaron incubando las muestras a 37 °C
y los RNAs fueron resuspendidos en 30 pL de agua libre de nucleasas. La integridad del

RNA fue verificada por eleciroforesis en geles denaturantes de agarosa (2.3.1.) y la
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pureza de cada muestra fue evaluada al registrar razén entre las absorbancias a
longitudes de onda de 260/280 nm (relacion entre 4cidos nucleicos y proteinas) y
260/240 nm (relacion entre dcidos nucleicos y fenoles) en un espectrofotémetro MBA

2000 (Perkin Elmer, Illinois, EUA).

2.3.4. Sintesis de cDNAs

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

mtl y g3pdh mediante PCR (2.3.5).

2.3.5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La amplificaciéon de los transcritos de mt! y g3pdh fue efectuada en una mezcla
de 8 ng/pL de cDNA templado, dNTPs 10 mM, MgCl; 50 mM, 10 mM de cada partidor

y 0,1 unidades/pL de Taq polimerasa (producida en nuestro laboratorio), en un volumen
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final de 25 pl.. Las reacciones fueron incubadas en un termociclador PTC-100 (MJ
Research, Massachusets, EUA). El protocolo de amplificacién consté de: a) un paso de
denaturacion inicial a 94 °C por 2 minutos, b) 30 ciclos de amplificacion divididos en: 1)
denaturacion, 94 °C por 30 segundos, 2) asociacion de los partidores, por 30 segundos a
la temperatura correspondiente (Tabla 1), 3) extension, 72 °C por 60 segundos, y c)
extension final, 72 °C durante 5 minutos. La secuencia de los partidores utilizados, su
respectiva temperatura de asociacion y el tamafio del amplicon correspondiente se
encuentran detallados en la Tabla 1. La presencia de amplicones como producto de esta

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

%

tccaccaccetgttgetgta

accacagtccatgccatcac

ccgtgggctgctecaaat taggaagacgetggptig

Tabla 1. Partidores utilizados para PCR. En la tabla se incluyen las secuencias de los partidores
utilizados en la amplificacion por PCR convencional de los transcritos de mtl y g3pdh, asi como también
la temperatura de asociacion empleada en la reaccion de PCR y el tamafio esperado de cada amplicon,

2.3.6. Hibridacién en microarreglos (mnicroarrays)

Muestras tinicas de RNA de fibroblastos m+ y mt- cultivados durante 48 horas
con 50, 100 uM, o en ausencia de Cu:His (grupe control) fueron enviadas al
Departamento de Ciencia Nutricional y Toxicologia de la Universidad de Berkeley,
donde se usaron como sustrato para la sintesis de cDNA marcado con Cy3 o Cy5. Estos
cDNAs se- hibridaron posteriormente en laminas de vidrio, fabricadas en las

Instalaciones de Genomica del Colegio de Recursos Naturales de la Universidad de
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Berkeley, que contenian cerca de 11000 secuencias cortas expresadas (ESTs)
(Armendariz y col, 2006). Las hibridaciones fueron realizadas en triplicados técnicos, y
se efectuaron las siguientes comparaciones: a) mt+ sin Cw:His contra mt+ 50 pM
Cu:His, b) mt+ sin Cu:His contra m¢+ 100 Cu:His, ¢) ms- sin Cu:His contra me- 50
Cu:His, d) mt- sin Cu:His contra m¢- 100 Cu:His. Las sefiales de hibridacién que diferian
significativamente del resto fueron identificadas mediante el andlisis de puntos fuera de

tendencia (Loguinov y col, 2004).

2.4. Anilisis Bioinformatico
2.4.1. Asignacion de la identidad de secuencias cortas expresadas (ESTs)

La identidad de 278 secuencias cortas expresadas (ESTs) identificadas en los
andlisis de hibridacion (resultados parcialmente publicados en Armendariz y col, 2006)
fue asignada a través del sistema de bisqueda del Centro Nacional de Bioinformatica de

los Estados Unidos (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov). El cddigo correspondiente a

cada EST fue rastreado en la base de datos “Unigene™, que agrupa distintas secuencias
que corresponden a transcritos de un mismo gen. El identificador Unigene fue ingresado
a la base de datos “Gene” con el fin de obtener la identidad e informacién referente a

cada uno de los transcritos en la base de datos.

2.4.2. Clasificacién funcional de genes
Las 278 secuencias cortas expresadas {ESTs) identificadas fueron clasificadas de
acuerdo al proceso biolégico que estuviesen asociadas por medio de la base de datos de

Gene Ontology para ratén (hitp://www.informatics.jax.org/searches/GO_form.shtml),
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que proporciona un vocabulario ordenado de manera jerdrquica que describe los

productos génicos de este organismo (Ashburner y col, 2000).

18




RESULTADOS

1. Caracterizacion de lineas celulares

1.1. Morfologia y proliferacion

En 1994, Masters y colaboradores insertaron, mediante recombinacién
homéloga, codones de término de la traduccion en los alelos pa:ra mtl y mt2 de células
troncales de rat6n, que luego utilizaron para dar origen a una ce;pa de ratones mutantes
homocigotos. El posterior cruce de esta cepa de ratones coniuna segunda mutanie
espontinea para el gen de la ATPasa de Menkes asociado al cr?mosoma X permitio la
creacion de cuatro distintas lineas celulares de fibroblastos emérionarios, de genotipo

mtl, 2-/~-atp7a-IY,mt 1, 2 +l-atp7a-IY,mt 1, 2 -/- atp7a+IYiymt 1, 2 +/- atp7a +/Y

(Kelly y Palmiter, 1996). Para el desarrollo del presente trabajo se hizo uso de las lineas

mt 1, 2 +/- atp7a+/Y y mt 1, 2 -/- atp7a +/Y, designadas de aqui en adelante como mi+
y mt-, o simplemente, silvestre y mutante. Al microscopio de luz invertida, los
fibroblastos mf+ y mt- resultaron ser indistinguibles los unoside los otros, sin haber
diferencias en tamafio ni morfologia, como queda ilustrado en }os paneles Ay B de la
Figura 1. La organizacién del citoesqueleto de actina, evidenciada en las
inmunofluorescencias de los paneles C y D, tampoco presentd diferencias obvias entre
ambas lineas.

El patr6n de proliferacion de ambos tipos celulares (Figura 1, panel E) resulté ser
similar, compuesto por una primera fase de crecimiento lento seguida de otra de

crecimiento exponencial que perdura hasta alcanzar la confluencia. La velocidad de

duplicacion en esta Ultima etapa (dias 2, 3, 4 y 5) fue estimada en 22 horas. La
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equivalencia entre el mimero de células y la cantidad de proteinas totales fue de
aproximadamente 300 pg por cada 10° fibroblastos para ambas lineas celulares.

Los resultados indican que en condiciones normales de cultivo no existen
diferencias ni en la morfologia ni en la capacidad, proliferativa de los fibroblastos mt+ y

mt-.

mt+ mt-

Y
N>
! L

N° Células (x10%)
S

0 (’ 1 T T T T
0 1 2 3 4 5
Tiempo (dias)

Figura 1. Comparacion de la morfologia y cinética de proliferacion de células mr+ y mr-. Los paneles
A 'y B muestran, respectivamente, fotografias de fibroblastos silvestres y mutantes para metalotioneina,
capturadas a través de un microscopio de contraste de luz invertida. La barra blanca representa 10 um de
longitud. Los patrones de configuracion de los filamentos de actina para la linea mt+ (panel C) y me-
(panel D) fueron retratados por medio de la técnica de inmunohistoquimica. La curva de proliferacién, a la
derecha, fue construida mediante el registro diario por tincién con azul tripan del mimero de células en
condiciones normales de cultivo a lo largo de 5 dias. Los datos graficados cotresponden al promedio de 3
réplicas biolégicas y su correspondiente error estandar. Circulos negros (¢)=mt+, circulos blancos
(o)=mt-.
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1.2. Contenido de metales

La concentracion de cobre total en el plasma sanguineo murino es cercana a 15
M (McArdle y Erlich, 1991). Entre un 70 y un 90% de este cobre se encuentra unido a
ceruloplasmina y es llamado cobre ceruloplasminico o Cu-Cp. La fraccién remanente es
considerada como disponible para los requerimientos celulares y recibe el nombre de
Cu-noCp (Linder y col, 1999). El cobre presente en el medio de cultivo, en una
concentracion de 0,44 pM (Tapia y col, 2003), esta entonces por debajo de los niveles
fisiologicos. Hierro y zinc se encuentran, respectivamente, en concentraciones de 2,69 y
3,80 pM en el medio, lo que también los sitia en el rango sub-fisioldgico (Tapia y col,
2003).

A raiz de la capacidad de las metalotioneinas para unir cobre y zinc, y de que las
fluctuaciones en los niveles de estos metales pueden alterar el contenido de hierro (Tapia
y col, 2003), las concentraciones de cobre, hierro y zinc presentes en los fibroblastos
mi+ y mi- crecidos en medio de cultivo sin suplemento de cobre fueron determinadas
por espectrometria de absorcion atémica (AAS) (Figura 2). En estas condiciones, el

nivel intracelular de estos tres elementos no difiere entre lineas celulares.

21




Cu Fe Zn
8.0 9.0

7.0 l I 8o}
6.0 | 7ol I
50! 6.0
5.0 1
4.0 i
40
3.0
20 20
1.0 10
- 0ot - - - - 0.0 + - R —
Mt+ Mt- Mt+ Mt Mi+ Mt-

[=]
@ W =
- -

h o~
e

e e porae e et

nmoles Cu/mg proteina

OB o oD oD o
[44]

nmoles Fe/mg proteina

nmoles Znimyg proteina

(=TI I £ I Y

Figura 2. Contenido de cobre, hierro y zinc en fibroblastos mt+ y mi-. Fibroblastos mutantes y
silvestres para metalotioneina fiteron mantenidos en condiciones estindar de cultivo hasta alcanzar un 80-
90% de confluencia, para luego registrar mediante AAS la abundancia intracelular de cobre, hierro y zinc.
Los valores expresados corresponden al promedio de 4-6 réplicas biologicas normalizado segitn el
contenido de proteinas en cada muestra y el respectivo etror estandar. No se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores obtenidos para ambas lineas celulares en una prueba de T
{ p<0,05).

2. Efecto de concentraciones suprafisiolégicas de cobre sobre fibroblastos mf+ y mi-

Una vez establecidas las diferencias y similitudes entre ambas lineas celulares en
términos de proliferacién y contenido de metales en condiciones normales de cultivo,
quedo6 abierta la interrogante de como estas variables se verian afectadas por la presencia
de un exceso de cobre, y qué incidencia tendria en ello la ausencia de metalotioneina.
Con el objeto de resolver esta pregunta, fibroblastos de ambos tipos fueron cultivados
con un suplemento de 50 6 100 pM de Cu-His, y tras 48 horas de exposicidn, se
recolectd informacion acerca de la viabilidad celular y la abundancia intracelular de

metales, resultados que son detallados a continuacién.
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2.1. Viabilidad

La viabilidad de los fibroblastos expuestos a Cu:His fue registrada mediante dos
distintas técnicas: el ensayo de reduccion de MTT y el conteo de células por tincidn con
azul tripan. El uso simultaneo de estas dos estrategias de medicidn se ampara en que,
pese a que el ensayo de MTT esta sujeto a menos fuentes de error experimental que el
conteo directo de células, los resultados generados por medio de esta técnica dependen
de la actividad mitocondrial, la que es susceptible de ser alterada ante un exceso de
cobre (Arciello y col, 2005). El andlisis estadistico de los datos graficados en la Figura 3
sefiala que ambas lineas celulares son igualmente afectadas por el Cu:His en las dosis
suministradas. La magnitud de este impacto, si existe tal, no alcanza a verse reflejada en
el conteo de células, y, pese a que resulta tentador especular que la tendencia de los
valores registrados para Cu:His 100 pM apunta a un detrimento en la viabilidad de los
fibroblastos m¢- que solo tiene cabida en la linea mutante, el ensayo de MTT indica que,
bajo estas condiciones, la viabilidad se reduce en ambas lineas en igual medida
aproximadamente un 8%. Ambas técnicas sugieren entonces resultados compatibles, que
describen en ambos tipos de fibroblastos una resistencia similar frente al cobre en el

rango de concentraciones suprafisiologicas suministradas.
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Figura 3. Viabilidad en fibroblastos mf+ y mi- expuestos a concentraciones suprafisiolégicas de
cobre. Células mt+ y mt- fueron expuestas a lo largo de 48 horas a concentraciones de 0, 50 y 100 pM
Cu-His. El panel A representa la cuantificacién de la viabilidad celular en las condiciones mencionadas
por medio del ensayo colorimétrico de MTT. Para cada linea celular, los valeres son expresados como
porcentaje del promedio de la lecturas correspondientes a las muestras control. El panel B corresponde al
registro del nimero de células a través de la tincion con azul tripdn y su posterior conteo. En ambos
paneles, las barras grafican el promedio de 3-4 réplicas bioldgicas y el respectivo error estdndar. La letra a
indica que el valor es estadisticamente diferente al registrado para el control (sin Cu-His) de la misma
linea celular segin la prueba de T (p<0,05). Barras negras (w)=ms+, barras blancas (o)=m-,

2.2, Contenido de cobre, hierro y zinc

El efecto de la exposicion a concentraciones crecientes de cobre en el contenido
interno de metales de los fibroblastos mt+ y mt- fue evaluado a través de la técnica de
espectrometria de absorcidon atomica (AAS). Los resultados, en la Figura 4, evidencian
un incremento estadisticamente significativo en el contenido intracelular de cobre en la
linea mt+ (2,5 veces) cuando las células son expuestas a 100 uM de Cu:His. Por el
contrario, la linea m¢- no presenta ninguna fluctuacion susceptible de ser considerada,
acorde con lo esperado dada la ausencia de metalotioneina al interior de la célula. Estos

resultados apuntan a que la capacidad de regular la homeostasis del cobre por medio del
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secuesiro y almacenamiento del metal al interior de la célula se encuentra mermada en
los fibroblastos mutantes. El contenido de hierro, por el contrario, se redujo a cerca de la
mitad en ambas lineas celulares (prueba de T, p<0,05). La abundancia de zinc presenta,
en apariencia, tendencias opuestas en ambos tipos de fibroblastos: mientras que las
células silvestres parecen disminuir el contenido del metal al aumentar la concentracion
de cobre, la linea mt- podria registrar un leve aumento en la abundancia de zinc bajo las
mismas condiciones. Sin embargo, la prueba de T no arrojé diferencias estadisticas ni
entre dosis ni entre lineas, asi como tampoco fue posible determinar un efecto de las
concentraciones de cobre o de la ausencia de Mt a través de una prueba de Anova
(p<0,05). La exposicion a cobre no modificé entonces solo el contenido de este metal en
fa linea silvestre, sino que también alterd la abundancia de hierro tanto en la linea mt+
como en la mt-. Ello sugiere la existencia de puntos de interconexién en el metabolismo

de estos dos metales.
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Figura 4. Contenido de cobre, hierro y zinc en fibroblastos nrt+ y me- expuestos a cobre. Las lineas
celulares mt+ y mt- fueron cultivadas bajo concentraciones de 0, 50 y 100 pM de Cu-His durante 48
horas, periodo tras el cual se cuantifico la abundancia de cobre, hierro y zinc mediante AAS. Los valores
corresponden al promedio de 3-4 réplicas bioldgicas y se encuentran normalizados de acuerdo al
contenido de proteinas en cada muestra. La letra (a} identifica a los valores que difieren estadisticamente
del control (sin Cu:His) de la misma linea celular de acuerdo a la prueba T de Student (p<0,05). Barras
negras (m)=mt+, barras blancas (z)=m¢-.
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3. Expresion génica en fibroblastos expuestos a cobre

3.1. Extraccién de RNAs y sintesis de cDNAs

Para posibilitar el anilisis de la expresion génica en fibroblastos me+ y mi-
sometidos a cobre por sobre los niveles fisiologicos, ambas lineas celulares fueron
expuestas durante 48 horas a 50 y 100 pM de Cu:His. Se incluyé ademas un grupo
control, al que no se le suministro suplemento de Cu:His. El RNA de estos fibroblastos
fue aislado y utilizado como sustrato para la sintesis de cDNA. Dada la distorsion que
podia arrastrar en posteriores andlisis el emplear RNAs parcialmente degradados o
contaminados, cada una de las muestras fue sometida a diversos controles que
permitiesen asegurar su adecuada calidad. En primera instancia, la electroforesis en
geles denaturantes de agarosa permitid verificar la presencia de los RNAs ribosomales
28S y 188, evidenciada en dos bandas bien definidas, y una tercera banda de menor
tamafio correspondiente al 5S. La relacion entre las intensidades de las bandas 285 y 188
debe estar entre 1,5 a 2,5: 1. El panel A de la Figura 5 presenta la separacion
electroforética de RNAs de fibroblastos mi+ y mit- que cumplen las caracteristicas
mencionadas. Otro criterio de entrada radico en las relaciones de absorbancia 260/280
nm y 260/240 nm, cuyos valores dependen de la abundancia de proteinas y fenoles,
respectivamente, contaminantes que pueden interferir con la actividad de la transcriptasa
reversa en la sintesis de cDNA, Para el cuociente 260/280 nm el rango de tolerancia es
de entre 1,8 y 2,1, mientras que para 260/240 nm se permiten indices entre 1,7 y 1,9. Las
lecturas para estos dos cuocientes, obtenidas para el mismo grupo de muestras del panel

A, se detallan en el panel B en conjunto con la masa total de RNA extraido en cada caso,
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y segun se aprecia, las fluctuaciones de ambos valores son acordes con los limites
descritos. A continuacion cada uno de los RNAs fue sometido a una reaccion de
transcripeion reversa. A fin de verificar la capacidad de detectar la presencia de algunos
de los transcritos de interés en los cDNAs de hebra simple asi generados, se efectuaron
reacciones de PCR para g3pdh y mt! en cada una de las muestras de cDNA. El panel C

de Ia Figura 6 presenta las bandas electroforéticas de estos amplicones.
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Figura 5, Verificacion de la calidad de los RNAs y ¢DNAs, El panel A presenta la electroforesis en un
gel denaturante de agarosa al 1,5% de RNAs extraidos desde fibroblastos mi+ y nit-, expuestos durante 48
horas a 0, 50 6 100 pM de Cu:His. Carril 1: s+ 0 pM Cu:His, carril 2; me+ 50 pM Cu:His, Carril 3: mt+
100 pM Cu:His, carril 4: me- 0 pM Cu:His, carril 5: mf- 50 pM Cu:His, carril 6: mt- 100 uM Cu:His. El
panel B detalla la cantidad de RNA total (ug) producto de cada extraccion, ademas de las relaciones de
absorbancia 260/280 nm y 260/240 nm. E! panel C presenta las bandas electroforéticas de amplicones para

23pdhy mt] generados a partir de cDNAs provenientes de los RINAs extraidos.
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3.2, Clasificacion de los genes identificados por microarreglos

Los RNAs extraidos fueron hibridados en microarreglos en triplicados técnicos
(Armendariz y col, 2006). El analisis estadistico de las réplicas se enfoco en detectar,
para cada linea celular, aquellos puntos de hibridacién que representaban los transcritos
cuya abundancia aumento frente a los tratamientos con cobre. La identidad de un total de
275 secuencias (la lista completa se encuentra en las Tablas 1-5 de Material Anexo) fue

determinada a través de la base de datos de NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.cov). La Tabla

2 detalla el nimero de secuencias cortas expresadas (ESTs) que se consideraron como
sujetas a un incremento de abundancia en cada condicién y qué parte de ellas cuenta con
una anotacién asociada. Cabe destacar que la cantidad de transcritos detectados se vio
aumentada en ambas lineas celulares al incrementar la dosis de cobre. La clasificacion

funcional segun el proceso bioldgico descrito en la base de datos de Gene Ontology

(http://www.informatics.jax.org/searches/GO_form.shtml) de la porciéon de las secuencias
con identidad conocida se encuentra en las Figura 6. La gran mayoria de los transcritos
identificados, con la notoria excepcion de mt2 (Cu:His 100 uM mi+ y mi-, Tabla 3,
Material Anexo), no son blancos reconocidos de Mtf-1. De un total de 25 secuencias, los
transcritos asociados a las categorias de “Crecimiento y Mantenimiento celular” (32%) y
“Respuesta a estimulos™ (28%), resultaron ser los mayoritarios para la dosis de Cu:His
50 uM en la linea silvestre (Figura 6, panel C). En particular, 6 genes vinculados a la
respuesta a estrés térmico representan casi la cuarta parte del total de transcritos
inducidos en respuesta a este exceso de cobre. En la linea mutante, el 40% de los 16
transcritos detectados con Cu:His 50 pM no cuenta con un proceso biologico descrito en

la base de datos de Gene Ontology (Figura 6, panel D). 4 genes asociados a transduccién
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de sefiales representan la segunda mayoria, un 27% del total de transcritos. A diferencia
de la linea silvestre, no fueron detectados aqui genes ligados a la respuesta a estrés
térmico. En la linea silvestre, la dosis de Cu:His 100 pM involucrd principalmente a las
categorias de “Crecimiento y Mantenimiento celular” (33%) y “Metabolismo” (29%),
que incluyen procesos como biosintesis de proteinas, catabolismo de proteinas y
transduccion de sefiales (Figura 6, panel A). Nuevamente se encontré un niimero similar
de transcritos relacionados con estrés térmico (g, 5 genes) y plegamiento de proteinas (fi,
1 gen). En la linea mutante (Figura 6, Panel B), las categorias y subcategorias mds
representadas también fueron las de “Crecimiento y Mantenimiento celular” (29%) y
“Metabolismo” (25%). Pese a la aparente similitud en los procesos involucrados en la
respuesta al exceso de cobre en ambas lineas celulares, el analisis particular de los genes
inducidos en uno y otro tipo celular arrojé solo 22 genes en comiin de un total de 102 en
la linea mt+ y 132 en la linea mt- (Material Anexo, Tabla 3). Por otra parte, la
comparacion de las secuencias detectadas con 50 y 100 pM en la linea silvestre permitio
identificar 5 transcritos cuya abundancia aumentd frente a ambos tratamientos: hspl05,
hsp90aal, hspala, hspa8 y nai8l. Los cuatro primeros codifican para proteinas de estres
térmico, mientras que el tltimo posiblemente codifica para una acetil transferasa. El
mismo analisis en la linea mutante arrojé como resultado la ausencia de transcritos en
comun entre ambos tratamientos. Lo robusto de los patrones de abundancia de los genes
de estrés térmico en la linea silvestre me llevo a reorganizar la informacion en una forma
alternativa a Gene Ontology e identificar, e.n un andlisis bibliografico combinado con los
resultados de esta base de datos, transcritos relacionados con el metabolismo de metales

y el estrés térmico y otros pertenecientes a mecanismos tangencialmente vinculados
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tales como la respuesta a estrés oxidativo y el ciclo de ubiguitinacion. En consecuencia,
los transcritos relevantes fueron clasificados en 3 grupos: a) metabolismo de metales y
estrés oxidativo, b} estrés térmico y c¢) ubiquitinacién. La Figura 7 detalla entonces
aquellos transcritos detectados en los experimentos de microarreglos cuya abundancia
aumentd significativamente incluidos en estas 3 categorias. Los resultados indican
marcadas diferencias entre lineas celulares respecto al patrén de cambio en la
abundancia de los transcritos analizados: como regla general, el niimero de transcritos
que presentan una variacion positiva en las condiciones estudiadas, cuando los hay, es
siempre mayor en la linea silvestre, pese a que el total de genes involucrados es
levemente mayor en la linea mutante (102 contra 132, respectivamente). Otro punto
interesante es que el ntimero de transcritos encontrados frente a Cu:His 50 uM es
ostensiblemente menor a los identificados en los cultivos mantenidos con 100 uM de
Cu:His en ambas lineas celulares. Esta tendencia es especialmente marcada en la linea
mutante, donde la dosis de Cu:His 50 uM no presenta ningin cambio de abundancia
respecto al control en los tres grupos de genes analizados. En la linea silvestre, en
cambio, el grueso de la respuesta frente a 50 pM esta representado por genes de estrés
térmico, en desmedro de Ilas categorias de “Metabolismo de metales” y
“Ubiquitinacion”. Cabe destacar ademas que los transcritos en comun entre una y otra
linea son siempre escasos, lo que sugiere que la respuesta transcripcional a cobre podria

diferir en su regulacion entre ambos tipos celulares.

31




g

Identificados

No identificados | e

- rou;lm .

Tabla 2. Nimero de transcritos identificados en los anélisis de microarreglos. La tabla detalla el
nimero de secuencias con y sin identificacién asociada cuya abundancia aumenté en las hibridaciones de

microarreglos, realizadas con RNAs provenientes de fibroblastos mir+ y m#- expuestos a durante 48 horas a
50y 100 pM de Cu:His.
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(A)

Mt+

Cu:His 100 pM

a - biosintesis de proteinas - 5%

b - catabolismo de proteinas - 8%

¢ - metabolismo de aminoacidos - 1%
» d - metabolismo de DNA - 1%

e - metabolismo de lipidos - 4%

« f- metabolismo de nucleétidos - 1%
= g - metabolismo de RNA - 4%

= h - modificacion de proteinas - 1%

i - adhesion celular - 1%

j - ciclo celular - 3%

k - homeostasis de cationes 2%

- n

|

@

| - morfogénesis y diferenciacién celular - 3%
m - organizacion y biogénesis cromosomal - 3%
n - organizacion y biogénesis del citoesqueleto - 4%
fi - plegamiento de proteinas - 2%
o - regulacion de la transcripcion - 5%
p - transduccion de sefales - 8%
» q- estrés térmico - 4%
w r-respuesta a otros estimulos - 4%
t - transporte de cationes metalicos - 2%
u - transporte de otras moléculas - 4%
= v - no clasificados - 23%

Cu:His 100 pM

a - biosintesis de proteinas - 10%

b - catabolismo de proteinas - 5%

¢ - metabolismo de aminoacidos - 2%
d - metabolismo de DNA - 2%

e - metabolismo de nucleétidos - 3%
= f- metabolismo de RNA - 3%

= @ - modificacion de proteinas - 2%

h - adhesion celular - 1%

i - apoptosis - 3%

j - ciclo celular - 2%

k - homeostasis de cationes - 1%

- B BN

B

I - morfogénesis y diferenciacién celular - 3%
m - organizacion y biogénesis cromosomal - 3%
n - organizacion y biogénesis del citoesqueleto - 4%
fi - plegamiento de proteinas - 2%
0 - regulacion de la transcripcion - 5%
p - transduccion de sefiales - 7%
» q - estrés térmico - 3%
w r-respuesta a otros estimulos - 5%
s- transporte de proteinas - 3%
t - transporte de otras moléculas - 4%
= v - no clasificados - 32%

33




(C)

= a - biosintesis de proteinas - 4% h - regulacion de la transcripcién - 8%
= b - catabolismo de proteinas - 4% i - transduccion de sefiales - 12%
= ¢ -metabolismo de lipidos - 4% w |- estres térmico - 24%
= d - metabolismo de pigmentos - 4% = k - respuesta a otros estimulos - 4%
e - adhesion celular - 4% | - transporte - 8%
f - ciclo celular - 4% ® m - no clasificados - 16%

g - morfogénesis y diferenciacion celular - 4%

(D)

JjoOc

Mt-
Cu:His 50 ygM

= a - biosintesis de proteinas - 7% d - transporte - 20%
b - adhesion celular - 7% = e - no clasificados - 40%
¢ - transduccion de sefiales - 27%

Figura 6. Clasificacién funcional de los genes identificados por microarreglos. Los genes inducidos
con 100 y 50 pM de Cu:His en las lineas mt+ (A, C) y mt- (B, D) fueron categorizados de a través de la
base de datos de Gene Ontology (http://www.informatics.jax.org/searches/GO_form.shtml) segiin el
proceso biologico asociado y agrupados en las categorias de Metabolismo, Crecimiento y mantencion

celular, Transporte, Respuesta a estimulo y Proceso biolégico desconocido.
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Figura 7. Genes asociados a mecanismos de proteccién celular. Los genes inducidos con las dosis de
Cu:His 50 y 100 uM fueron asociados a mecanismos de proteccion celular frente a un exceso de cobre
fueron clasificados dentro de las categorias de Metabolismo de metales y estrés oxidativo, Estrés térmico y
Ubiquitinacion. Las leyendas mr+ y mt- identifican a los transcritos correspondientes a las linea silvestre y
mutante, respectivamente.
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DISCUSION

1. Caracteristicas de la metodologia empleada

En el desarrollo de esta tesis resulté fundamental el modelo celular de
fibroblastos murinos mutantes y silvestres para las metalotioneinas 1 y 2, creado por
Palmiter vy col. en 1996. Ambas lineas celulares han sido utilizadas en una serie de
trabajos experimentales que persiguen definir la funcién de estas proteinas. Cabe
seiialar, sin embargo, que el caracter indiferenciado de estas lineas celulares hace
plausible la presencia de Mt3 y Mt4, propias, respectivamente, de tejido neuronal y
escamoso y descritas como pobremente inducibles (Tapiero y Tew, 2003). Esta
posibilidad permanece a la fecha sin descartar, y dado que se desconoce el grado de
similitud o divergencia en las funciones de la familia de las Mt, constituye un factor a
considerar a la hora de interpretar los resultados de este trabajo y sus precedentes.

El registro de la viabilidad indicd la existencia de diferencias significativas en los
valores de MTT entre controles y células tratadas con cobre para ambas lineas celulares,
diferencias que no fueron detectadas por el método del azul tripan. Cabe la posibilidad
de que esta discordancia tenga su origen en una menor sensibilidad del conteo con azul
tripan o bien en la alteracion de la actividad mitocondrial a raiz de los tratamientos
suministrados, lo que incidiria en la cuantificacion del ensayo de MTT. En efecto, el
cobre ha sido descrito como un inhibidor de la actividad deshidrogenasa mitocondrial en
células de neuroblastoma humano (Arciello y col, 2005). Teniendo esto en mente, la

vision conciliatoria de los datos recolectados a través de ambas metodologias apunta a

que los efectos del cobre en la viabilidad de las lineas celulares empleadas son pocos o




ninguno, lo que por lo menos permite asegurar que pese a que el suministro de cobre
estdn muy por sobre los niveles fisiologicos, los resultados de este estudio parecen
reflejar la respuesta fisiologica de células no especializadas en el manejo de cobre a un
desafio dentro del rango de control homeostatico, y no la exposicion a un elemento
altamente citotoxico.

El conocimiento acumulado a la fecha describe que, cuando el cobre se encuentra
disponible en cantidades que exceden los requerimientos fisiologicos, la respuesta
adaptativa establecida por la célula tiene como consecuencia el incremento de la
abundancia de transcritos vinculados al almacenamiento y transporte del metal y el
manejo del dafio oxidativo, sin que exista una disminucién de transcritos relacionados
con procesos como el ingreso de cobre (Tennant y col, 2002; Tapia y col, 2004) . Es por
ello que en el presente trabajo se decidid, como una primera aproximacion para sopesar
la influencia de metalotioneina, identificar qué genes presentaban un alza ante una sobre
oferta de cobre en una linea celular silvestre y otra mutante para Mt y qué diferencias
existian entre ellas, sin que ello fuera en desmedro de la posible importancia bioldgica
de aquellos transcritos que sufren un detrimento en las mencionadas condiciones. El
empleo de la técnica de microarreglos permite el monitoreo simultaneo de los cambios
en la abundancia de un gran nimero de transcritos (cerca de 11000 en este estudio), lo
que supone la posibilidad de generar una enorme cantidad de informacién con relativa
facilidad. No obstante, frecuentemente se ha acusado a esta metodologia de ser
altamente dependiente una serie de variables, tales como la elecc-i()n de la técnica de
marcacion de las sondas, las condiciones de hibridacion y el andlisis estadistico de los

datos, todos factores que podrian hacer los resultados poco reproducibles y que ponen en
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cuestionamiento el trasfondo biolégico de los datos obtenidos. Tanto las hibridaciones
como los respectivos andlisis estadisticos cuyos resultados aqui se describen fueron
realizados como una colaboracion externa a nuestro laboratorio, por medio de
condiciones y filtros sumamente estrictos que, en desmedro del nimero de genes
encontrados, permiten reducir dristicamente la cantidad de falsos positivos asociados a
experimentos de esta naturaleza (Randolph y Waggoner, 1997; Hughes y col, 2001;
Loguinov y col, 2004). Es necesario sefialar también que esta metodologia solo permite
tener una imagen indirecta del comportamiento transcripcional, dado que la abundancia
de un determinado transcrito también puede estar influida por factores como la
estabilidad del mensajero o la tasa de degradacion. La ausencia de réplicas bioldgicas y
las limitaciones de la técnica obligan a considerar los resultados descritos como una base
para estudios posteriores donde se profundicen diferencias particulares del
comportamiento transcripcional de las lineas celulares mt+ y mit- a través de otras

metodologias y disefios experimentales.

2. Clasificacién funcional de los genes identificados

Los distintos transcritos que generaron una sefial de hibridacidn
significativamente diferente del resto para las condiciones analizadas fueron clasificados
a través de la base de datos de Gene Ontology, con el propdsito de describir el conjunto
de genes involucrado en la adaptacion al exceso de cobre de acuerdo a las funciones
biolégicas asociadas a cada uno de ellos. En cada condicion estudiada, parte importante
de los transcritos (16 - 40%) resultd no tener un proceso biolégico asignado en la base

de datos. La gran mayoria de los genes fue rotulado en las clasificaciones de
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“Crecimiento y mantenimiento celular” y “Metabolismo”, que, entre otros, incluian a
genes ligados a la biosintesis y metabolismo de proteina, regulacion de la transcripcion y
transduccion de sefiales. Ello sugiere la participacion en el proceso de adaptacion a un
exceso de cobre de una serie de elementos que, hasta donde es posible deducir de la
anotacion del genoma de ratén, no estdn vinculados de manera obvia con la homeostasis
del metal. En efecto, de todos los transcritos detectados, el estado del arte inicamente
permite considerar a m¢2 (cuya induccion fue observada bajo la dosis de Cu:His 100 pM
tanto en los fibroblastos mt#+ como en los mf) como un posible blanco del factor
transcripcion Mtf-1. En este sentido, la respuesta transcripcional de ambas lineas
celulares puede parecer similar en términos de la proporcion de los elementos
involucrados en cada una de las categorias asignadas, salvo la notoria excepcion de la
ausencia de transcritos relacionados con respuesta a estimulos en la lista Cu:His 50 pM
para la linea mutante. Sin embargo, las diferencias individuales en la identidad de los
transcritos detectados en una vy ofra linea fueron mucho mayores que lo que podria
sugerirse a primera vista desde los graficos que resumen su clasificacion funcional. La
naturaleza de las divergencias observadas en el comportamiento transcripcional de los
fibroblastos mt+ y mt-, asi como su relacion con los parametros fisiologicos analizados

en el presente trabajo, seran discutidas en mayor profundidad en los siguientes pérrafos.

3. Proliferacién y viabilidad en fibroblastos mr+y mt-
La tasa de proliferacion de las lineas mt+ y mt-, determinada por el conteo de
células por tincion de azul tripan (Figura 1) presentd valores equivalentes en ambos tipos

celulares. A pesar de las aparentes discrepancias en los ensayos de viabilidad generados
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por la tincién con azul tripin y el ensayo de MTT, discutidas en el punto 1, las
observaciones efectuadas a través de estos métodos concordaron en que no existen
diferencias entre la resistencia de los fibroblastos silvestres y mutantes a las distintas
dosis de cobre suministradas. Tal como queda sefialado en Tapia y col, 2004, la
distincion en la resistencia al exceso de cobre entre las lineas mt+ y mf- es demasiado
sutil para ser explicada en términos de viabilidad, y solo queda en evidencia al ser
presentada en funcién del contenido intracelular del metal. Es por ello que la
imposibilidad de distinguir el genotipo mutante a través del fenotipo de la resistencia a
cobre no era en absoluto inesperada. Cabe destacar ademés que un resultado colateral
del proceso de la clasificacion funcional, de acuerdo a la base de datos de Gene
Ontology, de los transcritos detectados en las distintas condiciones de exposicién a cobre
fue el encuentro de una marcada diferencia en el nGimero de genes relacionados con
procesos apoptéticos inducidos con Cw:His 100 pM entre fibroblastos silvestres y
mutantes: 3 transcritos en los fibroblastos m#- (Figura 6, panel B, categoria i} y ninguno
en los fibroblastos mt+ (Figura 6, panel B). Ello estd en concordancia con estudios que
indican que el desplazamiento del equilibrio del sistema apoptdtico hacia la muerte
celular frente a condiciones de toxicidad es mds acentuado en ausencia de

metalotioneina (Kondo y col, 1997; Jiay col, 2004).

4. Metabolismo de cobre y zinc
La concentracion intracelular de cobre, hierro y zinc en condiciones normales de
cultivo resulté ser independiente de la presencia de Mt. El nivel intracelular de estos tres

metales no difiri6 entre lineas celulares, lo que sugiere que frente a la disponibilidad
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sub-fisiologica de metales traza en el medio de cultivo, otras proteinas distintas a Mt
tales como enzimas, chaperonas o transportadores conforman los principales
receptaculos de cobre y zinc al interior de la célula, o bien que los fibroblastos mutantes
son capaces de suplir la carencia de metalotioneina a través de otras moléculas, como
glutatién, que les permiten mantener los niveles de cobre y zinc dentro de los mismos
rangos que la linea silvestre. El incremento de 1,5 veces en el contenido intracelular de
cobre observado frente a la exposicion a Cu:His 100 uM en los fibroblastos mit+
(significativo de acuerdo a la prueba de T, p<0,05) no tuvo paralelo en la linea mi-,
donde la dosis de cobre suministrada no alteré la cuantificacién de la abundancia
intracelular del metal. Ello hace evidente la necesidad de contar con Mt para conformar
una fuente de almacenamiento de cobre frente a una sobre oferta en la disponibilidad de
este elemento. El aumento en la abundancia del transcrito de #¢2, cuya induccién
concomitante con un alza en el contenido interno de cobre ha sido reportada en una serie
de trabajos previos (Arredondo y col, 2004; Irato y Albergoni, 2005; Tokuda y col,
2007), resulté ser comiin para ambas lineas celulares. Es interesante que, pese a que el
contenido de cobre de la linea mutante no se vio sujeto a variaciones, si se haya
registrado un incremento en mif2. Ello podria sugerir que el gen de metalotioneina 2 no
respondio en esta linea a las fluctuaciones en la abundancia interna del metal, si no a
otros factores tales como el exceso en su disponibilidad o el estrés oxidativo que podria
arrastrar la exacerbada abundancia de cobre (Palmiter, 1998; Colangeio y col, 2004), o
bien, que Ia regulacién transcripcional de este geﬁ se encuentra alterada en las células
mi-. Esta Gltima interpretacion encuentra apoyo en un reporte reciente que describe

modificaciones en la migracion de Mtf-1, factor de transcripcion que dirige la activacion
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de mt2, en fibroblastos de pulmén de ratones mutantes para las metalotioneinas 1 y 2
(Stitt y col, 2006).

Reportes previos han descrito la expresién del transcrito de ctrl, el transportador
de entrada de alta afinidad para cobre, como invariante o inducible en condiciones de
exceso del metal dependiendo del modelo de estudio utilizado: mientras que en células
Caco-2 una sobrecarga de cobre no tuvo ningin efecto sobre la cuantificacion del
transcrito de ctr] (Tennant y col, 2002), el grupo de Bauerly y col registré un aumento
en los niveles de mRNA de ctr/ en higado de ratas infantes suplementadas oralmente
con dosis elevadas del metal (2004). El alza en la abundancia de este transcrito,
detectada en el presente trabajo sélo en los fibroblastos mt+, es congruente con la
observacion de que la tasa de entrada de cobre se ve disminuida en la linea mt- (Tapia 'y
col, 2004), y ademas de reforzar la importancia de la presencia de metalotioneina para
conformar una fuente de reserva segura para €l exceso de cobre, plantea interesantes
interrogantes acerca de su vinculo con la regulacién transcripcional de ctrl. Cabe
también destacar que, pese a que no se detectaron alteraciones en los niveles de zinc en
ninguno de los tipos celulares expuestos a cobre, si se registrd en la linea silvestre

expuesta a Cu:His 100 uM un aumento en la abundancia de znt4, quien hace las veces de

transportador de salida de zinc (Palmiter y Huang, 2004).

5. Metabolismo de hierro
Hierro y zine, a diferencia del cobre, presentaron una tendencia similar en ambos
tipos celulares cultivados en presencia de Cu:His 100 6 50 uM: el primero sufrié un

detrimento que en la linea silvestre estuvo en el rango de 1,8 a 2,2 veces, y en la
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mutante, entre 2,5 v 3,5 veces. Pese a la aparente mayor magnitud de la disminucion
registrada en las células m¢-, el andlisis estadistico no arrojo diferencias en los niveles de
hierro cuantificados en una u otra linea frente a una misma condicién. La baja de el
contenido de hierro ante la exposicion a cobre ha sido previamente descrita para una
serie de lineas celulares tales como los mismos fibroblastos mit+ (Tapia y col, 2003),
HepG2 (Tapia y col, 2003; Arredondo y col, 2004) y Caco2 (Tennant y col, 2002; Tapia
y col, 2003). El grupo de Tennant y col. reporté ademés una disminucion en la entrada
de hierro acompafiada de un aumento en su tasa de salida para células Caco-2 en
presencia de un exceso de cobre. Una explicacion para este fendmeno radica en una
posible competencia entre cobre y hierro por la entrada a la célula a través del
transportador Dmtl, el que es capaz de ingresar tanto uno como otro elemento
(Arredondo y col, 2003). Alternativamente, cabe sefialar que experimentos in vitro
sugieren que el cobre disminuye la capacidad de la proteina IRP-1 de unirse a RNA y
favorece su actividad aconitasa (Oshiro y col, 2002). Esta proteina es la encargada de
regular, junto a su homologo IRP-2, ya sea la traduccién o degradacion de distintos
transcritos ligados al metabolismo de hierro (Rouault, 2006), segin se una a secuencias
palindromicas afines denominadas IRE que pueden estar presentes en sus extremos no
traducidos 5° & 3°. El exceso de cobre suministrado a los fibroblastos mr+ y mt- podria
entonces también inhibir la interaccion de las IRPs con el IRE 5° UTR de el
transportador de salida de hierro ferroportina, lo que incidiria en una tasa mas acelerada
de traduccion del transcrito correspondiente y el consiguiente aumento en la salida del
metal. La cadena pesada de la transferrina (f#h) v el gen de la proteina de la

hemocromatosis (#/2) son otros dos transcritos vinculados al metabolismo de hierro cuya
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abundancia aumenté Unicamente en la linea silvestre, mientras que beta 2
microglobulina (b2m) y el transcrito de la proteina de unién a fosfatidilinositol de
ensamblaje de clatrina (picalm) lo hicieron exclusivamente en la linea mutante. La
ferritina es una proteina conformada por 24 subunidades en una proporcién variable de
cadenas pesadas (Fth) y livianas (Ftl), y constituye la principal molécula encargada del
almacenamiento de hierro al interior de la célula (Wang y col, 2006). La presencia de
elementos IRE en el 5° UTR de este gen permite suponer un aumento en la abundancia
del péptido correspondiente, mas no necesariamente del transcrito. El cédmo es regulada
la transcripcion del gen fih frente al exceso de cobre en la linea mt+, y en qué difiere
esta regulacion de la establecida en los fibroblastos mt- es una pregunta que merece un
estudio mas acabado. Similar es el caso de hfe (mi+ Cu:His 100 pM) , b2m y picalm
(mi- Cu:His 100 pM), cuyas funciones en el metabolismo de hierro no han sido del todo
precisadas. Mutaciones en el gen de la proteina Picalm la han identificado como un
componente del proceso de hematopoiesis (Klebig y col, 2003). La proteina de la
hemocromatosis (Hfe) se asocia con Beta-2-Microglobulina (B2m) y podria tener un
efecto negativo sobre la absorcién de hierro mediante la interaccion con el receptor de

transferrina (Ikuta y col, 2000; Miranda y col, 2004).

6. Expresion génica, estrés oxidativo, estrés térmico y ubiquitinacién

El aumento en la abundancia de sod3 y cat, cuyos productos génicos catalizan
reacciones de neutralizacion de especies oxidantes {Due y col, 2006; Kirkman y Gaetani,
2007), fue observado tnicamente con la dosis de Cu:His 100 pM en la linea mit+.

También resulté ser el caso de la proteina la cadena pesada de la transferrina (fih,
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Cu:His 100) y la hem-oxigenasa 1 (hmox1, Cu:His 50 uM), quienes también han sido
vinculadas a la defensa contra el estrés oxidativo (Tsuji y col, 2000; Kruger y col, 2006).
La ausencia de marcadores de esta naturaleza en la linea mr- admite varias
interpretaciones, entre ellas, que los fibroblastos podrian encontrarse menos estresados
que su contraparte silvestre en las condiciones estudiadas. Alternativamente, cabe la
posibilidad de que sean incapaces de detectar el estrés que implica el exceso de cobre
suministrado, o estén inhabilitados para establecer una respuesta transcripcional a modo
de defensa. Una tercera explicacion radica en que la pérdida de metalotioneina podria
correlacionarse con un aumento en los niveles basales de estrés oxidativo, por lo que los
transcritos de este tipo podrian encontrarse permanentemente inducidos. Se ha descrito
que los atomos de cisteina que en la metalotioneina permiten la unién de iones metdlicos
contribuyen a la captura de radicales libres mediante la oxidacion de los
correspondientes grupos sulfuro (Palmiter y col, 1998, Colangelo y col, 2004). La
cuantificacion de la abundancia de especies radicales libres o del dafio oxidativo
generado en los fibroblastos mit+ y mi- puede arrojar respuestas que permitan explicar
las diferencias observadas en su comportamiento transcripcional. Algunas proteinas de
estrés térmico también han sido vinculadas a la defensa ante el estrés oxidativo (Preville
y col, 1999; Selsby y Dodd, 2005; Broome y col, 2006), y resulta curioso que el nimero
de transcritos de este tipo detectados en la linea silvestre con ambas dosis de cobre
nuevamente haya sido mayor a los encontrados en la linea mutante. Las Hsps (heat
shock proteins) estain ademds 'involucradas en la correccion y prevencion del
plegamiento andmalo de proteinas, que podria ser el efecto del exceso de un agente

oxidante como es el cobre (Dalle-Done y col, 2006; Routias y Tzioufas, 2006). Por ello
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no resulta extrafio que su induccioén haya sido reportada en una serie de trabajos que
analizan el proceso de adaptacion a la sobrecarga de metales (Jimenez y col, 2002;
Urani y col, 2003; Southon y col, 2004; Tapia y col, 2004). La transcripcion de los genes
de estrés térmico es regulada mediante el factor de transcripcion Hsf-1, y recientemente
se ha descrito la interaccion de éste con Mtf-1, el que, como ya se menciono, presenta un
patron de migracion anoémalo al niicleo celular en ausencia de Mt (Stitt y col, 2006). Ello
plantea un posible escenario que podria explicar el como la pérdida de metalotioneina
podria repercutir en la respuesta transcripcional de otros genes no vinculados
directamente al metabolismo de metales, que no obstante si guardan relacion con
mecanismos generales de proteccién celular. El paralelo observado en el patrén de
expresion de los genes ligados a estrés oxidativo y estrés térmico también se repitié en
aquellos genes asociados al ciclo de ubiquitinacién, los que nuevamente resultaron
presentes en menor nimero en la linea mf-. El sistema de ubiquitinacion constituye la
principal via de degradacién proteica en la célula, y cumple con la funcién de catabolizar
aquellas proteinas que presentan plegamientos anémalos no corregidos. Es asi como el
proceso de ubiquitinacion tiene un papel complementario a la actividad chaperona que
desempefian las Hsps. El control de este sistema ha sido descrito como principalmente
post-traduccional (Gao y Karin, 2005). El gen de la ubiquitina de pollo, sin embargo,
contiene en su promotor dos elementos HSE y su expresion es inducida rapida y
transitoriamente por el estrés térmico (Bond y Schlesinger, 1986). En conjunto, estos
resultados apuntan a diferencias en el comportamiento transcripcional de lc;s fibroblastos

mt-+ y mi- que podrian estar explicadas por la alteracion en el “estrés celular” provocado
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por la ausencia de metalotioneina, o por las posibles interacciones que esta proteina

puede sostener con diferentes vias de regulacion transcripcional (como Mtf-1 y/o Hsf-1).
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CONCLUSIONES

La ausencia de las metalotioneinas 1 y 2 no alter6 los niveles de cobre, hierro y
zinc, ni tampoco la tasa proliferacion de los fibroblastos mutantes en condiciones
normales de cultivo. La viabilidad de 1a linea celular mt- tampoco se vio afectada por la
carencia de Mt en las condiciones estudiadas. La presencia de metalotioneina si resulté
ser determinante a la hora de regular el contenido interno de cobre frente a un exceso en
la disponibilidad del metal en los rangos de concentracién suministrados, dado que, a
diferencia de lo ocurrido en los fibroblastos silvestres, en la linea mutante la exposicion
a cobre no desencadend un aumento en su abundancia intracelular. Si fue comin para
ambas lineas cultivadas en presencia de cobre la disminucion en el contenido de hierro,
lo que es evidencia de una posible superposicion en la regulacién metabdlica de ambos

nutrientes.

La generacion de muestras de RNA de fibroblastos m#+ y mt- tratados con cobre
permitié generar un perfil del comportamiento transcripcional de ambas lineas celulares
ante conceniraciones suprafisiologicas del metal. La adaptacion a cobre parece
involucrar tanto en fibroblastos mf+ y mf- una serie de elementos que no estin
directamente vinculados con la maquinaria homeostatica del metal, y que estan en su
mayoria representados en la transduccion de sefiales y el metabolismo de proteinas. Sin
embargo, se detectaron diferencias notorias entre ambas lineas en los patrones de
abundancia de transcritos relacionados con el metabolismo de cobre, hierro y zinc,
ademas de otros también asociados al estrés oxidativo, el estrés térmico, la

ubiquitinacién y la apoptosis. Estos resultados apuntan a posibles alteraciones en la
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capacidad de manejar situaciones de estrés y regular la transcripcion de una serie de

genes vinculados a mecanismos de proteccion celular en ausencia de metalotioneina.
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Tabla 1. Genes regulados positivamente en fibroblastos mt+ tratados con 50 pM de Cu-His

Al845657 basic transcription element binding protein 1 (Bteb1) btebl
Al847296 chimerin (chimaerin) 1 (Chni) chni
AI836919 crystallin, alpha B cryab
Al837235 | Dnal (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1 L dnajal
AlB41957 gamma-aminobutyric acid (GABA-A) receptor, subunit alpha 6 gabra6
Al847904 golgi SNAP receptor complex member 2 gosr2
Al854396 { glutamate receptor, metabotropic 5 grms
Al842171  heme oxygenase (decycling) 1 . hmox!
Al845946 heat shock protein 105 hspl05
Al841289 heat shock protein 1° i hspala
Al336986 heat shock protein 8 _ n hspas
Al848798 heat shock 27kDa protein § hspb8
AlI339932 heat shock protein 1, aipha hspea
AI836893 laminin receptor | (ribosomal protein SA} lamrl
AI3847083 protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta isoform ppleb
sema domain, transmembrane domain (TM), and cytoplasmic
Al854286 _domain, (semaphorin) 6C (Sema6c) | S€mabec
AlB47675 solute carrier family 22 (organic anion transporter), member 8 sle22a8
JAIB47805 | secreted phosphoprotein 1 sppl
AIB53605 serine palmitoyltransferase, long chain base stitbunit 2 o sprlc2
Al841579 zinc finger, AN 1-type domain 2A (Zfand2a) sfand?a
Al844684 zinc finger, A20 domain containing 2 zfp2i6

""g;:w‘a"ig'oé‘ Genebank:: [.Nombya delGi

Al850823 Burkitt lymphoma receptor 1 biri
DCNI, defective in cullin neddylation 1, domain contammg 4 (S.

1836376 | cerevisiae) o | dewntas
Al337469 | Discs, large homolog-associated protein 4 (Drosophlla) (Dlgap4) dligap4
AlB52085 G-protein signalling modulator 2 (AGS3-like, C. elegans) gpsm2
Al854564 Potassium channel, subfamily K, member 4 I kenkd

AI837759 | megakaryocyte-associated tyrosine kinase e matk

| Al848120 | Neurocalcin delta (Ncald) o U . .
AlB52319 platelet derived growth factor receptor, alpha polypeptlde pdgfra
Al847690 | ribosomal protein $4, X-linked e | rosdx

AI848157  { Slc43a2 mRNA for L-type amino acid transportef 4 1 .3@13“@”2_“ "
Al851662 Zinc fijgcr and BTB domain containing 7 (Zbtb7) zbtb7
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Tabla 3. Genes regulados positivamente en fibroblastos mt+ y mt- tratades eon 100 pM de

Cu-His
AlB52678 adenomatosis polyposis coli i ape
AlB37758 capping protein {actin filament) muscle Z-line, alpha 2 capza2
Al840191 solute carrier family 44, member 1 B cdw92
AI839363 | eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 6 . _eif3s6
Al843263 eukaryotic translation initiation factor 5 eif5
Al846927 FBJ osteosarcoma oncogene B R . Josb
AlB46799 H3 histone, family 3A o B h3f3a
Alg44i131 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 hnrpa2bl
AIB41289 | heatshock protein 1 I hspala
AI850268 | methionine adenosyliransferase II, alpha ~ | ma2a |
AI850620 | matrin 3 N matr3
Al480893 metallothionein 2 L o mit2
AlI846930 | progesterone receptor membrane component | - pgrmel
Alg43656 protein kinase C, delta o prked
Al838639 _| protein tyrosine phosphatase 4a2 ptpda?
AlB37314 RAB7, member RAS oncogene family rab7
AlI839993 scavenger receptor class B, member 2 N scarb2
Al840197 __| secreted acidic cysteine rich glycoprotein R sparc
AlB36012 t-complex-associated-testis-expressed 1-like tctell
Al838607 thrombospondin 1 thbsi
Al847817 tight junction pretein 1 tipl
Al841699 ubiquitin A-52 residue ribosomal protein fusion product 1 ubai2
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Tabla 4. Genes regulados positivamente solo en fibroblastos mt+ tratados con 100 pM de

Cu-His
odigo:Gefisbank ab
Al844698 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 2 abca2
AlB54771 Angiomotin amot
Al838490 amyloid beta (A4) precursor-like protein 1 apip!
Al852478 Apolipoprotein C-II apoc3
Al839327 activating transcription factor 7 interacting protein atf7ip
AlB35672 ATPase type 13A2 atpl3a?
Al527414 Catalase cat
Al850707 Checkpoint with forkhead and ring finger domains chf
AlB39184 Cold shock domain containing E!, RNA bindin‘g csdel
AlIB53067 Casein kinase 1, alpha | esnklal
AlB45673 Dnal (Hsp40) homolog, subfamily B, member 6 dnajb6
AlIB38060 Dnal (Hsp40) homelog, subfamily C, member 10 dnajci(
AIB37696 erythrocyte protein band-4.1-like 2 epb4. 112
Al844751 Eukaryotic translation termination factor | etfl
Al854803 F-box protein 11 Joxoll
Al196520 ferritin heavy chain fth
AI835756 | Dendritic cell protein GA17 gal7
Al85269 Growth hormone inducible transmembrane protein ghitm
Al836554 high density lipoprotein (HDL) binding protein . n:t»j_kﬂ‘:él:’.,wm
AlB50616 HECT domain containing 3 hectd3
AA265447 hemochromatosis hfe
AlB51595 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 hnrpa3
Al852336 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B L L hnrpab
Al8384386 heat shock protein 105 hspl03
Al841358 heat shock protein 8 hspa8
W30103 Heat shock protein 1 o hspbl
Al836122 heat shock protein I, alpha hspea
Al851942 kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 2 kbtbd?
AlB47525 kinesin family member 5B kif5b
AI836002 La ribonucleoprotein domain family, member 5 larp5
Al840212 leukocyte receptor cluster (LRC) member 5 - leng5
Al853375 transformed mouse 3T3 cell double minute 2 _ ridm?2
Al851412 microrchidia 2ZA morcla
Al839417 moesin msn
Al842649 myosin, {ight polypeptide 9, regulatory | myi9
Neural precursor cell expressed, developmentally down-regulted
AI847067 gene 4 (Nedd4) nedd4
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Platelet-activating factor acetylhydrolase, isoform 1b, betal subunit

Al847531 (Pafahlbl) pafahlbl
| AI847890 | proteolipid protein (myelin) pipl!
Al847455 RAB10, member RAS oncogene family rabl0
Al853224 Retinoic acid induced 14 raild
Al851276 receptor (calcitonin) activity medifying protein 2 ramp2
Al850275 Rap?2 interacting protein (Rap2ip) rap2ip
Al849453 arginyl-tRNA synthetase rars
AlIB34788 REST corepressor 3 rcor3
Al853438 RecQ protein-like recqgl!
Al839936 ring finger protein 13 rofl3
Al851214 ribosomal L1 domain containing 1 rsiidi
Al842025 RUN and FY VE domain containing 3 rufy3
Al854671 SET translocation set
Al849566 SET domain containing (lysine methyltransferase) 8 setd8
Al846980 Solute carrier family 30 (zinc transporter), member 4 (Znt4d) sle30a4
Al854432 Solute carrier family 31, member 1 (Ctri) sic3lal
solute carrier family 37 (glycerol-3-phosphate transporter), member
AIB43695 3 slc37a3
Al317380 superoxide dismutase 3, extracellular sod3
Al834833 Transducin (beta)-like 1X-linked receptor | thllxr!
Al840549 Ubiquitin C ubc
Al845633 ubiquitin-conjugating enzyme E2W (putative) ubelw
Al848382 ubiquitin specific peptdiase I uspl
Al8390438 Vesicular inhibitory amino acid transporter (Viaat) viaat
AlB40802 5'-3' exoribonuclease 2 xrn2
Al836699 zing finger, A20 domain containing 2 za20d2
Al852047 zinc finger, CCHC domain containing 6 zecheb
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Tabla 5. Genes regulados positivamente solo en fibroblastos mt- tratados con 100 pM de

Cu-His

Codigo'Genebank: -

iNotibre delGon i iis i o
ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 5

abee’s

Al836191
Al845042 annexin AS anxas
ATP synthase, I+ transporting, mitochondrial FO complex, subunit
Al837594 _ | .b, isoform 1 atpSf1
Al848681 ATPase, H+ transporting, lysosomal accessory protein 2 atpbap2
Al848245 beta-2 microglobulin b2m
Al853900 CD302 antigen cd302
_Al844682 cell division cycle 42 homolog (S. cerevisiae) o cded?2
Al854022 Pp36 cdv3
Al847251] casein kinase I, alpha | csnklal
Al841451 cut-like 1 (Drosophila), transcript variant 2 cutil
(AIB47355 Cytochrome ¢, somatic cycs
Al839184 Cold shock domain containing E1, RNA binding d3Jfrl
Al837235 Dinal (Hsp40) homolog, subfamily A, member | dnajal
Al834803 Dnal (Hsp40) homolog, subfamily B, member 12 dnajb12
AlB43267 Dedicator of cytokinesis 7 dock?
Al843451 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 eeflal
Al851493 eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 2 (beta) eif2s2
Al836099 eukaryotic translation initiation factor 4, gamma 2 eif4g2
Al849475 enhancer of polycomb homolog 1 (Drosophila), transcript variant 1 epcl
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
AlB54256 acetylgalactosaminyltransferase 10 _ . galnti0
AlB47926 golgi apparatus protein 1 gigl
AlB47544 GPl-anchored membrane protein | gpiapl
Al841981 hepatitis B virus x interacting protein hbkip
Hect (homologous to the E6-AP (UBE3A) carboxyl terminus)
Al838001 domain and RCC1 (CHC1)-like domain (RLD) [ hercl
Al836129 high mobility group nucleosomal binding domain 2 hmgn2
Al843558 L Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K (Hnrpk) hnrpk
_AIB48331 | heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U hnrpu
Al838039 heat shock protein 1 (chaperonin) hspdl
Al847614 LIM domain binding 2 1db2
Al840134 myristoylated alanine rich protein kinase C substrate marcks
(AI853143 | mortality factor 4 like 1 . I morf4l]
Al853257 mitochondrial ribosomal protein 833 mrps33
Alg4l664 nucleosome assembly protein 1-like 1 napliil
AIB47934 | neurofilament, light polypeptide o L nefl
Al341804 expressed in non-metastatic cells 1, protein nmel
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AlB48144 neuron specific gene family member 2 nsg2
AlI838078 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 9 nudt9
Al838261 origin recognition complex, subunit 5-like (S. cerevisiae) orc3l
Al848346 polyadenylate-binding protein-interacting protein 2 paip2
AlIB52884 Phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein (Picalm) picalm
Al838874 Protein phosphatase 2a, catalytic subunit, beta isoform ppplch
Al842458 glutamine and serine rich 1 gserl
AlB38463 RAS related protein 1b raplb
Al847923 regulator of G-protein signaling 2 rgs2
Al849041 Ras-like without CAAX 2 rit2
Al845529 ribonuclease P 40 subunit (human) rnasepl
AlB51588 Ribosomal protein L.23 . rpl23
Al834863 ribosomal protein L26 rpl26
Al841501 ribosomal protein S3a rps3a
Al844168 reticulon 4 receptor rtndr
Al853842 RWD domain containing | rwdd]
Al850227 SECIS binding protein 2 secisbp2
W41702 solute carrier family 35, member Bl sle3sbi
Al845086 smu-1 suppressor of mec-8 and unc-52 homolog (C. elegans) smul
Al845078 CDC42 small effector | specl
Al840676 spectrin beta 2 spnb2
Al845051 spectrin beta 3 spnb3
Al847805 secreted phosphoprotein 1 sppl
Al844250 Single stranded DNA binding protein 4 ssbp4
Al846244 Suppression of tumorigenicity 13 stl3
Alg848364 SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 1 (yeast) sumol
Al837760 Arylformamidase (Afmid) syngr2
Al843287 Tax1 (human T-cell leukemia virus type 1) binding protein 1 taxibpl
AlB49958 transducin (beta)-like 3 thi3
AlB51197 transcription factor 4 tcfd
Al854679 tumor differentially expressed 2 (serine incorporator 1) tde2
Al349063 transforming growth factor beta 1 induced transcript 4 tefblid
AlB53152 _thymopoietin tnpo
Al840048 target of myb1 homolog (chicken) tomf
Al844401 tumor protein D52 ipd32

| Al845961 Ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3 ube2l3

Tyrosine 3-monocoxygenase/tryptophan S-monooxygenase activation

Al835432 protein, beta polypeptide ywhab
AlB35456 Zinc finger CCCH type containing 1 1A zc3hila
AlB47909 zing finger, CSE-type containing 3 zcsi3
Al844866 zinc finger, A20 domain containing 2 216
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