UCH-TFC
Boleo Lo

o0
P 48) ¢

C.L FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE

N

\!

ESTUDIO DEL EFECTO DEL COBRE SOBRE LAS REDES TRANSCRIPCIONALES
DE GENES VINCULADOS AL METABOLISMO DE METALES EN HepG2

Memoria de Titulo
Entregada a la
Universidad de Chile
En cumplimiento parcial de los requisitos
para optar al Titulo de

Ingeniero en Biotecnologia Molecular

Por
Rodrigo Enrique Pulgar Tejo

Diciembre, 2006
Santiago - Chile

Director de Memoria de Titulo: Dr. Mauricio Gonzalez Canales.
Co-Director de Memoria de Titulo: Dr. Miguel Arredondo Olguin.

Laboratorio de Bioinformatica y Expresion Génica.
INTA — Universidad de Chile.




ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

“ESTUDIO DEL EFECTO DEL COBRE SOBRE LAS REDES TRANSCRIPCIONALES DE
GENES VINCULADOS AL METABOLISMO DE METALES EN HepG2”

Seminario de Titulo entregado a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial de los

requisitos para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular.

RODRIGO ENRIQUE PULGAR TEJO

Directores Seminario de Titulo

Dr. Mauricio Gonzélez Canales MW ) 4)0 “K
—p— .

Dr. Miguel Arredondo Olguin

Comision de Evaluaciéon Seminario de Titulo - \
%Q )
Dr. Marco Tulio Nifiez s = /

Presidente Comisién @\
| )

Dr. Nicol4s Guiliani

Corrector /
Santiago de Chile, ZJ (i’ \fz :JL'; de 2006.




A mis padres, Ximena y @edro,

a mi hija Francisca.




AGRADECIMIENTOS

Debo agradecer a muchas personas por el desarrollo de esta tesis. En primer lugar
a mi familia, principalmente a mis padres y a mi hija por permitirme ocupar gran parte de
nuestro tiempo en mi trabajo de laboratorio. A mi tutor, Dr. Mauricio Gonzalez Canales por
la confianza depositada en aquel entonces “joven estudiante de pregrado” y en aquelios
momentos donde las cosas no salian como esperabamos, por todo el tiempo de trabajo en
conjunto, por sus criticas y por ensefiarme a interpretar datos gue al inicio parecian no
decir mucho, agradezco también su interés en mi formacion cientifica de una manera
rigurosa pero cordial. A mi co-tutor, Dr. Miguel Arredondo Olguin quien fue muy importante
en la parte inicial de este proyecto y por su siempre buena disposicion de ensefiarme
aspectos fundamentales del metabolismo de hierro. A la Dra. Verénica Cambiaso por
aceptarme en su laboratorio, por sus consejos y por ensefiarme a trabajar ordenada y
criticamente. Agradezco especiailmente a Miriam Suazo por ensefiarme del metabolismo
de Cu, de las técnicas necesarias para su estudio, por nuestras conversaciones y
principalmente por ser una gran persona. A mi querido amigo Felipe Qlivares por ser mi
socio en el camino, por su compaiiia, paciencia vy por todo lo que he aprendido de &l,
muchas gracias Felipe. Agradezco también a mis compafrieros y amigos, los “tatitas” del
laboratorio, Lucho, Chodar, Jano, MGA, Angélica R. y Talia del Pozo, por los errores que
cometieron antes que yo y por aquellos que me ensefiaron @, por la compaiiia y por el
tiempo dedicado. Agradezco a mis amigos de la *nueva generacion”, Igor, Freddy, Leo y
Pata con quienes hemos compartido muy gratos momentos y de seguro los seguirermos
compartiendo, también a los novatos Angélica G. y Mauricio L. Agradezco al Dr. Marcos
Mendez por su ayuda y compafiia, también ala gente del laboratorio de biologia celular y
del laboratorio de microminerales del INTA, en especial a Paula y Angélica quienes me
ayudaron mucho. Finalmente agradezco al Dr. Nicolas Guiliani y al Dr. Marco Tulio Niifez
por el tiempo dedicado a la revision de mi tesis y por los consejos sugeridos. Gracias a

todos.

iii




iNDICE DE CONTENIDOS

DEDICATORIA. . oo et e ae s e e v e e e se e e e s eeaeere e it

AGRADECIMIENTOS .. .ottt it et et e e e e s e s s esaes senantaeenes i
INDICE DE CONTENIDOS.....ccutiteamienieeteeseereeeesssessne e s ceee e ssessns e ees censeasesee e iv
[NDICE DE TABLAS ..ottt oot erieie st e es st et ee e e ix
INDICE DE FIGURAS ......coiit ettt ste et een e sttt e eeeneeeeas X
LISTA DE ABREVIATURAS . ...t ettt e et e e e e e e ern e, Xii
RESUMEN. . i e ees e s e e e e e e eesae e seatasat e ereareaeernennns Xiv
ABSTRACT .. e e et e e e et st e e e e e e e reeas XV
INTRODUCCION ...ttt ettt et et et ene et st en et eee e s eeneraneee 1
1. El cobre, un nutriente SENCIal.....cocv e e e e e e 1

2. Proteinas que participan en el metabolismo celular de Cu en mamiferos..........u.u........ 2

3. Factores que regulan la expresién de genes que codifican para proteinas responsables

del metabolismo de cobre: La metalotioneina, una proteina modelo.........ovvveeveeevirriinin, 3
4. Interaccion entre el metabolismo de CU, Fe Y ZN....iiiieeeee e e, 5
5. Utilizacion de hibridacién en matrices (arrays) para andlisis de expresion génica........... 6
B HIDOIESIS. .. iei e e e e e e 8
7. ObJEtiVO GBNEIaAL ... .. it e e e e et e ee e 8
8. ObJetivos eSPeCifiCOS.....iii i e e e 8
MATERIALES Y METODOS . ..uiiiieteir ittt e e eeee e es et eeene s eeoe 10
TMATERIALES ... e e e et e e e e 10

1.1, Lineas CElUIATeS. .......c.ccoeivueueiieierieies et reeeve st e eseesesessens e s een st 10
1.2, CEIUIS PrOCAITOMIES. ...vceeeireteeees ettt et e te et e e et 10

(I = Te: o T T 10

v




T Partidores ... oive e e ettt 13
1 ANEICUBIPOS ...ttt ettt e et e e e e e e e e s 14
1.6, SaAlES Y TEACHIVOS ..o ivtiii ettt e et e e e e e et e r e e e e e e e e e e ee e re e 14
2. METODOS ...ttt ettt et et e et es sttt st e e et esa et e e e e te e e eeee e e e e, 14
2.1, CUIIVO CRILIAN. ..o e e e e et e e te et e s e een eerer e e 14
2.1.1. Manejo de lineas celulares en CUltivo. .........coveveeeeereeeeeeeeeee e, 14
2.1.2. Almacenamiento de las lineas celulares. ................ccoveeevimveeiieese e 15
2.1.3. Tratamientos con CUHIS 0 DFO.....ciiuiiiiiiiiis i e eeee e 15
2.2, Determinacién del estado de parametros celulares............ooueeeeeeeeeieeeeeiinn, 16
2.2.1. Cuantificacién del contenido intracelular de metales traza........................ 16
2.2.2, Cuantificacion de proteinas. ..o v iiiiiiiin e eee e 16
2.2.3. Inmunofluorescencia indirecta (IF1). ....ooooveieerirs e e 17
2.2.4, Cuantificacion de la fluorescencia asociada a MT.....ooveevevvvnee e 17
2.2.5. Cuantificacion de la viabilidad celular................ooeiveveoe e 18
2.2.6. Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).....vevvevvvevvnreriinnn, 18
2.3. Procedimientos de biologia MoleCUIar............oiiiviviner s e oo e 19
2. 3.1, EleCtroforesis. .. .....iviii i e 19
2.3.2. Cuaniificacion de DNA v RNA. ... e e 19
2.3.3. Mantencion de cultivos bacterianos........oo.vueeeeivveeeesceeeeeceeee i 20
2.3.4. Extraccion de DNA plasmidial..............eveieueiieiieineesieeesecee s 20
2.3.5. Extraccion de RNA total y purificacion de mRNA.........ovveverviie 21
2.3.6. TranscripGion in VItro de dap...........ueeeiiiiiieieees e 22
2.3.7. Sintesis de cDNAS N0 radioactivoS.........veueeiivees e, 23
2.3.8. PCR Cuantitativo en tiempo real (q-RT PCR) ..o veevieiee e 23
2.4, Construccion de a genoteCa. ....cuve i civeiei i et et e 24
2.4.1. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)........ocveuveureeeeesaeseeeseeernin, 24
242, LIGACION....ceiit i e e e 24




2.4.3. Transformacion bacteriana............cociiit i s 25
2.4.4. Seleccion de transformantes. ..o iiiiei i 25
2.4.5. Andlisis de la presencia de insertos enlos ClonesS......ocvvveveeeeveenecvienin, 25
2.5. Hibridacion en membranas de NYION........c. ceciiiin e et eer e v 26
2.5.1. Caracteristicas de las membranas.............coveiivviviiiiiee e, 26
2.5.2. Marcacion de SONGaSs......c...iiiieeeieeeeenes ceie e v et e e e ee e e e s e e e 27
2.5.3. Hibridacion con sondas radioactivas...........o.ceeveiieeeevivenieieeeeiee e 28
2.6. AnAlisis de datos. ... ..o et 28
2.6.1. Obtencion de IMAgENES.........ciiuvr i e et e e iee et e s ereeans 28

2.6.2. Obtencién de datos, analisis de calidad de la sefial de hibridacion y

MOMMIAZACION. ..ottt i e e et e e e e s 29
2.7. Bases de datos, herramientas bioinformaticas y analisis estadistico..............vvurvunnn. 30
RESULTADOS .ottt et ettt et e e e e e e e e e et ee e 31

1. Determinacion del contenido intracelular de metales y de Ia viabilidad celular en células

HepG2 y Caco-2 expuestas a una concentracion supra-fisiologica de CU ..vvvvvvvvveenenvinn, 33
1.1. Medicidn del contenido intracelular de cobre, hierro y zinG.......vveenvveveennnnn., 33
1.2. Analisis de la viabilidad celular.............c.eeiveiniisieee e 36
2. Efecto del suplemento de Cu:His o DFO sobre células HepG2........ocvvvveeeeevvviin . 37
2.1. Analisis del contenido de Metales...........ooumeeeeeeeireeeees e 37

2.2. Determinacion de la acumulacion de ROS y de la viabilidad celular..............41

2.3. Determinacion de la abundancia relativa del transcrito mt y de Ia proteina

metalotioneina (MT) en células HEpG2.........oveiiieee oo 43
3. Efecto del suplemento de Cu:His o DFO sobre células Caco-2........oevvvvveomo 46
3.1. Anédlisis del contenido de Metales..........o.oueiveveieereees e 46

vi




3.2. Determinacion de la acumulacion de ROS y de la viabilidad celular.............. 49

3.3. Determinacion de la abundancia relativa del transcrito mt y de la proteina

metalotioneina (MT) en células Caco-2...........c.ueivieuiiiiveneieineseieee e 51

4. Construccion y caracterizacion de una libreria de cDNAs vinculados al metabolismo de

Cu, Fe, Zn y defensa contra dafio oxidativo en humanos............ooveve 54
4.1, Construccion de la lIbreria.........veivs e oo 54
4.2, Verificacion de secuencias clonadas...........ceivereereeeeees oo 57

9. Expresion de genes involucrados en el metabolismo de Cu, Fe, Zn y defensa contra el

dafio oxidativo en células HepG2 expuestos a Cu:His 0 DFO....vvveeeeoeeeeieeeoooo 60

5.1. Produccion de las matrices de hibridacion...........couveeeeeeeevesooo oo 60
5.2. Evaluacion de la calidad de los RNAs y produccion de sondas complejas de

e o e S 61
5.3. Obtencion de datos y analisis de calidad de la sefial de hibridacion.............. 65

5.4. Procedimiento de normalizacion de datos de expresion génica en ensayos de

NIBAACION. .. ..o e 70

6.1. Genes diferencialmente expresados en células HepG2 tratadas con Cu:His...72

6.2. Genes diferencialmente expresados en células HepG2 tratadas con DFO......75
7. Validacion de datos de expresién génica y diferencias tipo celular — especificas.......... 78
DISCUSION. ...ttt et e ettt 80
1. Caracteristicas de la metodologia utllizada................cooeveeeevoeseeoeoeooo 80
2. Contenido de Metales..............cocciviuiinine s e 82
3. Produccion de ROS, viabilidad celular y citoproteccion via MT......o.ovvooeoooeo 85

vii




4. Analisis de expresion g&NICA..........ucuircireie et et e 87
CONCLUSIONES. ... et e e 98
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ciie i et eeee e eeeee e 100

viii




3
INDICE DE TABLAS
|
|

Tabla 1. Lista de clones que fo;rman parte de la libreria de cDNAs vinculados al

metabolismo de metales y defs%nsa contra el dafio oxidativo...........c.cevviiieieeiiiieni 12
Tabla 2. Partidores utilizados ?n la amplificacién de fragmentos de PCR...........oooov. .. 13
Tabla 3. Relaciones de abunde;mcia entre metales en células HepG2............ccovvvunea.., 40
Tabla 4. Relaciones de abundagncia entre metales en células Caco-2............... PETTPP 48

|

1

Tabla 5. Caracteristicas de los|genes seleccionados para andlisis de expresion génica...56

|

Tabla 6. Transcritos cuya abun;dancia cambia significativamente entre células HepG2 no

tratadas y tratadas con Cu:His.}. ............................................................................ 74

[

Tabla 7. Transcritos cuya abundancia cambia significativamente entre células HepG2 no

tratadas y tratadas con o] o T SO 77

]
Tabla 8. Validacion de cambios' de expresién de algunos genes ensayados por
t




L

' INDICE DE FIGURAS

|

Figura 1. Esquema de los trat%amientos con Cu:His o DFO en células HepG2................. 32

Figura 2. Medicién del contenido intracelular de Cu, Fe y Zn en células HepG2 y Caco-2

?

expuestas a Cu:His. ............. il .............................................................................. 35

Figura 3. Determinacion de la lvfabilidad celular en células HepG2 y Caco-2 expuestas a

f
CluHIS e et ettt e 36

Figura 4. Medicion del contenido intracelular de Cu, Fe y Zn en células HepG2 no

|
expuestas o expuestas a CU!H];S ODFO. e e a8

Figura 5. Determinacion de la ificumulacién de ROS y de la viabilidad en células HepG2

expuestas a Cu:His o DFQ...... i ............................................................................ 42
!
Figura 6. Determinacién de Ia :%xbundancia relativa del transcrito (mt) y de Ia proteina
metalotioneina (MT)} en células PHepGZ expuestas a CutHis o DFO. .........oovevvenninniiinl, 45
Figura 7. Medicion del contenic!o intracelular de Cu, Fe y Zn en células Caco-2 no
expuestas o expuestas a Cu:Hi% O DFO. e, 47
Figura 8. Determinacion de la acumulacion de ROS y de la viabilidad en células Cacg-2
expuestas a Cu:His o DFO.......;t ............................................................................ 50
Figura 9. Determinacién de la a{bundancia relativa del transcrito (mt) y de la proteina
metalotioneina (MT) en células ({Saco-Z expuestas a CuHiIS o DFO..oouoeeeeeeininnni 53
Figura 10. Verificacion por anéliisis de restriccion de la identidad de los clones adquiridos
comercialmente. ...................... I; ................................................................................... 58
[
Figura 11. Verificacion por anéIiEf.sis de restriccion de la identidad de los productos
ClONAUOS. .. ..oeeiiiiii e e 59




i

Figura 13. [ndices de calidad d{e los RNAs extraidos desde células tratadas con Cu:His o

DFQO utilizados en los ensayos de hibridacion ..................co i 63
Figura 14. Indice de calidad y fendimiento de la purificacion del mRNA...............ooue..... 64

Figura 15. Hibridacién en mairices con sondas provenientes de células HepG2 no

]
expuestas 0 expuestas a CutHIS 0 DFO. ... e 67
Figura 16. Recuperacion de sefiales de hibridacion..............oeveeeeeuveeoeooeoo 68
Figura 17. Reproducibilidad entre membranas......:......co.coouevireereeeeeiiieeessss s S 69

Figura 18. Transcripcion in vitro de dap y andlisis de la abundancia relativa de transcritos

que codifican para actg o gpdh i(posibles normalizadores)........cooovviviiciiiiiiiinn e 71

Figura 19. Nimero de genes diferencia[mente expresados en células HepG2 tratadas con
i

e A = m— ——— b © —m= T ————— - Y = ez ——

xi




i\

Cu:
Fe:
n:
Cd:
DNA:
RNA:
ROsS:
MRE:
MT:

PCR:

HepG2:

Caco-2;

mRNA;
cDNA:
DFO:
rpm:
Tm:
°C:
DMEM:
SFB:
PBS:

min:

Cu:His:

IFl:

i

I

Eusm DE ABREVIATURAS
'

L

[

cobre. :
|
hierro. |
[
zine, E

cadmio.

acido des oxirribc%nuc]eico.
acido ribonucleic:o.
especies reactivas de oxigeno.
elemento de respuesta a metales.
metalotioneina. ’

3
reaccion en cadena de la polimerasa.
linea celular (hep:atoblas toma).
linea celular (ade?nocarcinoma colorectal)
acido ribonucleico mensajero.
acido desoxirribopucleico completnentario,
deferoxamina, qutelante de hierro.

!
revoluciones por Eninuto.

|

temperatura de rr%elting.

grados Celsius.

medio de cultivo (i:elu[ar Eagle modificado por Dulbecco.

suero fetal de bov;ino.
buffer fosfato salirﬁo.
minutos.
horas.'

segundos.

cobre:histidina.

. b
inmunofluorescencia indirecta.

|
f

xii




1gG:

FITC:
TIFF:
H2DCF-DA:
MTT:
Medio LB:
% viv:

% piv:
g-RT PCR:
u:

uv:

pb:
dNTPs:
dATP:
dGTP:
dTTP:

[**P] dCTP:
IRE:

UTR:

.
1
3
i
inmunoglobulinq G.
}

fluoresceina iso}iocianato (fluorofore).

tagged image filfe format,

2',7'—diclorodihidriofluoresceina diacetato H2DCF-DA (fluoréforo).

3-(4,5-dimethylth;iazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide.
medio Luria — Bértani.

porcentaje volumen — volumen.

porcentaje peso i~ volumen.

reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativo.

unidades enzimaticas.

ultravioleta, i
pares de bases. E
desoxinucleétidois.
desoxiadenina.

desoxiguanina.

desoxitimina.

desoxicitosina marcada con el radioisGtopo fosforo treinta y dos.

elemento de resp;uesta a hierro.

region nio traducida.

r
|
i
!

Xiii




i RESUMEN

El cobre (Cu) es requerido para la funcion de algunas cuproenzimas, por lo tanto

la presencia de este metal es esencial para diferentes funciones fisiclogicas. Sin

embargo, es capaz de generar: radicales libres y oxidar componentes celulares a través
de su actividad redox. Estas c‘?nﬂictivas propiedades demandan una fina regulacion de

\ , ;
los niveles intracelulares de Cu.;
]

Durante este estudio Ese completd y caracterizé una libreria de cDNAs
involucrados en el metabolismcip de cobre, hierro (Fe), zinc {Zn) y defensa contra el dafio
oxidative en humanos, lo qEJe permitio desarrollar un macroarreglo (macroarray)
destinado a examinar la expr?sién de estos genes. Los resultados obtenidos en los
ensayos de hibridac‘én en mac:roarrays indicaron que la exposicién a una concentracion
supra-fisiclogica de Cu en c%lulas HepG2 incrementd la abundancia de transcritos

|
vinculados a su propio metabolismo, lo cual fue asociado con un aumento del contenido
y

intracelular del metal en funcion de! tiempo de exposicién, junto con modificaciones sobre

F

. . [, . -
la abundancia de transcritos .Evmculados al metabolismo de Fe. Similares resultados
. . i . ,
fueron conseguidos en celulasi expuesta al quelante de Fe, deferoxamina (DFO); sin
i - .
embargo algunos de los genes que mostraron varlaciones en la abundancia de sus

transcritos lo hicieron de forina exclusiva para uno u otro tratamiento, lo que se
[

correlaciond con diferencias er{ las razones de abundancia de metales (Cu/Fe, Cu/Zn y

FefzZn) entre los tratamientos. |La mayoria de los transcritos analizados modificaron su

i

abundancia en células HepG2 éaxpuestas tanto a Cu como a DFO, lo que se correlaciond

en la mayoria de los casos con un aumento en la acumulacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS).

Adicionalmente, los datos generados en esta tesis aportan informacién

relacionada con los efectos del!Cu sobre aspectos fisioldgicos y moleculares de la célula,
i
mostrando que este metal es capaz de inducir la expresion transcripcional y proteica de la

|

metalotioneina (MT), la que héT sido sefialada como fundamental en la resistencia a la

|
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F
|
exposicion a elevados niveleside Cu y en la regulacion transcripcional de algunos genes

r

vinculados a su metabolismo. Las diferencias de abundancia de MT v/o de las razones de
v

contenido de metales entre las lineas celulares HepG2 y Caco-2 pueden dar cuenta de la
!
I |

aparente regulacion tipo-celular especifica para la transcripcién de genes vinculados al

metabolismo de metales.
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ABSTRACT

Copper is required fér the function of several cuproenzimes, therefore the
presence of the metal is esserétial for different physiological functions. However, copper is
able to generate free radica]si; and oxidize cellular component through its redox activity.
These confiicting properties deimand a close regulation of the intracellular copper level.
During this thesis was able to icomplete and characterize a cDNAs library involved in the
metabolism of Cu, Fe, Zn and ;jefense against oxidative damage in human, which made it
possible to develop a macroaniay destined to examine the expression of these genes. The
results obtained in tests of hyt%ridization on macroarrays indicated that the exposure at a
supra-physioclogical concentra%ion of Cu in HepG2 cells increased the abundance of
transcripts involved in its own metabo[ism, which was associated with an increase of the
intracellular content of the meti:ell in function on time of exposure, along with modifications
on the abundance of transcript% involved to metabolism of Fe. Similar results where found
in cells exposed to the Fe chelfant deferoxamine (DFQ); nevertheless some of the genes
that showed variations in the ejbundances of their transcripts did it exclusively for one or

j

the other treatment, which wasé associated with differences in the abundance metal ratios
i

(CufFe, Cu/Zn y Fe/Zn) betwéen treatments. Most of the analyzed transcripts modified
their abundance in cells HepGZE exposed to Cu or to DFO, which was associated in most
cases with an increase in the aécumulation in oxygen reactive species (ROS).
in addition, the resuits ?btained during this thesis gives information that connect
the Cu effects over physio!ogicél with molecular mechanism of the cell, showing that this
metal is capable of inducing thie transcriptional and proteic expression of metallothionein
(MT), which has been peinted fto be fundamental in the resistance to the exposition at
elevated levels of Cu and in thie transcriptional regulation of some genes involved in its
metabolism. The abundance dif;ferences of MT and/or of the metal content ratios between
the celluiar lines HepG2 and (;‘,aco-Z may inform of the apparent specific cellular-type
regulation for the transcription 0115‘ genes involved in the metal metabolism.
i
|
{-
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i INTRODUCCION

1. E! cobre, un nutriente esenc:ial.

El Cu es un elemento traiza esencial requerido para la vida por todas las especies
hasta ahora estudiadas (Tapit%:ro y col., 2001). Su esencialidad estd dada por su
capacidad para funcionar comc:; un ion intermediario en la transferencia de electrones,
pudiendo encontrarse oxidado ;(Cu"z) o reducido {Cu™") en los sistemas biologicos. De
esta forma, el metal es utilizaEdo como cofactor.en importantes reacciones redox de
enzimas tales como la citocromcij oxidasa (CCO), la Cu/Zn superdxido dismutasa (SOD1),
la dopamina pB-hidroxilasa (DiBH), la lisil oxidasa (LO) y la ceruloplasmina (Cp

t . .
ferroxidasa). Por tal motivo, el Cfu resulta clave en procesos de biosintesis de colageno y

tejido conectivo respiracion c&ée[ular. proteccion frente a radicales libres, sintesis de

neurotrans misores y regulacién;del metabolismo de Fe (Knight, 1996; Harris, 1995; Vulpe

y Packman, 1995). :

A pesar de su esencialiéad, un exceso de este metal puede dafiar severamente a
las células. En particular, ;Eal Cu puede participar en reacciones tipo Fenton
desencadenando la producciérf'l de ROS responsables de la peroxidacion lipidica en
membranas, oxidacion directaé de proteinas y clivaje de moléculas de DNA y RNA
(Halliwell y Gutteridge, 1984).; Debido a esta potencial toxicidad, la viabilidad celular
depende del balance entre [a claptacic'm, utilizacién, acumulacién y eliminacion del metal.
En este balance, la participacicim de proteinas que unen el metal es fundamental en los
mecanismos de transporte y almacenamiento que regulan el contenido in tracelular de Cu.

3
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2. Proteinas que participan eré el metabolismo celular de Cu en mamiferos.

Los recientes avances}en la identificacién y caracterizacion de las proteinas
involucradas en el manejo int:racelu!ar de Cu permiten visualizar en forma bastante
completa la ruta metabolica lsque da cuenta de la homeostasis de este metal. A
continuacion se describe en foima resumida el conjunto de proteinas involucradas en el
metabolisme de Cu y algunas d;e sus principales caracteristicas funcionales.

En mamiferos, se héﬁn reportado dos transportadores involucrados en la
incorporacion intracelular de CL%H; CTR1, transportador especifico y de alta afinidad por

Cu (Zhou y Gitschier, 1997) iy DMT1, transportador que se encarga también de la
|

incorporacién de otros metales{divalentes (Arredondo y col., 2003). Considerando que el

Cu plasmatico se encuentra como Cu? y tanto CTR1 como DMT1 lo transportan como
Cu*' es necesaria la presencié de sustancias reductoras en la dieta o proteina(s) con
actividad cupro-reductasa ex;inuesta(s) al medic extracelular. En mamiferos se ha
reportado esta actividad reductiasa en al menos dos proteinas de membrana celular, APP
{proteina precursora del ami[oic!ie) y su homoéloga APLP2 (Multhaup y col., 1996). Cuando
el Cu ingresa a la célula, el meftal es unido a chaperonas de alta afinidad que destinan el
Cu intracelular a las protei,&nas blanco, con una alta eficiencia y especificidad,
manteniendo en el medio intrécelular una concentracion menor a un atomo de Cu por
célula {Rae y col., 1999). Esto implica que la activacion de las cuproenzimas depende de
una interaccion proteina — proteina y no del encuentro con atomos en su forma libre. En
humanos, las chaperonas descritas son: HAH1 (Atox1), encargada de la transferencia de
Cu a ATP7A y ATP7B (protei%as conocidas como Wilson y Menkes, respectivamente);
CCS, especifica para la SOD1§, y Cox17 que es la chaperona que interactia con la CCO.
Todas ellas, junto con las cig)dificadas por sus respectivos ortdlogos en levaduras,
comparten un dominio de u'ni()n al metal altamente conservado mediante el cual
coordinan la unién de un atomo de Cu*' (Huffman y O'Halloran, 2001). Por otra parte, el

Cu también puede ser unido Ea glutation (GSH) o metalotioneinas (MTs), siendo estas

Gltimas proteinas claves para :almacenar en forma segura el Cu intracelular (Tapia y col,,

Q]
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2004). Finalmente, el Cu es 'ireliminado de la célula por medio de transportadores que
1

t
movilizan el metal desde el citoplasma al iimen de las vesiculas de |a red trans-Golgi, a
r

través de los transportadoresf ATP7A (en el epitelio intestinal) o ATP7B (en el tejido
’ }
hepatico). En su paso por él aparato de Golgi, el Cu puede ser incorporado a las

diferentes cuproenzimas que} se sintetizan en el complejo reticulo endoplasmatico —

aparato de Golgi. ?
i
Un aspecto interesante de las proteinas que participan en el metabolismo celular

de Cu en mamiferos es que ien su gran mayoria los genes que codifican para estas

proteinas poseen ortdlogos en organismos filogenéticamente muy distantes, incluyendo

eucariontes unicelulares coma lilevaduras. Esto no ocurre con los factores de franscripcion
3

que regulan la expresion de estos componentes, o que sugiere que si bien la maquinaria
;

que sustenta el metabolismo d;el metal ha sido conservada, los mecanismos que regulan
':

la expresién de los genes due codifican para estas proteinas han sufrido fuertes

variaciones durante la evolucion de los eucariontes.

¥

3
3. Factores que regulan Ia: expresion de genes que codifican para proteinas

responsables del metabolismio de cobre: La metalotioneina, una proteina modelo.
Del analisis de las regiiones reguladoras de los genes que codifican proteinas
involucradas en el metabolismcé de Cu, se puede deducir que en eucariontes superiores
estos genes presentan una ma!g/or diversidad y nimero de elementos reguladores al ser
comparados con sus ortélogosi en levaduras (Murphy y col., 1999: Daffada y Young,
1999}, Un elemento cis regulad%)r comun en mamiferos y levaduras es el de respuesta a
metales (conocido comao MRE),%’sin embargo, este no constituye una constante para todo
este grupo de genes; por ei contrario, se identifican para todos ellos sitios de
reconocimiento para reguladotres transcripcionales vinculados con otros procesos

celulares (Daffada y Young, 199;9; Baumann y Gauldie, 1994).

El gen mt, que codifica para Ia proteina MT, ha sido el mejor caracterizado en su

respuesta transcripcional a Cu; su producto génico esta presente tanio en levaduras




| : .
como en mamiferos y su distribupci()n es ubicua en tejidos animales (Tapiero y col., 2001).

I - :

Aunque su funcién no esta to¥almente definida, se ha relacionado con procesos de
3

respuesta a eventos inflamatorios, de supervivencia celular frente a la exposicién a

!
niveles fisiologicos vy supra-fisiolé')gicos_ de Cu (Tapia y col., 2004) y en la detoxificacion de
cadmio (Cd), Cu y Zn (Palmiter, 1998). En este sentido, existen diferentes evidencias
experimentales que indican qufe la exposicion de células en cultivo a estos metales
inducen un aumento rapido y siénificativo en la expresién del gen mt (Thiele, 1992; Tapia
y col., 2004; Coyle y col., 200:2), lo que se traduce en un aumento de la abundancia
relativa tanto de! transcrito comé de la proteina (la que se acumula en el citoplasma y en
el nicleo). La regulacion transicripcional de mt depende de los MREs, los cuales se
encuentran presentes en mt]ltipi_les copias en el promotor de todos los genes conocidos
que codifican para MTs (Palmitér, 1994; Samson y col., 1995; Bittel y col., 1998; Koizumi
y col., 1999). A estos MREs sig une el factor de'transcripcién de respuesta a metales
(MTF-1) que ha sido identificalido como el elemento regulador de la expresion de nit
(Heuchel y col., 1994; Palmiter,| 1994; Bittel y col., 1998; Koizumi y col., 1999), el cual se
caracteriza por contener cinco ?ominios de unién al DNA (del tipo “dedos de zinc") de la

|
familia Cys2His2. Su unién al|DNA es reversiblemente regulada por la interaccion de

estos dominios con Zn bajo coinstantes de disociacion en el range micromolar lo que le
permite, a diferencia de otros %actores de franscripcion que contienen “dedos de zinc®,
detectar cambios en la conce?tracién intracelular de Zn (Palmiter, 1994, Biitel y col.,
1998). Considerando estos ant'ecedentes, se han realizado experimentos con diferentes
lineas celulares que han permi:tido proponer mecanismos de accion que dan cuenta del
control transcripcional de mt via MTF1. De forma resumida, estos mecanismos postulan
que un aumento en el contenido intracelular de Cd y/o Cu permite que estos metales
desplacen al Zn de los sitios de; unién a MT, lo cual aumenta la disponibilidad de Zn libre
en la céiula. De este modo Zr; seria incorporado a MTF1 permitiendo la unién de esta

I
proteina a los sitios MREs delf promotor de mt y asi la induccion de la transcripcidn de

este gen (Zhang y col., 2003). ;
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4. Interaccidn entre el metabjolismo de Cu, Fe y Zn.

Actualmente, existe arpplia evidencia que vincula el metabolismo de Cu con el
metabolismo de otros metales: traza, como Fe y Zn (Gubler y col., 1952; Harris, 1995;

(

Crichton y Pierre, 2001; Fox,é 2002; Garrick y col., 2003; Arredondo y Nuiiez, 2008),
Procesos tales como la inch;rporacic'm celular de Fe, la actividad ferroxidasa de la
ceruloplasmina (Harris, 1995)[, la actividad de SOD1 (Roughead y col., 1999) vy la
induccion de MTs, constituyen ejemplos de este vinculo. Por otra parte, recientes
antecedentes han permitido determinar que DMT1, el transportador de Fe*? desde el
lumen al enterocito, es también responsable del transporte de Cu*' en células Caco-2
{Arredondo y col., 2003}, lo qur—‘f podria explicar el aumento en el contenido intracelular de
Cu en enterocitos y hepatocitois de rata al disminuir la disponibilidad del Fe suministrado
en la dieta {Callins y col., 20051). Ademas, se ha establecido que la capacidad de MT de
unir 7 atormos de Zn o hasta 12% atomos de Cu y otros metales como Cd (Richards, 1989),
permite alternar el almacenqmiento de estos metales, posibiemente pivotando el
acoplamiento de diversas rutasi metabolicas y sistemas de regulacion transcripcional de
genes encargados de mamtenerE la homeostasis de estos metales. Esto sugiere que tanto
DMT1 como MT podrian ser elementos de interaccion y/o regulacion del metabolismo de
Cu, Fe v/o Zn. En este sentiido, se ha establecido en diferentes lineas celulares de
mamiferos que un aumento en ila disponibilidad de Cu extracelular aumenta el contenido
intracelular de Cu y disminuye! el contenido de E;e y/o Zn afectando las abundancias
relativas que se establecen entre estos metales, siendo el mismo Cu el principal metai
afectado (Tapia y col., 2003). '

Desde el punto de vista ;de la reguiacién transcripcional asociada al vinculo que
existe entre estos metales, uniamplio nimero de observaciones indican que algunas
proteinas involucradas en el rréanejo celular de Cu cambian su patrén de expresion
génica en respuesta a variacionfes en la disponibilidad de Fe y Zn (Murata y col., 1999;

Muckenthaler y col., 2003; Coliins y col.,, 2005). Estas variaciones de expresién son

dependientes del tipo celular involucrado, indicando que las células de eucariontes

|
| :
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superiores posiblemente conectan el metabolismo de Cu tanto con las vias metabdlicas
;

de Fe y Zn de acuerdo al patr:én de abundancia relativa que se establece entre ellos

i
como con el papel que desempefian los distintos tipos celulares en la homeostasis

|

corporal de estos metales. [
|

|

5. Utilizacién de hibridacién en matrices (arrays) para analisis de expresion génica.

Tradicionalmente, los andlisis de expresion génica se han basado en técnicas que
]

}

permiten cuantificar la abundanci.la de transcritos de unos pocos genes a la vez. Entre las

mas utilizadas se encuentra la medicién via PCR semi-cuantitativo, PCR en tiempo real y

Northern blot, En la actualidad, ;Ios proyectos de secuenciacién gendmica han obligado a
los investigadores a desarroilar tecnologias que permitan analizar la expresion
transcripcional de varios genes; a la vez. Con este proposito, las hibridaciones sobre
matrices (micro y macroarrays) Eham sido ampliamente utilizadas durante la dltima década
(Freeman y col., 2000), incluyendo investigaciones orientadas al entendimiento del

metabolismo de metales. El usci: de esta metodologia ha permitido identificar genes que

I
estan directamente regulados ten respuesta a cambios en el estatus intracelular de

metales, particularmente en SE cerevisiae. Por ejemplo, en este organismo se han
. ! N .
examinado genes regulados por el factor de transcripcién Zapip en condiciones
i

i
limitantes de Zn, (Lyons y cok, 2000) y se han identificado genes blancos para los
i

]

factores de transcripcion de Macip y Aft1p, que regulan la expresion de genes vinculados
]

al metabolismo de Cu y Fe, r?spectivamente (Yun y col., 2000; Foury y Talibi, 2001;

Gross y col., 2000). Por esta: razén, se considera que esta metodologia facilita la
!

deteccion de cambios tran$cripcionales de miltiples genes contribuyendo al
¥

entendimiento de los mecanismos de accidn que dan cuenta de la homeostasis de
b
1
|

Como resumen de esto% antecedentes, se sabe que en mamiferos el Cu es un

metales.

micronutriente esencial que puede ser potencialmente toxico. También, se conocen en

farma bastante exhaustiva los cpmponentes que dan cuenta de la homeostasis del metal,

| :




siendo el gen (mt) que codificé: para la proteina MT el mejor caracterizado en cuanto a su

regulacion franscripcional, la éual depende del contenido relativo de metales como Cu y
Zn. Por otra parte, se ha estaé)lecido un estrecho vinculo entre los metabolismos de Cu,
Fe y Zn y existe evidencia que permite establecer que cambios en Ia disponibilidad
extracelular de estos metales [producen cambios en su contenido intracelular, afectando
también las relaciones de contenido entre estos matales.

A pesar de los antecedentes que establecen el vinculo entre el metabolismo de

Cu, Fe y Zn, sus bases moleculares estan lejos de ser comprendidas. Por esta razon, fue

de nuestro interés evaluar los efectos de la exposicion a Cu sobre las relaciones de

contenido intracelular con otros metales (Cu/Fe, Cu/Zn, Fe/Zn) en funcién de las
¥

modificaciones de las redes transcripcionales involucradas en la homeostasis de estos

tres metales y otros encargaélos de defensa contra el dafo oxidativo. Para esto se
I

emplearon poblaciones de tran'scritos provenientes de células HepG2 y Caco-2 (sélo en
términos comparativos) que rep,}resentan a nivel sistémico los tefidos mas relevantes en la
regulacién del metabolismo déal Cu (hepatico e intestinal, respectivamente). En este
estudio se utilizaron condicione:is de exposicién que incrementaron significativamente el
contenido intracelular de Cu y I!g abundancia relativa del mRNA que codifica para MT. La
modificacién en la abundancia Erelativa de 38 transcritos de genes seleccionados por su
vinculacion al metabolismo d;{e metales fue evaluada mediante hibridacién sobre
membranas de nylon (macroarr%ys) y verificada, en algunos casos, mediante ensayos de
amplificacion por PCR en tiempc;) real.

Finalmente, para evaiua:ir si la exposicion a Cu en las condiciones utilizadas
afectaba parametros de viabiliciad y estrés, se incluyd en los analisis la medicidon de
estos, con el fin de interpretar :5| los cambios en la abundancia relativa de transcritos
fueron consecuencia Unica de Iais modificaciones en el contenido intracelular de metales y
sus relaciones y/o consecuenci:a de las modificaciones fisiologicas producidas en las

3
celulas por la exposicion a una cLoncentracién supra-fisiolégica de Cu,

|
|




i
6. Hipotesis. ’

Un aumento en la disponibilida;\d exiracelular de Cu afecta el patron de abundancia
relativa de franscritos que codifican para proteinas vinculadas al metabolismo del propio

Cu como también de Fe y Zn len células HepG2, lo cual es dependienie no solo del

contenido intracelular de cada rpetal, sino también de las relaciones de abundancia que

¥

I
se establecen entre ellos. ;
3

1
7. Objetivo general. 5
Evaluar cambios en los patrones de abundancia relativa de transcritos vinculados al

metabolismo de Cu, Fe y Zn, entre células no expuestas y expuestas a una concentracion
i
PR LY . . . . .
supra-fisiclogicas de Cu y determinar si estos cambios se explican por las variaciones en
f
tas relaciones entre los metale‘s fraza en cuestion y/o por las alteraciones fisiologicas
I

celulares generadas en respuesta al tratamiento.

|
8. Objetivos especificos. f
a. Cuantificar el contenido intracelular de Cu, Fe y Zn en células HepG2 no expuestas y

expuestas a una concentracion supra-fisiologica de Cu y determinar su efecto sobre la

viabilidad celular, la produccion de ROS y la abundancia relativa del transcrito y de la

proteina MT.

Con el propésito de comparar los resultados obtenidos en células HepG2, estos

ensayos se realizaron tambiér? en células Caco-2 expuestas a las mismas condiciones,
dado que esta linea celular haf sido ampliamente utilizada en investigaciones dirigidas al
entendimiento del metabolismqE celular de Cu y Fe. Ademas, ambos tipos celulares fueron
expuestas al quelante de Fe,;t deferoxamina (DFO), con el proposito de modificar las

proporciones de contenido de Cu y Fe por una via independiente al suplemento con Cu.
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b. Completar y caracterizar una libreria de cDNAs vinculados al metabolismo de Cu, Fe,

Zn y defensa contra dafio oxidativo de humanos,
¥

Para lograr este objetivo se realizd una revision bibliogréfica para identificar genes

!

f
involucrados en el metabo]isn?o de metales traza. Sus clones fueron comprados cuando
su inserio fue un cDNA de i‘Iargo completo o clonados cuando estos no estuvieron

i

disponibles comercialmente. T;odos los clones fueron verificados y amplificados para ser
H

sembrados en membranas de ;nylon. para los ensayos de hibridacion.

|

| P g - .
c. Desarrollo de un proced imiento de hibridacion en m embranas de nylon para monitorear
¥
en forma simultanea cambiosl de expresién génica en multiples genes involucrados en
T
1
metabolismo de metales y defensa contra el dafio oxidativo entre células no expuesta y

expuestas a Cu o DFO.

Con el objetivo, de evaluar si las modificaciones en la abundancia relativa de

E

metales fraza y sus relaciones ien células HepG2 expuestas a Cu o DFO afectan el patrén
f

de abundancia de transcrutlos que codifican para proteinas involucradas en el
'

metabolismo de Cu, como también de Fe y Zn, se determinaron las condiciones mas
b

i
adecuadas para el marcaje de la sonda, las condiciones de hibridacién, deteccion vy
|

o i . oo o s
recuperacion de sefiales confiables de hibridacién y normalizacion de datos.
b




MATERIALES Y METODOS

¥

1. MATERIALES

1.1. Lineas celulares.

Durante el desarrollo deilesta tesis se utilizaron dos lineas celulares humanas. La
linea celular HepG2 proveniénte de carcinoma hepatocelular, fue adquirida desde
American Type Culture Collect?on, Rockville MD (Nimero de acceso HB-8065). La linea
celular Caco-2 proveniente ]de adenocarcinoma colorectal con caracteristicas de
enterocito, fue donada por el dr Miguel Arredondo Olguin (INTA — Universidad de Chile,

Santiago, Chile). Las célulasi Caco-2 fueron utilizadas con el fin de contrastar los

resultados obtenidos en los ensayos con ¢élulas HepG2 para idénticos tratamientos.
1

1.2. Células procariontes.

Se utilizaron las cepas bacterianas DH5¢. y JM109 de E. colf (Promega, WI, USA)
para los clonamientos y amplifit;:acién de las secuencias génicas de interés.
|
1.3. Vectores. T
Los plasmidios utilizados lfueron los siguientes:
a) pGEM -T Easy. Este vector }ue cbtenido de Promega, WI, USA y utilizado como vector
para todos los fragmentos del DNA clonados durante esta tesis. Este vecior contiene
regiones promotoras SP6 y T'r; que flanquean una regién de clonamiento con multiples
sitios de restriccion la cual esta: conienida dentro de la region codificante del péptido « de
la enzima P-galactosidasa, po;r lo que la insercién de un fragmento de DNA en esta
regién inactiva el péptido permjitiendo la seleccidn de clones portadores del inserto. Para
ello, las colonias transformadais son crecidas en medio con x-gal, sustrato de la enzima

B-galactosidasa. Colonias azules indican que no hubo ligacién del inserto mientras que

|
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colonias blancas indican Iigacion}es positivas. Todas las colonias transformantes fueron
seleccionadas por su resistenci; a ampicilina, conferida gracias a la presencia de la
secuencia codificante para B—Iact?masa contenida en este vector.
b) pcDNA3.1 (+). Este vector fue;l obtenido de Invitrogen, CA, USA. Contiene el promotor
de células eucariontes CMV y los genes de resistencia a ampicilina y neomicina.
¢) pOTB7, pCMV-Sport6, pBluéscriptR, pT3T7-Pac, pDNR-LIB. Estos vectores con sus
respectivos insertos fueron obte:nidos desde la libreria de clones con marco de lectura
abierto y largo completo (FL—OBF) de la coleccion de genes de mamiferos (MGC) del
instituto Nacional de Salud de iEstados Unidos, por medio de Open Biosystems, Ing.,
Huntsville, USA. Estos vectore;:s contienen la regién promotora T7, SP6 o T3 que
flanquean regiones de clonamiéanto con muitiples sitios de restriccion y jos genes de
resistencia a ampicilina o cloraﬁfenicol.
d) pBluescript Il KS (+). Este vector con su inserto fue adquirido desde American Type
Culture Collection, Rockville l\nD (Ndmero de acceso 87468). Contiene regiones
promotoras SP6 y T7 que ﬂangﬁuean una regién de clonamiento con multiples sitios de
restriccion y el gen de resistenci:a a ampicilina.
e) pTrcHis2 Topo TA. Este vet::tor fue obtenido de Invitrogen, CA, USA 'y utilizado como
vector de clonamiento y expreisién para la regién codificante del transportador de alta
\

afinidad para Cu {ctrf). Este vector posee un codén de inicio correctamente espaciado

para la unién ribosomal y dos codones rio abajo, un sitio de insercién para el producto de
|
PCR de interés, Posee la se}cuencia que codifica para un epitope myc, una region

terminal de poli-histidina y el gen de resistencia ampicilina. Algunas caracteristicas de los
|

insertos ligados a estos vectores se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Lista de clones que forman parte de la libreria de cDNAs vinculados al
metabolismo de metales y defensa contra el dafio oxidativo. La tabla muestra de izquierda a
derecha el simbolo (nombre) de [os genes que forman parte de la genoteca, el vector {plasmido)
donde se encuentran clonados, el tamafio del inserto, el origen de} clon y los partidores utilizados
para generar los productos de amp‘hflcaclon sembrados en [as membranas de hibridacion.

Simbolo (Nombre) Vector

rbes

dap

tf

hfe (hla-h}
hepe-hamp
app

pmp
scot
deytb
fregt
ipt-acol
mt

murr]
cox11
ctr2
atp7a, mnk
atp7h, wd
cp

sod1
cox17
atox1

cecs

sco2

H2
imp2-ireb2
cubn
mtf1

gcs

gpdh
aclg
tuba2
cgb132
apip2

tre

amtl
heph

fth1

fil

abcb?
fxn
hmox1
Zirt!

gsr

ciri

1 Zap
pBluescript Il KS+
pBluescriptR
pcDNA3
peDNA3 myc -His
pcDNA3.1{+)
pCMV-SPORTE
pCMV-SPORTS
pCMV-SPORTE
pCMV-SPORTS
pCMV-SPORTS
pDNR-LIB
pDNR-LIB
pDNR-LIB
pGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pPGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pGEM-T Easy
pOTB?

pOTB?

pOTB?

pOTE?7

pOTB7

pOTE7

pOTB?

pOTE7

pOTE7

pOTB?
pT7T3D-Pac
pTrcHIs2-TOPO

i
b
iTamaﬁo Inserto (pb)
632
431
2330
(1064
280
|2121
I435
1399
bos7
b2170
1530
g5
'735
11629
}524
202
[403
1490
;260
850
1318
531
1475
1580
t4zs
506
324
380
538
545
az21
729
315
1 401
2179
L 454
238
878
2360
2130
1574
F2041
1780
| 663

Origen del clon

Disponible en Lab,
Disponible en Lab.

Comprado MGC

Disponible en Lab.
Disponible en Lab.
Disponible en Lab.

MGG
MGC
MGC
MGG
MGC
MGG
MGC
MGG
Clonado en Tesis

Disponible en Lab.

Clonado en Tesis
Clonado en Tesis

Disponible en Lab,

Clonado en Tesis
Clonado en Tesls
Clonado en Tesis
Clonado en Tesls
Clonado en Tesls
Clonado en Tesis
Clonado en Tesls
Clonado en Tesis
Clonado en Tesis
Clonadoe en Tesis
Clonado en Tesls

Disponible en Lab,
Disponible en Lab,

MGC
MGC
MGC
MGC
MGC
MGG
MGC
MGC
MGC
MGC
MGC
Clenado en Tesis

Partidores PCR

(T3-T7)

Espec(ficos

{T3-T7)

(SP&-T7}

Especificos
Especificos
Especificos

(SP&-T7)

(SP8-T7)

Especificos

(SP8-T7)

Especificos - (M13 R-T7)
(M13 R-T7)

(M13 B-T7)
Especlficos - (SP6-T7)
{SP6-T7)

Especificos - (SP8-T7)
Especlficos - (SP6-T7)
Especificos - (SP6-T7)
Especlficos - (SP6-T7)
Especificos - (SP&-T7)
Especificos - (SP6-T7)
Especfficos - (SP6-T7)
Especificos - (SP6-T7)
Especlficos - (SP6-T7)
Especlficos - (SP6-T7)
Especlficos - (8P6-T7)
Especificos - (SP6-T7)
Especlficos - (S8P6-T7)
Especlficos - (SP6-T7)
(SP6-T7)

(8P8-T7)

Especlficos

(SP6-T7)

(SP6-T7)

Especlficos
Especificos

{SPE-T7)

{SP6-T7)

(SP6-T7)

(SP6-T7)

Especificos - (SP6-T7)
(13-77)

Especificos
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1.4. Partidores. ;

La amplificacion por PCR dcj—:- las secuencias de interés fue realizada con partidores
disefiados utilizando el program; Primer Premier 5.0 (Premier Biosoft International) y
sintetizados por Alpha DNA (Ou’!ébec, Canadd). Las parejas de partidores poseen una
temperatura de melting (Tm) que difieren en menos de 4 °C, no forman dimeros de
partidores, ni autocomplemento tl:le bases segun las predicciones del programa utilizado

en su disefio. Las secuencias sentido y antisentido se expresan desde el extremo 5 al 3.

Tabla 2. Partidores utilizados en la amplificacién
lista de todos los partidores util
para clonamientos y/o desarrollo de matrices de hibrida
partidores amplifican fragmen
utilizaciori en PCR convencional y PCR en tiem

izados en los experim

tos de tamafio vatiable y fueron

de fragmentos de PCR. La tabla muestra la
entos de amplificacién de segmentos por PCR
cién sobre membranas de nylon. Estos
desarrollados suponiendo su

po real. Las Uitimos cuatro secuencias de lista
corresponden a partidores universales de vectores comerciales.

Gen Partidor Sentido ' Partidor Antisentido

cir! GGGTGACGGGTTAAGATTCG ATGGCAATGCTCTGTGATATC
ctr2 GGAGAAGGG'ITGTTGGTGAT AGATGAGGATAAAGGAGGGC
atp7b GAAACTCACGAGGACAAATG GGCCTGAACGTAGAAGTAC
mt ATGGATCCCAAGTGCTCCTGCG AGGGCTGTCCCAACATCAGGS
pmp CGAACCTTGGCTGCTGGAT, COTCATAGTCACTGCCGAAA
aplp2 GTGGAATAGGGAACTGTAAT GGGGAAGTGAACGGTAAAA
app CACCACAGAGCTTGTGGAAG AGGTGTCTCGAGCTACTTGT
cp GAGCCGATTGGGGTGAGAT CTTTGCACATAGTGAGACCC
sco? AGTGGGRTGCTGATGTACTITG CGCAGCCCGTITAATGATGG
atox1 CTGTGGAGGCTGTGCTGA% AGGAATAGGACAACTGAGGGT
cox17 ACGAATCGGCGTTTGCC TTCCAGATATCAAAGTTCGT
ces ACAGCTGAGCCCTGAGCG | ACAGAGCCAAGGTGAGGTC
tfre CTGCCTCTTTCCTGTTGTTG ACTAAGTCTTTGGCTTGTGGT
tfr2 CAAGGAGTGCTCATATACCF AGCCCACGCTTCCAAAGTC
ip2 AGAGAGTGGGCTGCCAAAGE TACTGGGACTATCTGGTGCTC
cubn TGGGAAAGGTCCTGCGTATC AGTAGTCTGGAGCGGTGGE
fth1 AATACTﬂCTCCACCAATC‘I?’C TTGTCAGTAGCCAGTTTGTG
iregt TGTGGCTTTATTTCGGGATG AGGCTGGTTGTAGTAGGAG
heph GTCTACTAGCCTGGGCATCC GGTCAGCATCGGTGGGTG
hepe CAGTGGGACAGCCAGACA, AATAAATAAGGAAGGGAGGG
zirtl CTGCTGTGGAACGGGTATGG CTTGGGCTCCTCGGGTGTAT
mit1 AAGCCGACAAGCAGAGACT CTGGGATGTGAATAAAGAAAA
gos ATCCTCCAGTTGCTGCACAT TGTGAACCCAGGACAGCCTA
actf CAGTGGGAGAGCCAGACA: AATAAATAAGGAAGGGAGGG
gpdh AGCACAGTCCATGCGATCAG TGCACGACCCTGTTGCTGTA
dap TTGCATTAGAGCACGGAGTGC GOGTATCTGAAGCGTTTGG
7 TAATACGACTCACTATAGGG

SP6 ATTTAGGTGACACTATAGAAT
13 ' ATTAACCCTCACTAAAGGGA
Mi3-R : GGAAACAGCTATGACCATG

|
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1.5. Anticuerpos.
a) Anti-Metalotioneina. Correéponde a un anticuerpo monoclonal producido contra
metalotioneinas [ y Il (MTi/II) Qe ratén por la empresa Dako, CA, USA. Este anticuerpo
reacciona contra un epitope corilservado en ratén y humano, organismos en los cuales ha

sido probado y validado (Tapia y col., 2004; Arredondo v col., 2004),

b) Anti-IgG: Corresponde a un 1anticuerpo monoclonal producido contra Inmunoglobulina
G de ratén por la empresa Rockland, PA, USA. Este anticuerpo se encuentra conjugado a
fluoresceina isotiocianato (FITC) la que presenta un méaximo de emisién a 528 nm.

c) Faloidina (Alexa Fluor 594 péhalloidin). Corresponde a un péptido biciclico aislado de
Amanila phalloides que recont'])ce y une a microfilamentos de actina (f-Actina) la que
presenta un maximo de emisi(jin a 609 nm. Este péptido fue adquirido en Molecular

Probes (OR, USA).

1.6. Sales y reactivos.

'
I
|
5
i
]
Las sales y reactivos en soluciér;'_j fueron adquiridos en Merck, Sigma o Winkler Lida.

2. METODOS

2.1. Cultivo celular.
2.1.1. Manejo de lineas celular.%es en cultivo.

Las dos lineas celulare;s utilizadas en esta tesis fueron mantenidas en un
incubador bajo similares condic;iones de cultivo (37 °C y presién constante de 5 % de
CQg). Las células fueron cu[tiva;jdas en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado con 10 % v/v de ?uero fetal bovino (SFB) y los antibiéticos penicilina (100
Ul/ml) y estreptomicina {100 pg,:’ml) utilizando placas de Petri de 96 mm o frascos T25
(Gonzélez y col., 1999; Tapia“ y col, 2003). Ademas, las células HepG2 fueron

. . . .
suplementadas con 1 mM de prrlfvato de sodio. Cada 2-3 dias, las células fueron lavadas

i
r

14




t

L

dos veces con buffer fosfato salino (PBS) y el medio de cultivo fue reemplazado por
|

medio fresco. !
i
!

2.1.2. Almacenamiento de las lineas celulares.
]

Ambas lineas celulares quron almacenadas en alicuotas aproximadas de 1x10°

células, -en medio DMEM suplemgntado con 10 % viv de SFB y 10 % v/v de DMSO en

criotubos de 1,8 mia-80°C. |

i

2.1.3. Tratamientos con Cu:His io DFO.
\

El medio de cultivo estandar utilizado {descrito en 2.1.1.) alcanza concentraciones

de metales traza de 0,44 uM de bu, 2,69 uM de Fe y 3,8 pM de Zn (Tapia y col., 2003).

Para los tratamientos con Cu, el metal fue suplementado como complejo Cu:His (razon

1:10) a una concentracion fija (1&)0 uM) y tiempos variables (8, 12, 24 y 48 h), mientras
i

que el DFO fue suplementado d concentracién (100 pM) y tiempo (48 h) fijos en placas

de Petrl de 96 mm, en ambas lineas celulares. Para la linea celular HepG2, los
|

tratamientos se realizaron cuando éstas alcanzaron un 80 % de confluencia y en células

Caco-2 los tratamientos se realizzi;\ron luego de 17 dias de post-confluencia con el objetivo

de estabilizar la expresién de a[g‘unos transcritos (aspecio que se reforzé manteniendo el

mismo tiempo de cultivo parai todos los tiempos de tratamiento, en ambas lineas

celulares). [nmediatamente alcan]zados los tiempos indicados, las ¢élulas se recuperaron

mediante un {ratamiento suavecon tripsina-EDTA a 37°C por 3-5 min, previo a tres

lavados con PBS. Las células recuperadas fueron centrifugadas a 2500 rpm por 5 min y

‘ml de PBS (Gonzalez y col., 1999). Alicuotas de 100 pl

!
1

el pellet fue resuspendido en 1
1

fueron almacenadas a -80 2C para medicién de metales y cuantificacion de proteinas y
1

eventuales ensayos de Westel‘ln blot. Los 700 pL restantes fueron inmediatamente

utilizados para extraccién de RNA, necesario para ensayos de expresion génica.

i
|
|
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2.2, Determinacion del estado de parametros celulares.
2.2.1. Cuantificacién del contenido intracelular de metales traza.

Las células tratadas y no tratadas con Cu:His o DFOQ fueron recuperadas mediante
tripsinizacién y lavadas en PBShcomo se indica en la seccién 2.1.3. Alicuotas de 1-2x10°
células fueron centrifugadas a 2,[.500 rpm por 5 min. El pellet de células fue resuspendido
en 1 ml de agua desionizada bil-destilada y acido nitrico (65 % v/v} y luego incubadas a
65 °C durante 16 h para comp}etar la lisis 4cida (Gonzdlez y col., 1999). El contenido
infracelular de Cu y Fe fue cuantificado en un espectrémetro de absorcién atémica con
hormo de grafito (SIMMA 61 OO,JPerkin Elmer) con limite de deteccidn en fracciones de
ppb, mientras que el contenido"de Zn, se cuantificé en un espectrémetro de absorcién
atémica con horno de llama (22é0 Perkin Elmer) que tiene un limite de deteccién en ppm.
El contenido de todos los metales se determiné por interpolacion desde curvas de

calibracion generadas a partir de diluciones seriadas de concentraciones conocidas para

cada metal.

2.2.2, Cuantificacion de protel'ﬁas.

La cuantificacién de proteinas se realizé mediante el método de Bradford.
Alicuotas de 1-2x10° células ;tratadas y no tratadas con Cu:His o DFO fueron
centrifugadas a 2.500 rpm por 5 min. El pellet fue resuspendido en buffer de lisis (NaOH
0,5 N; tritdn 0,1 % vA) vy se tomaron alicuotas que fueron resuspendidas en agua
destilada y reactivo de Bradford drazén 4:1). Junto a cada grupo de proteinas se leyé una
curva estandar que contiene coné:entraciones conocidas de albimina de suero de bovino
(BSA 0-12 pg/ml) en el mism;o buffer en que fueron disueltas las muestras. La
cuantificacién colorimétrica se re:;;llizé en un espectrofotémetro (Perkin Elmer MBA 2000)

midiendo a una longitud de ondia de 595 nm. La concentracién de proteinas de cada

muestra fue interpolada desde la Furva estandar de absorbancia generada con BSA.
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2.2.3. Inmunofluorescencia indirecta {IFI).

Las células HepG2 y Ca%:o-2 fueron sembradas sobre cubreobjetos de 12 mm de
diametro en placas de 24 pocillos (Nalge Nunc Int. Corp. IL, USA). Cuando las células
alcanzaron las condiciones de Clj.IIﬁVO y tratamientos indicadas en la seccién 2.1.3. fueron
lavadas dos veces con PBS, y se fijaron con una solucién de formaldehido al 3,7 % viven
PBS, durante 15 min a ten;'lperatura ambiente. Posteriormente, las células se
permeabilizaron con una solucién de formaldehido 3,7 % v/v més Tritén X-100 al 0,2 %
v/v por 5 min a temperatura ambiente, tras lo cual se realizaron dos lavados con PBS y se
bloqued con una solucién de BSA al 3 % p/v en PBS, por 45 min. Luego, las células se
incubaron con el anticuerpo prgmario (anti-MT), diluido 1:50 en solucién de bloqueo,
durante 45 min a 37 °C. Se lavar;on las células dos veces con PBS y se incubaron con el
anticuerpo secundario anti-lgG dé raton conjugado a FITC diluido 1:100 en la solucién de
bloqueo, durante 45 min a 37 fEQC. Se lavaron las células tres veces con PBS y se
incubaron con una dilucién de 1:50 de Faloidina durante 30 min a 37 2C, seguido de tres
lavados con PBS y una vez j!con agua destilada. Finalmente, se montaron sobre
portaobjetos de vidrio. Para la vi§ualizacién, las celulas se observaron en un microscopio

de fluorescencia (Nikon). Las imé‘tgenes fueron capturadas con una camara digital (Kodak

Digital Science DC120).

2.2.4. Cuantificacién de Ia fluoriescencia asociada a la proteina MT.

A partir de las imagenes cjapturadas desde las IFl para MT se cuantificé la emisién
fluorescente en forma indirectef cuantificando las unidades energéticas por pixeles
mediante andlisis digital con lc;s programas Adobe® Photoshop® 6.0 v MATLAB®
(Mosedale y col., 1996; Matkowskyj y col., 2000; Matkowskyj y col., 2003). Para cada
tiempo de exposicién a Cu:His o iDFO (sefialadas en la seccion 2.1.3.) se obtuvieron tres
fotografias representativas de la jpoblacién celular, las cuales fueron editadas ajustando

los niveles de entrada vy salida en‘i 225 y 2 unidades respectivamente, para el canal rojoy

azul en Adobe® Photoshop® 6.0. Posteriormente se seleccionaron tres cuadrantes de
i
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|
cada fotografia las cuales fueron almacenadas en archivos de formato TIFF de alta

resolucién, estas fueron analizados via MATLAB® con el algoritmo descrito por
1

Matkowskyj (Matkowskyj y col., 2000), restando en cada caso la intensidad de
fluorescencia obtenida desde el c:uadrante seleccionado como ruido de fondo, en cada

caso.

1
i
i
|
1

2.2.5. Cuantificacién de la viabilidad celular.

El anélisis de viabilidad celular se realizd en células expuestas bajo las

1

condiciones sefaladas en la se¢ci6n 2.1.3., en placas de 24 pocillos a través de la
cuantificacion de un marcador de; la actividad mitocondrial; MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl}-2,5-diphenyl tetrazolium brom:ide (Mosmann y col.,1983). Luego de los tratamientos
con Cu:His o DFO, las células df ambas lineas celulares fueron lavadas una vez con
PBS e incubadas en medio de cujltivo DMEM fresco con MTT (5 mg/ml) durante 1 h a 37

°C. Luego se retird el medio y se{detuvo la reaccion con isopropanol 70 % v/v y HCI 0,04
1

M, lo que permitié solubilizar y: cuantificar la produccién de formazan registrando la

diferencia en la absorcién a 630 rim y 570 nm en un lector de absorbancia en microplacas

ELx800™ (Bio-Tek Instrument, M, USA). Los valores de viabilidad obtenidos en el

]

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

|
controles, los cuales representaron el 100 %.

1
2.2.6. Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).
\
La cuantificacion intracell,‘llar de las especies reactivas de oxigeno se realizé en
células expuestas bajo las condilciones sefialadas en la seccién 2.1.3,, en placas de 24
pocillos gracias a la fluorescenc;ia emitida por la acetilacién y oxidacién intracelular del

compusesto 2‘,7'-diclorodihidroﬂLoresceina diacetato (M2DCF-DA). LlLuego de los
|

tratamientos, las células fueron f[avadas con PBS e incubadas en buffer HBS glucosa-

H2DCF-DA (20 pM) a 37 °C dujrante 15 min como se describe en Myhre y col., 2003.

Luego, las células fueron lavadaé dos veces con PBS y lisadas en solucién NaOH 0,1 N
‘\
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para detectar la fluorescencia emitida por la sonda. Las muestras fueron excitadas a 485
I
nm y la emision registrada a 5?0 nm en placas de 96 pocillos de fondo oscuro en un

lector de fluorescencia (Spectrgmax Gemin EM). Los valores de fluorescencia fueron
|

normalizados por el contenido He proteinas totales en cada muestra y se expresaron

como porcentaje respecto a los valores obtenidos en los controles.

2.3. Procedimientos de biologia molecular.

Todos los procedimientos‘ de biologia molecular se realizaron como se describe en

Ausubel y col., 19989, [
2.3.1. Electroforesis.

En todos los casos, la eleictroforesis para DNA se realizé en geles de agarosa al 1
% p/v en buffer TAE 1X (Tris-H(:J[, acido acético, EDTA), mientras que las electroforesis
para RNA se realizaron en ge[es denaturantes de agarosa al 1,2 % p/v (MOP 10X,
formaldehido al 7 % v/v, formamida desionizada 1X) en buffer MOPS 1X. Los geles
fueron tefiidos con bromuro de étidio al 0,1 % v/v y las bandas fueron observadas en un
trans-iluminador de luz ultraviol;eta (Vilber Lourmat). Los geles fueron posteriormente
fotografiados con a una camara I%(odak Dc 290 para su registro y posterior analisis.

|

2.3.2. Cuantificacion de DNA yiRNA.

Las concentraciones de D:NA y BNA se determinaron por fluorimetria utilizando las
sondas PicoGreen® y RiboGreeh@ (Invitrogen, CA, USA), respectivamente. Para ello, 1
uL de cada muestra fue diluida en buffer TE (Tris-EDTA) y mezclada con solucién buffer
TE-fluoréforo en la dilucién aipropiada, cuantificando la fluorescencia emitida en
fluorémetro (Spectramax Gemin; EM). La concentracién se determind a partir de la curva
de calibracién generada desde diluciones seriadas de una muestra de DNA o RNA de
concentracion conocida. Un segl;mdo método de cuantificacién fue mediante el analisis

|
densitométrico de las bandas observadas en geles de agarosa. Para esto, luego de las
|
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d
electroforesis, los geles fueron fotografiados y las fotografias analizadas con el programa

KODAK 1D. Asf se calculé la concentracién desconocida comparéandola con el valor de
|

|
intensidad de bandas de concentraciones conocidas presentes en el marcador de peso

molecular MassRuler® (Fermentas). Un tercer método de cuantificacién fue mediante
\
|

densidad 6ptica en un espectrofotémetro (Perkin Elmer MBA 2000) utilizando cubetas de
|

cuarzo. Este método se utilizd f:omo alternativa para verificar las mediciones realizadas

por densitometria.
!
2.3.3. Mantencion de cultivos];bacterianos.

Las cepas bacterianas ujtilizadas en esta tesis fueron crecidas en medio |L.B (10 g

|
bactotriptona, 5 g extracto dei]evadura, 10 g NaCl, en un lilro de agua destilada y
desionizada a pH 7,5) a 37 gq con agitacién constante (225 rpm) por 16 h, en tubos

¢conicos de 15 ml, 50 ml o matjraces de vidrio de 250 ml dependiendo del volumen de
|

cultivo necesario. El medio fue ;suplementado con ampicilina (100 pg/ml) o cloranfenicol

|
(50 ng/ml) dependiendo del tipo de resistencia a antibiético que confiere el plasmidio con

que fueron transformadas las bacterias.
|
Para clonar genes vy aislar colonias, las bacterias fueron sembradas en un medio
|

sdlido LB-agar (medio LB mas 15 g de agar en un litro de agua destilada y desionizada)

1
con el antibidtico apropiado “en las concentraciones mencionadas anteriormente y

|
crecidas a 37 °C por 16 h sin agitacion. Para almacenar bacterias, estas fueron
|

resuspendidas en medio LB sup%lementado con 15 % v/v de glicerol estéril y congeladas a

-80 <C. {
s

2.3.4. Extraccion de DNA plasmidial.

El DNA plasmidial fue ex‘tral'do por el método de lisis alcalina. Un volumen de 3 ml

de cultivo de bacterias crecidas durante 16 h se centrifugé a 13.000 rpm por 2 min. Las

1
células fueron resuspendidas er) 200 uL de solucién | (50 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA) v

|
i
|
b
|
'
)
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posteriormente agitadas en vorjtex. Luego se lisaron en 200 plL de solucion Il (1 % p/v
SDS, 0,2 M NaOH). El contenid?o se mezclé por inversion seis veces y se adiciond a 200
uL de acetato de potasio 3 M. 1La solucién se centrifugé por 15 min a 13.000 rpm y se
recuperé el sobrenadante erjl un tubo limpio y se le agregd 1 volumen de
fenal:cloroformo:alcohol isoamilﬁco (25:25:1). Se centrifugd 10 min a 13.000 rpm vy se

. 1 . . : .
recuperé la fase acuosa a la cual se le agreg6 0,7 vollimenes de isoproponol, se mezclé y

1
]
i

centrifugd 10 min a 13.000 rpm, El pellet se lavé con 1 ml de etanol 70 % viv y luego de

i

centrifugar 10 min a 13.000 irpm, el pellet se dejo secar a temperatura ambiente,
resuspendiéndolo posteriormen%e en agua libre de nucleasas. Para los casos en que se
necesité mayor masa y pureza %ie DNA plasmidial, la extraccién se hizo a partir de 50 ml
de cultive bacteriano uti[izandoi el kit Wizard Plus Midipreps DNA Purification System®
(Promega), basdndose en los ﬁismos principios de la lisis alcalina pero adicionalmente
utilizando columnas de afinidad ?_donde se lava y recupera el DNA plasmidial. La calidad y
rendimiento de la extraccion tl"le DNA plasmidial se evalué en todos los casos por
electroforesis en geles de agaro?a.
i

2.3.5. Extraccion de RNA total'y purificacién de mRNA.

El RNA total fue extraitjjo desde las células tratadas y controles (ver seccién
2.1.3.) homogeneizadas en F{Nlji\wiz® (Ambion) por contacto mecanico con jeringas para
insulina de 1 ml (BD * Plastipack *). 0,2 volimenes de cloroformo fueron a agregados a
esta mezcla, sometiéndola a ag:itacién y centrifugacién y recuperando el RNA en la fase
acuosa superior, el que posteriormente fue precipitado con isopropanol mediante
centrifugacién. El pellet precipit;ado fue lavado con etanol 75 % v/v (diluido en agua libre
de HNAsas) vy precipitado por centrifugacion. Finalmente, el RNA fue resuspendido en
agua libre de nucleasas.

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

agarosa, mientras que la calidad se evalué mediante diferentes métodos incluyendo

ensayos especirofotométricos, que miden la razén entre las absorbancias medidas a
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longitudes de onda de 260 y 240 rj1m (que representan la relacién entre acidos nucleicos y
fenoles) y la razén entre las absofbancias medidas a longitudes de onda de 260 y 280 nm
(que representan la relacion ejntre acidos nucleicos y protefnas en la muestra).
Adicionalmente, 1a calidad del Rh}A extraido se avalué mediante la sintesis de cDNA vy la
amplificacién de algunos genes (éomo gpdhy fth1) por PCR a partir de este cDNA.

Una vez comprobada la irj{tegridad y calidad del RNA total extraido, se procedié a
purificar el mRNA utilizando el Kiit Oligotex mini (Quiagen). Para esto, 100 — 200 ng de
RNA total denaturado (70 C por?;s min) se incubd con suspension oligotex {particulas de
latex poliestireno acoplado a unfroligonuc[eétido dT30) para permitir ia hibridizacién con
los mRNA poliadenilados. Postéariormente esta mezcla se cenirifuga para colectar el
complejo mRNA-Oligotex, el cfﬁal se resuspende sobre columnas de afinidad que
permiten lavar el complejo y elui} especificamente los mRNAs con los buffer apropiados.

|
A cada muestra purificada se Ié; agregaron 40 unidades de inhibidor de ribonucleasas,
Rnasin ® (Promega). §

;
2.3.6. Transcripeion in vitro dej dap.

El clon del gen dap (cofdifica para la proteina Dihidrodipicolinato reductasa de
Bacilus subtilis), obtenido desde American Type Culture Collection (ATCC 87486), fue
utilizado como control heterélogjo de la retrotranscripcion y para seleccionar el gen mas
adecuado para normalizar los éatos de expresion génica. E! plasmido pBluescript I KS
(+), que contiene el gen, fuei purificado mediante el kit Wizard Plus (Promega). El
plasmido purificado fue digerido con la enzima de restriccion Netl con el fin de linearizar
el constructo plasmido-inserto, ,;el resultado de esta digestion fue verificado por ensayos
de electroforesis como se muestra en la figura 18A. Utilizando el plasmido linearizado se
procedié a sintetizar el mRNA correspondiente al gen dap mediante la transcripcion

realizada por la RNA polimerasa T7. Este mRNA se purificé incubando e! producto de la

sintesis con DNAsa y precipitando el mBNA con isopropano! y acetato de sodio 3 M,
I

i

|
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posteriormente se cuantificé pjor fluorometria y verificd su integridad en ensayos de
electroforesis como se muestra ;en [a figura 18A.
2.3.7. Sintesis de cDNAs no radioactivos.

La sintesis del cDNA de jhebra simple se realizé usando como templado RNA total
(2 pg) o mRNA (50 ng). En arﬁbos casos y para cada una de las muestras, el RNA se
incubd con 0,5 ug de partidor oligo dT (Promega) y 2 ng del mRNA de dap, durante 5 min
a 70 2C para deshacer las estrdcturas 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) sé incluyeron en esta reaccion y se incubo a 42 °C durante
90 min para posteriormente isroceder a inactivar la enzima a 70 °C por 15 min.

Finalmente, el cDNA fue guardado a -20 °C hasta el momento de su utilizacién.

i
2.3.8. PCR Cuantitativo en tiempo real (q-RT PCR).

Una aproximacion expérimental complementaria utilizada en esta tesis a los
ensayos de hibridacién en mac}roarrays fue la cuantificacion de la abundancia relfativa de
los transcritos analizados medi;nte PCR cuantitativo en tiempo real, empleando para ello
el kit Light Cycler FasiStart 5NA Master SYBR Green | (Roche). Cada reaccion de
amplificacién se realizé en capi?lares de vidrio utilizando 50 ng de cDNA; 0,5 uM de cada
partidor; 1,5 mM de MgCl; y 2 pt de LC-FasterStart DNA Master SYBR Green 1, 10x
(Roche} en 20 plL de reaccfén. Las reacciones de PCR fueron realizadas en el

termociclador Light Cycler Instrument (Roche) y el programa de amplificacién se disefié

utilizando el programa Light Cycler v.3.5 (Roche). Este programa consta de una fase de

activacién a 95 2C durante 10, min y una etapa de amplificacion que consta de 35-40

ciclos de un paso de 95 °C por 3 s, alineamientos de los partidores al templado a la

temperatura adecuada para cada pareja de partidores por 15 s y un paso a 72 °C por 10

s. La medida de la abundanciaide cada transcrito en la muestra fue calculada a partir de

1

23




I
4

los datos obtenidos de la curva dé calibracién, la cual fue construida a partir de diferentes
¢

concentraciones conocidas de | productos de amplificacion por PCR purificados,

|
especificos para el transcrito de interés en cada caso.
\

2.4. Construccion de la genoteca.
2.4.1. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Para amplificar fragmentois de DNA se realizaron PCR en volimenes finales de 25
6 50 pl. Como DNA templado se thiIizé DNA plasmidial o cDNA generado de las muestras
de RNA obtenido de células Hepbz o Caco-2. En fodos los casos se utilizaron entre 100
y 400 ng de DNA templado l;os cuales fueron mezclados con buffer de PCR 1X
(Invitrogen), 10 mM dNTPs, 50 mM MgClz, 10 mM de partidores sense y antisensey2 U
de Taq DNA polimerasa (Invitroéen). Esta reaccién se incubé en un termociclador PTC-
100 (MJ Research), utilizando u%l programa de amplificacion que comprende un paso de
desnaturacion inicial a 94 °C gpor 2 min; 25-35 ciclos de desnaturacién por 45 s,
alineamientos a la temperatura édecuada (dependiendo de la Tm de los partidores), por
30 s y extensién a 72 °C considerando 1 min por cada Kb de producto a amplificar y

1

finalmente, se incorpord un pasq de extensién final a 72 °C durante 5 min. Las reacciones
de amplificacién fueron verificadjas mediante electroforesis en geles de agarosa y para [os
clonamiento de fragmentos de IjI)NA y produccién de curvas de calibracion para la g-RT
PCR, donde se necesitd una% alta pureza del producto amplificado, las bandas se

purificaron utilizando el JET Qui%:k Gel Extraction Spin (Genomed).

[
S

2.4.2. Ligacién

Para ligar los productog de amplificacién por PCR al vector pGEM-T Easy o
pTrcHis2 Topo TA en el caso d19 etr1 (ver tabla 1), se utilizaron razones de 1:8 entre las
masas del producto de ampliﬁcé\cién purificado y el vector, los cuales se incubaron con la

1

enzima T4 DNA ligasa y su buﬁer, ademds de agua libre de nucleasas hasta completar
|
10 pL de reaccion. Esta reaccion fue incubada durante 16 h a 4 °C.
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2.4.3. Transformacion bacteriana.

Alicuotas de 2 uL de la reaccién de ligacion fueron desnaturadas a 70 °C por 10

|
min para detener la reaccidn 'de ligacién (por inactivacion de [a enzima) y luego

mantenidas en hieto. En condicipnes de asepsia, estas alfcuotas fueron mezcladas con
1
1

50 pl. de bacterias E. coli competentes y mezcladas suavemente manteniéndolas en hielo

durante 30 min al cabo de los ctlales se aplicod un golpe de calor de 37 °C, durante 45 s.

Luego de incubar [as células en I;1ie[o durante 2 min, se les agregd 950 pl. de medio SOC
(10 mM MgCl,, 10mM MgSQ,, g}lucosa 0,4 % v/v en medio SOD estéril compuesto por
triptona 2 % p/v, extracto de lev:adura 0,5 % pfv, NaCl 10 mM y KCI 2,5 mM) y fueron
incubadas por 1 h a 37 °C con égitacién suave. Las bacterias fueron sembradas sobre
placas de Petri con LB-agar y an!jpici[ina (100 pg/mi) sobre las que se sembrd 100 ul de

IPTG 0,1 My 20 pL de x-gal (50 i.tg/ml) e incubadas por 16-18 h a 37 2C, sin agitacién.
i

2.4.4. Seleccion de transformantes

Los transformantes que llevan inserto fueron selecclonados por su resistencia a

{

ampicilina y por su incapacidad de degradar el x-gal, lo que originé el crecimiento de
colonias blancas. Algunas colonias fueron tomadas desde la placa con puntas estériles y
crecidas en medio LB ampicilina: para su analisis. Aquellas que resultaron positivas para

el inserto clonado fueron almacenadas a -80 °C {ver seccién 2.3.3.).
|
i

2.4.5. Analisis de la presencia de insertos en los clones
{

Todos los clones utilizados en esta tesis fueron analizados mediante digestiones
con enzimas de restriccién del PNA plasmidial para verificar presencia, identidad y en
algunos casos orienfacién del inserto. Los clones de la coleccion MGC del Instituto

{

Nacional de Salud de Estados anidos, fueron sembrados en placas de Petri LB-agar con
\

ampicilina ¢ cloranfenicol segtn el gen de resistencia que presentasen sus plasmidos. Al
|

menos ¢inco colonias de cada clon fueron crecidas en medio LB liquido durante 16 hy se

|
H

t
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les extrajo el DNA plasmidial, defsde donde se hicieron las digestiones con nucleasas de
restriccion. Aquellos productos de amplificacion que fueron clonados durante esta tesis
en el vector pGEM -T Easy fuer;:n digeridos solo con la enzima EcoR1, mientras que la
regidn codificadora del gen ctr1jc!onada en pTrcHis2 Topo TA fue digerido con EcoRV.
Cada reaccion de digestién se realizé con 1 ug de DNA incubado con 1 U de cada
enzima por 2-12 h a 37 2C utilizando los buffer recomendados por los fabricantes de cada
nucleasa. Los resultados de la%s digestiones fueron verificados en geles de agarosa
mientras que los patrones de reétriccién fueron predichos tedricamente in silico utilizando
el pragrama Primer Premier 5.0. %
'
2.5, Hibridacidn en membrana; de nylon.
2.5.1. Caracteristicas de las meimbranas.
Los productos (nicos de: amplificacion, fueron sintetizados como se indica en
2.4.1. y sembrados en membraQas de nylon (GeneScreen Plus NEN ®) de 11 cm de

|
largo por 7,5 cm de ancho. La siembra se llevé a cabo de manera automatizada mediante

la estacion robética ChipWriter C?ompact System v1.2 (BioRad), la cual fue programada
para establecer una distancia entjre puntos de siembra de 1500 ym. La slembra se realizd
utilizando 4 agujas sdlidas (Array!t@ modelo SSP015) cuyo didmetro de punto de siembra
es de 600 uym, Cada producto c;le PCR {ue sembrado dos veces en la membrana y en
dos masas distintas, 5 ng (memb?ranas Tipo 1) y 0,5 ng (membranas Tipo Il) por punto de
siembra. Los productos de an'iplificacién sembrados corresponden a tres tipos de
controles: 1) Genes de expresi}in constitutiva: actf, tuba2 y gpdh, que permiten la
comparacion entre membranas. 2} Control heterdlogo de la retrotranscripcion: dap y 3)
controles negativos: rbes de A. ti;aliana y CG6132 de D.melanogaster, con una identidad
nucleotidica menor al 5 % comearados contra el genoma completo de H. sapiens. El
resto de los productos de ampl%ficacién sembrados correspondieron a fragmentos de

transcritos de genes que representaron preguntas en este estudio, los cuales se han

vinculado al metabolismo de metales traza y defensa conira el dafio oxidativo.
¥
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|
Las membranas sembrad?s fueron tratadas con una solucién de desnaturacion

!
(0,5 M NaOH, 1,5 M de NaCl) fiurante 7 min y luego lavadas con agitacidon en una

i
i

solucién de neutralizacion {1,5 MiNaCl, 0,5 M Tris; 1 mM EDTA, pH 7,4) durante 3 min.
|

Posteriormente las membranas fueron secadas y tratadas con fuz UV durante 36 s en el

equipo Ultraviolet Crosslink CL—1§)00. Todas las membranas fueron reutilizadas 2 veces,

|
después de ser exhaustivamente lavadas en una solucién de SDS 0,1 % v/iv a 100 °C.

1
2.5.2. Marcacion de sondas. }

Los ensayos de hibridacién fueron realizados utilizando sondas complejas. Para
esto, se utilizaron 500 ng de mHl\JIA purificados como se indicé en la seccion 2.3.5. como
sustrato en las reacciones de transcripcién reversa, adiciondndoles 2 ng de mRNA del
gen dap como control heterélogc} de la retrotranscripcién. Para la reaccién se usé una
mezcla compuesta de 1,5 ug de?i oligo dT (Invitrogen) y 0,75 pg de hexameros random
primers (Invitrogen) como partidcj)res. Cada reaccién contuvo ademas 0,5 mM de dATP,
dTTP, dGTP y dCTP. El mHNi‘-\ se desnaturd a 70 °C durante 10 min y luego la
temperatura se disminuyé progresivamente 5 °C cada 1 min hasta alcanzar 42 °C,
momento en el cual se adiciond ila mezcla buffer 1X (250mM Tris-HCI, pH 8,3; 375 mM
KCI; 15 mM MgCl); 0,26 mM D?T (Invitrogen); 40 unidades de Rnasin® Ribonuclease
Inhibitor (Invitrogen) y 300 U d:é la enzima Superscript [| RNase H- (Invitrogen), esta
reaccion se mantuvo durante 2 l‘} a 42 °C. Luego la mezcla fue desnaturada a 70 °C por
15 min para inhibir la actividad c?e la enzima. A partir de este cDNA de hebra simple se
sintetizd un ¢DNA de doble heb:fa como se describe en D'Alessio y Gerard, 1998. Para
esto se mezclaron 0,5 mM de aATP, dTTP, dGTP y dCTP, 250 unidades/ml de DNA
polimerasa | de E. coli (New Er;gland Biolab), 8,5 unidades/ml de RNAsa H de E. colf
(Invitrogen) y 10 unidades/ml dejv DNA ligasa de E. coli (New England Biolab), reaccion
que fue incubada durante 120 lnin a 16 °C. Posteriormente este ¢DNA fue purificado

utilizando una mezcla de fenol:cloroformo: alcohol isoamilico 25:24:1, precipitando con

etanol 80 % v/v - acetato de s?dio 3 M vy luego resuspendido en 25 pl agua libre de

27
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nucleasas. Finalmente, las sondas fueron marcadas radiactivamente utilizando el kit

Random Primers DNA Labeling Sjystem (Invitrogen), ocupando como sustrato el cDNA de
doble hebra generado como se describid previamente. Para esto se incubd el cDNA junto
con 15 pl de Random Primers Bﬁ:ffer Mixture, 0,01 mM de dATP, dGTP y dTTP, 50 mCi
de [®P)dCTPy3 U de polimeras;a Klenow. La reaccion fue incubada a 25 °C durante 120
min. Las sondas sintetizadas fue;ron purificadas con el kit QlAquick Nucleotide Removal

i
(QIAGEN) desnaturadas a 100 2C durante 10 min y utilizadas de inmediato.

2.5.3. Hibridacién con sondas radioactivas.

Las membranas generadas como se describe en la seccién 2.5.1. fueron pre-
hibridadas durante 2 h a 42 °C én botellas de vidrio, con una solucion de 5X SSC, 5X
solucién de Denhardt, 1X SDS, 50 % viv formamida, 50 pg/ml de DNA de esperma de
salmon (Invitrogen). Luego se ag(egé la sonda con una actividad especifica promedio de
2,2 x 10° cpm/ug, previa desnatuéacién a 100 °C durante 10 min. La hibridacidn se realizd
a 42 °C durante 20 h, en todos lds casos. Posteriormente las membranas fueron lavadas
cuatro veces a 65 2C por 20 min c;on una solucién 2 % v/v S8C, 0,1 % p/v SDS.

'

i
2.6. Andlisis de datos. i

2.6.1. Obtencién de imagenes. i

Las membranas hibridatjﬂas como se describe en la seccidn 2.5.3. fueron
expuestas a pantallas de tipo ljBaFBr:Eu+2 (imaging screen-K, BioRad) durante 96 h,
siguiendeo las condiciones repor;tadas por Gonzalez-Agliero (Gonzalez-Agiiero y col.,
2005). Las imégenes de las membranas hibridadas fueron obtenidas con el equipo

Personal Molecular Imager FX (BioFlad), utilizando el programa Quantity One 4.4.0 con

una resolucion de 50 pm por pixel.
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2.6.2. Obtencién de datos, andlisis de calidad de la sefal de hibridacién y
4

’

normalizacidn. '
La cuantificacién de los v?lores de intensidad bruta y ruido local para cada punto
de siembra, fue obienida con el i:)rograma VersArray 4.5.1.46 (BioRad) mediante el uso
de celdas de cuantificacion de tfi;tmaﬁo variable, La intensidad bruta de cada punto de
siembra se determind a partir delépromedio de la intensidad de pixeles en toda el drea de
[
la celda. Como cada evento de h;ibridacién cuenta con un ruido asociado a [a técnica, se
seleccionaron 24 puntos al azar %en zonas de la membrana donde no hubo siembra de
productos de amplificacién y se ;:alculé el promedio del ruido local de estos puntos, el
cual fue restado a cada valor de; sefial bruta de hibridacién para obtener valores netos,
los cuales fueron utilizadas en los analisis de expresion génica. Un ejemplo de la zona en
donde se fijé la grilla de los 24 pﬁntos sefialados se representa graficamente por el area
que comprende el rectangule de lineas segmentadas de la membrana “control” de la
figura 15, ‘
Para asegurar la calidad ae las sefiales de hibridacién empleadas en los andlisis
de expresién génica se utilizé un brocedimiento que consia de dos criterios principales, 1)
un valor umbral por sobre el cuai la sefal neta es confiable y 2) eliminacion de sefales
contaminadas por sefales veci;nas, identificadas por inspeccidon visual. Para cada
membrana se utilizé como valor L;mbral el promedio de los ruidos locales asociados a las
sefales de los 24 puntos de reé;iones no sembradas, mas cinco veces su desviacion
estandar. Todos aquellas seﬁale? netas asociadas a puntos de siembra que superaron
este valor umbral fueron consideradas confiables, puesto que este valor aseguré la
eliminacién del 93 -100 % de todas las sefiales asociadas a regiones de no siembra en
todas las membranas analizadas.;;
Los ensayos de hibridacién se realizaron utilizando tres réplicas biolégicas para
cada iratamienio y sus contro[e?s. Como cada ensayo tenia una réplica experimental

(debido a que el producto de PCR fue sembrado dos veces en cada membrana), cada

gen entregd seis sefiales de hibricﬁacién, tanto en las membranas Tipo | como en las Tipo
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Il. Estos valores fueron normalizados respecto de la sefial neta de hibridacién de actg,
j

obteniéndose finalmente valore? promedios que corresponden a la razon entre la

intensidad neta de cada seﬁalj!y la intensidad neta de acif en su membrana, en

sextuplicado. Este proceso de né)rmalizacién permitié la comparacion entre membranas

sembradas con la misma masa d; productos de PCR.

Los andlisis de cambibs transcripcionales de los genes sembrados se
determinaron estimando la razéjn entre el valor de las sefales netas de hibridacion
normalizadas de los tratamiento§ versus el valor de las sefales netas de hibridacién
normalizadas de los controles. i;:’or este motivo, el andlisis de abundancia relativa se
realizé6 con aguellos genes que poseian sefial tanto en los controles como en los
tratamientos, lo que corresponder a un subconjunto de las sefiales recuperadas luego de
aplicar los filiros de identificac:lién de sefiales confiables. Finaimente, se evalud la
reproducibilidad de los ensayos? de hibridacién realizados determinando el grado de

agregacién y correlacion de! las sefiales netas de hibridacién entre réplicas

. |
experimentales. ‘

2.7. Bases de datos, herramienias bioinformaticas y analisis estadistico.

La informacion relacionada con las secuencias nucleotidicas o aminoacidicas de

|
los 44 genes utilizados durante esta tesis, fue obtenida desde las bases de datos del

Centro Nacional de Informaciéni para la Biotecnologia (NCBI) del Instituto Nacional de
Salud de Estados Unidos (http:_://www.ncbi.nIm.nih.gov/). La secuencia de los vectores
utilizados fue obtenida desde laibase de datos de la Coleccién de Genes de Mamiferos

(MGC) del NCBI o desde el Centro Aleman de Recursos para la Gendémica, GmbH
:
(www.rzpd.de). Los alineamientos entre secuencias fueron realizados con la herramienta

BLAST del NCBI o por ClustalW idel Instituto Europeo de Bioinformatica. Los datos fueron

analizados por pruebas estadl’st'icas de t de Student utilizando el programa SYSTAT 8.0

J

y/o Excel. Las diferencias fueron,

i
.l
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RESULTADOS

- e e eeae

Actualmente, se sabe que existe un estrecho vinculo entre el metabolismo celular de
Cu, Fe y Zn. Sin embargo, existe escasa informacion que ayude a comprender como se

relacionan las rutas asociadas [con el metabolismo de estos metales y si la relacion de

contenido que existe entre ellostpuede dar cuenta de |a regulacion transcripcional dirigida a
]

mantener su homeostasis. Conie] objetivo de comprender estos aspectos, células HepG2
fueron expuestas a: 1) una conci:entracién supra-fisiologica de Cu {suplementando el medio
de cultivo basal con 100 pM de{Cu:His) durante cinco periodos de tiempo (0, 8, 12, 24 y 48

h), o I1) un medio de cultivo basal con baja disponibilidad de Fe (suplementado con 100 pM
del quelante de Fe, DFO) duranjite un periodo de 48 h. Estos tratamientos y sus controles se
muestran esquematizados en !aifigura 1.

Con el propodsito de com;'tJarar los resultados obtenidos en los experimentos utilizando
células HepG2, células Caco-2§ fueron sometidas a idénticos tratamientos lo que permitid
detectar variaciones especificafs del tipo celular. Los periodos de pre-tratamiento fueron
distintos entre lineas celulares.i donde las células HepG2 se mantuvieron durante 4 dias
hasta alcanzar un 80 % de coniﬂuencia mientras que células Caco-2 se mantuvieron por 17
dias en post-confluencia anteside tratarlas con Cu:His o DFO. Este disefio permite evitar
cambios transcripcionales de g}enes relacionados con el metabolismo de Cu y Fe como
respuesta al proceso de diferenciacion celular en Caco-2 (Han y Wessling-Resnick, 2002;
Bedrine-Ferran y col., 2004} Io§ cuales podrian interferir en las conclusiones orientadas a
determinar cambios de abundar’icia relativa de estos genes asociados a los tratamientos con

3
Cu:His o DFO. Adicionalmente; el tiempo de cultivo durante el periodo de tratamientos se

|
mantuvo constante {48 h) paré todas las muestras tratadas y sus controles {células no
expuestas a Cu:His o DFO)jtanto en células Caco-2 como en HepG2. Bajo estas
condiciones experimentales (Fiégura 1) las células tratadas y sus controles fueron utilizadas
¢

para: 1) cuantificar el contenido; intracelular de Cu, Fe y Zn, 2) determinar viabilidad celular,

3) determinar los niveles de Scumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), 4)

[ 31
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determinar la distribucién y abundancia relativa de la proteina MT vy 5) cuantificar la

L . .
abundancia relativa de transcritos asociados al metabolismo de Cu, Fe, Zn y defensa contra

el dafio oxidativo.
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Figura 1. Esquema de los tratamientos con Cu:His o DEQ en células HepG2. El esquema
representa la estrategia experimenta! utilizada en este trabajo, indicando los tiempos de exposicion
de células HepG2 al medio basal de cultivo suplementado con 100 pM de Cu:His o DFO (indicado
por las flechas) y sus controles. Para cada uno de los tratamientos, el tiempo total de cultivo se
mantuvo constante (48 h). De los ti’atamientos y sus controles, se tomaron alicuotas que fueron
ufilizadas para determinar el contenido intracelular de Cu, Fe y Zn, la viabilidad celular, la
acumulacién de ROS vy la distribucién y abundancia de MT. Ademas se cuantificé la abundancia
relativa de transcritos asociados al metabolismo de Cu, Fe, Zny defensa contra el dario oxidativo.
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1. Determinaciéon del contenido intracelular de metales y de la viabilidad celular en

células HepG2 y Caco-2 expuestas a una concentracion supra-fisiolégica de Cu.
|
1.1. Medicion del contenido intracelular de cobre, hierro y zinc.

En humanos la concentracién de Fe en el plasma es de 8-12 pM (Yip y col., 1984),
{

N

mientras que la de Cu es de 15-20 pM (Linder y col., 1998). Del contenido total de Cu,

aproximadamente un 90 % se encuentra unido a ceruloplasmina (Cu-cp) y el 10 % restante
i
t

unido a albimina o a algin amino&cido como glicina o histidina (Cu-nocp), el cual es

considerado como la fraccién disponible para la utilizacion celular. Entonces, en condiciones

i

fisiolégicas el Cu-nocp en el plasma (1,5-2 uM) es aproximadamente cinco veces mayor que

i
la concentracion de Cu en €l meidio de cultivo utilizado durante este estudio (0,4 uM), razén

o | . : .
por la cual, la concentracion basal de Cu en el medio de cultivo fue considerada como sub-
[

}
fisiolégica, mientras que la concgntracién en el medio suplementado con 100 uM de Cu:His

Eo . . .
fue considerada como supra-fisioldgica, siendo aproximadamente cincuenta veces mayar
i

i
que la concentracion plasmatica de Cu-nocp.
t
El andlisis del contenido intracelular de metales via espectrometria de absorcion

atomica indicé que la concentracion de Cu aumentd en ambas lineas celulares en funcion
¥

del tiempo de exposicion al metfai, sin embargo, éste fue méas acentuado en células HepG?2
}

que en Caco-2, detectandose inr%rementos significativos en el contenido de Cu a partlr de las

L

8 h de exposicion, mientras que :en Caco-2 estos incrementos se observaron sdlo a partir de
tas 24 h (Figura 2A). El anélisis de los datos indica que aunque ambos tipos celulares
alcanzaron contenidos similareside Cu al finalizar los periodos de tratamientos, la capacidad
de carga de Cu (definida como la razéon de contenido intracelular de Cu entre células
expuesias y las celulas no exg)uestas al metal) es significativamente mayor en células
HepG2 que en Caco-2 para to{dos los tiempos analizados (P<0,05) (Figura 2B). Asi por

ejemplo, a las 48 h de exposicic')rgl con Cu:His las células HepG2 incrementaron 19,2 veces la

carga celular de Cu (de 0,53 a %1 0,2 ninoles Cu/mg de proteinas), mientras que en células

;
f
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Caco-2 el aumento fue sélo de 6,5 veces para igual tiempo de exposicién (de 1,1 a 7,1
nmoles Cu/mg de proteinas). Laldiferencia observada en la cinética de almacenamiento de

Cu sugiere que cada tipo celular;ajusta de distinta forma el proceso de entrada y salida del

metal, posiblemente asociado a s%u particular compromiso fisioldgico.

Bajo las mismas condicio!nes experimentales antes descritas, se midio el contenido
intracelular de Fe y Zn. Los détos indican que en ambas lineas celulares el contenido
intracelular de Fe disminuye en%forma significativa en funcion del tiempo de exposicion a
Cu:His, respecto de las células I’;IO expuestas al metal (Figura 2C). En HepG2 y en Caco-2

esta disminucion es significativta (P<0,05) a partir de las 8 h y 12 h de exposicion

!
respectivamente, tendencia que Ee mantiene hasta los periodos mas largos de tratamiento.

Al comparar la disminucién en :Ia carga de Fe no se detectaron diferencias entre lineas
- - i . e
celulares en ninguno de los tiempos de exposicion (datos no mostrados). Por su parte, en

ambos tipos celulares el conter;ido intracelular de Zn se mostré invariable en todos los
i
tiempos de exposicion a Cu:His% respecto al control {Figura 2D). En resumen, estos datos

}
indican que la exposicién a Cu:His se correlaciona con un aumento en el contenido

intracelular de Cu, una disminucion en el contenido de Fe y un efecto nulo sobre el
I

contenido de Zn, junto con diferencias en la capacidad de carga de Cu entre lineas
3

celulares. Sin embargo, aunqueialgunos efectos parezcan poco relevantes desde el punto
i

de vista de las variaciones de !contenido de un metal en particular, las razones que se

}
establecen enfre los metales en fizuestién (CufFe, Cu/Zn, Fe/Zn) siempre se vieron afectadas

!
en células suplementadas respecto de aquellas que no lo fueron, aspecto que sera

i
posteriormente evaluado con mas detalle.
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Figura 2. Medicion del contenido intracelular de Cu, Fe y Zn en células HepG2 y Caco-2
expuestas a Cu:His. A) Contenido intracelular de Cu para células HepG2 y Caco-2 para tfempos
variables de exposicion a Cu:His. B) Veces de cambio de contenido intracelular de Cu en células
expuestas Cu:His respecto del contenido de Cu en células control (no expuestas al metal,
representado como 0 h de tratamiento con Cu:His). En C) y D) Contenido intracelular de Fe v Zn
respectivamente, en células HepG2 y Caco-2 expuestas a Cu:His. Las barras negras representan
el contenido de metales en células HepG2 y las barras blancas en Caco-2. El contenido de cada
metal fue normalizado por el contenido de proteinas en cada muestra y cada valor corresponde al
promedio de tres réplicas bioldgicas con su respectivo error estandar. Los analisis de significancia
estadistica se realizaron comparando los datos provenientes de células controles y tratadas,
mediante una prueba t de Student, (*P<0,05).




1.2. Analisis de la viabilidad celular.

La viabilidad de las células expuestas a Cu:His fue cuantificada mediante ensayos de
reduccion de MTT. Los valores de reduccion fueron expresados en porcentaje de actividad,
siendo el 100 % la actividad de reduccién de MTT medida en las células no expuestas a
Cu:His para cada linea celular. En la figura 3 se observa que en ambas lineas celulares se
produjo una leve pero significativa disminucion (<15 %) del nivel de reduccién de MTT a
partir de las 8 h de exposicion para HepG2 y de las 24 h para Caco2. Un resultado similar se
obtuve al evaluar la viabilidad a partir del recuento de células mediante ensayos de
exclusion con azul tripdn (datos no mostrados). Estos datos nos permiten descartar
diferencias de viabilidad entre ambos tipos celulares para los tiempos de tratamiento y

concentracion de cobre que fueron utilizados en el andlisis de abundancia de transcritos.
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Figura 3. Determinacidn de la viabilidad celular en células HepG2 y Caco-2 expuestas a
Cu;His. La viabilidad celular fue medida mediante un ensayo de MTT para ambas lineas
celulares. Los rombos negros representan los datos obtenidos con células HepG2, mientras que
los cuadros blancos representan datos provenientes de células Caco-2. Los valores promedio
determinados para tres réplicas biolégicas se grafican en funcion del tliempo de exposicién a
Cu:His. Las barras corresponden al error estandar; (a): P<0,05 para HepG2, (b): P<0,05 para
Caco-2, para los tratamientos versus los controles {prueba t de Student).




El analisis de los datos mostrados en los puntos 1.1. y 1.2. nos permiten observar
una correlacion esperada entre el aumento en el contenido de Cu intracelular ¥ una
disminucion de la viabilidad celular, probablemente mediado por un aumento en la
abundancia de ROS. Por otra parte, el suplemento de Cu:His generd un aumentd en el
contenido intracelular de Cu lo cual se asocid con la disminucion del contenido intracelular
de Fe. Este efecto dual interfiere en la interpretacion de resultados gue se pueden
establecer entre el contenido de un metal en particular y los cambio de abundancias
relativas de transcritos vinculados a su metabolismo. Por esta razon, se estimé conveniente
disminuir el contenido intracelular de Fe mediante un procedimiento experimental aiternativo
al utilizado (medio suplementado con Cu:His), lo cual permitiria asociar cambios de
abundancia de transcritos en forma especifica con la disminucion de Fe y ademas acceder a
modificaciones alternativas de relaciones de contenido entre Cu, Fe y Zn de las que se
establecen con el tratamiento con Cu:His.

Con este objetivo, células HepG2 y Caco-2 fueron expuestas a 100 pM de DFO por
48 h, condicion que disminuyd el contenido intracelular de Fe a valores similares a los
alcanzados con- el suplemento de 100 uM Cu:His durante 24 vy 48 h respectivamente
(Figuras 4 y 7). De esta forma, células expuestas a las concentraciones y tiempos de
tratamientos sefialados y sus controles fueron utilizados para realizar los analisis de

expresion génica.

2. Efecto del suplemento de Cu:His o DFO sobre células HepG2,

2.1. Andlisis del contenido de metales.

La cuantificacion del contenido de metales reveld que tanto células HepG2 expuestas
a Gu:His durante 24 h (Figura 4A) como aquellas expuestas durante 48 h con DFO (Figura
4B) mostraron un aumento en el contenido intracelular de Cu, una disminucién en el
contenido de Fe y un contenido invariable de Zn en relacion a las células no tratadas.

Aunque ambos tratamientos mostraron las mismas tendencias, los datos indican que la
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exposicion a Cu:His se correlacioné con una razén de aumento de 14,7 en el contenido

intracelular de Cu (de 0,53 a 7,8 nmoles Cu/mg de proteinas entre control y tratadas,

respectivamente) mientras que el tratamiento con DFO lo hizo en una razén de aumento de

2,1 (de 0,53 a 1,1 nmoles Cu/mg de proteinas). Por otra parte, el contenido de Fe disminuyo

en una razon de 0,7 (de 6,3 a 4,1 nmoles Fe/mg de proteinas) en células suplementadas

con Cu:His y también en razén de 0,7 (de 6,3 a 4,3 nmoles Fe/mg de proteinas) en células

expuestas con DFO, lo que indica que efectivamente nuestra estrategia permitié alcanzar un

contenido intracelular de Fe similar al alcanzado con el suplemento de Cu:His.
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Figura 4. Medicidn del contenido intracelular de Cu, Fe y Zn en células HepG2 no expuestas
o expuestas a Cu:His o DFO. Los graficos muestran el resultado de la medicién del contenido
intracelular de Cu (barras negras), Fe (barras blancas) y Zn (barras grises) en células en
suplementadas con 100 uM de Cu:His durante 24 h [Cu:His (+)] o no suplementadas [Cu:His (-)]
(A). En (B) el contenido intracelular de Cu, Fe y Zn en células expuestas a 100 uyM de DFO
durante 48 h [DFO (+)] o no expuestas [DFO (-)]. En cada muestra, el contenido intracelular de
metales fue normalizado por su contenido de proteinas totales y cada barra representa el
promedio de tres réplicas biologicas con su respectivo error estandar. Los analisis de significancia
estadistica se realizaron comparando el contenido de cada metal en la condicién de tratamientos
(*) versus la condicion control (-) mediante una prueba t de Student, (*P<0,05).
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El analisis de las relaciones de abundancia entre metales traza {Cu/Fe, Cu/Zn y
Fe/Zn) permitid establecer que estas se ven modificadas al comparar el contenido
intracelular en celulas tratadas y sus controles, como también al comparar entre
tratamientos (Cu:His y DFO). El detalle de estas diferencias, para los tiempos de tratamiento
indicados se muestra en la Tabla 3. La relacién Cu/Fe se vio incrementada tanto con la
exposicion a Cu:His como con DFO respecto al control, lo que se explica por el efecto
conjunto entre el aumento en el contenido intracelular de Cu vy la disminucion en el contenido
de Fe. A pesar de mantener esta tendencia entre tratamientos, se puede observar que la
razon es mayor en las células tratadas con Cu:His que con DFO lo cual se explica, no por la
disminucion en el contenido de Fe, que es similar con ambos tratamientos, sino que por un
aumento significativamente mayor en el contenido de Cu en el primer caso (con Cu:His). Por
su parte, la relacion Cu/Zn también mostré un incremento con ambos tratamientos respecto
a la condicion control, siendo mayor la razdn en las muestras tratadas con Cu:His que con
DFO, lo que también se explica por el considerable aumento en el contenido de Cu mas que
por diferencias en el promedio del contenido de Zn. Finalmente, la razén Fe/Zn muestra
leves diferencias tendientes a la baja, comparando muestras tratadas y sus controles, o cual
se explica por la disminucién en el contenido intracelular de Fe con ambos tratamientos.
Comparando entre tratamientos, esta razon se mantiene practicamente invariable lo que
esta dado por similares contenidos de Fe y Zn en las muestras tratadas durante los fiempos
sefialados.

Estos resuitados permiten establecer que ambos tratamientos modifican los
contenidos intracelulares de Cu y Fe, sin modificar los de Zn respecto a sus controles. Estas
modificaciones trascienden en cambios en las relaciones de abundancia relativa entre
metales, lo que se evidencia al comparar las razones de contenido tanto entre los
tratamientos y controles como entre tratamientos. El énfasis de estos efectos reside en que
las células sometidas a variaciones en la disponibilidad de Cu, no sélo deben adaptarse a
las variaciones intracelulares del propic mefal, sino que también a las consecuentes

variaciones de otros metales traza. Por esto, aunque el contenido absoluto de un metal en
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particular se mantenga constante en células tratadas y sus controles (como fue el caso del
Zn) o entre células tratadas con Cu:His o DFO (como fue el caso de Fe), las variaciones en
las relaciones de contenido relativo entre metales pueden ser relevantes respecto a lo que
las células pueden percibir como estatus intracelular de metales en alguna condicién
particular, lo cual podria influir en términos de la respuesta a nivel transcripcional. Este

aspecto sera evaluado posteriormente.

Tabla 3. Relaciones de abundancia entre metales en células HepG2, La tabla muestra la razon
entre el contenido intracelular de Cu y Fe, Cu y Zn o Fe y Zn detectados en células HepG2
suplementadas con 100 uM de Cu:His durante 24 h o expuestas a 100 uM de DFO durante 48 h y
sus controles. Las razones sefialadas se calcularon a partir de valores promedios de contenido
intracelular de metales provenientes de tres réplicas biolégicas.

Tratam]enE\Razén Cu/Fe CulZn FelZn
o

Control 0,08 0,07 0,89

Cu:His (24 h) 1.9 1,26 0,66

DFQ (48 h) 0,26 0,13 0,51
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2.2. Determinacién de la acumulacién de ROS y de Ia viabilidad celular.

La acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), fue estimada a través de Ia
cuantificacion de la fluorescencia emitida por el reactivo H2DCF-DA. Los datos que se
muestran en la figura 5A y 5B indican que las células HepG2 suplementadas con Cu:His o
expuestas a DFO mostraron un aumento significativo en la fluorescencia emitida por
H2DCF-DA en relacion a las células que no recibieron tratamientos, lo que permite inferir un
aumento en la acumulacién de ROS. A pesar de mantener esta tendencia .entre
tratamientos, ia magnitud de la acumulacién de ROS es mayor en células expuestas a DFO
que suplementadas con Cu:His. Este dato resulto interesante puesto que el esperado era el
inverso, asumiendo que un mayor contenido intracelular de Cu produciria una mayor
produccion de ROS. Para abordar este punto se estimé conveniente determinar el efecto de
los tratamientos sobre la viabilidad celular, la cual fue determinada de forma indirecta
mediante ensayos de reduccién de MTT. Los datos que se muestran en [a figura 5C y 5D
indican que las células expuestas a Cu:His o expu'estas a DFO mostraron una di;;minucién
significativa en la reduccion de MTT en relacién a las células gue no recibieron tratamientos,
lo que se puede traducir en que la poblacién celular vio disminuida su viabilidad con ambos
tratamientos. A pesar de que entre tratamientos esta tendencia es la misma, la magnitud en
la disminucion de la viabilidad se hace mucho mas acentuada con el tratamiento con DFO
(que alcanza un 46 % respecto a las células control) que con el suplemento de Cu:His (que
alcanza un 9,8 % respecto a las células control). Similares resultados fueron obtenidos
calculando la viabilidad celular a partir de! recuento de células por ensayos de exclusion con
azul tripan (datos no mostrados). Por Io tanto, con ambos tratamientas un aumento en la
acumulacion de ROS se correlacioné con una disminucion en la viabilidad célular, no
obstante, al indagar en los vinculos entre estos aspectos celulares y la magnitud de
acumulacion de Cu entre los tratamientos, se mantuvo la interrogante de cémo un menor
contenido intracelular de Cu da cuenta de un mayor efecto sobre la viabilidad en las células
tratados con DFO que en las expuestas a Cu:His. Esto planteé la posibilidad de un algin

efecto particular del DFO sobre |a viabilidad en células HepG2 (ver discusién).
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Figura 5. Determinacién de la acumulacién de ROS y de la viabilidad en células HepG2
expuestas a Cu:His o DFO. La acumulacién de ROS se estimé mediante ensayos de oxidacion de
H2DCF-DA (A y B) y Ia viabilidad celular mediante ensayos de reduccién de MTT (C y D). Cada barra
representa el promedio de tres réplicas bioldgicas con su respectivo error estandar. En todos los casos
los analisis de significancia se realizaron mediante una prueba t de Student (*P<0,05), comparando los
datos provenientes de células suplementadas con 100 uM de Cu:His durante 24 h [Cu:His (+)] versus
células no suplementadas [Cu:His (-)] o entre células expuestas a 100 uM de DFO durante 48 h [DFO
(+)]y células no expuestas [DFO (-)].
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2.3. Determinacién de la abundancia relativa del transcrito mt y de la’ proteina
metalotioneina (MT) en células HepG2.

Varias lineas de evidencia han mostrado que el contenido intracelular de la proteina
MT se correlaciona directamente con ia resistencia a la exposicion a Cu en levaduras,
cuitivos celulares de mamiferos y ratones (Thiele y col., 1986; Kawai y col., 2000; y Tapia vy
col., 2004). Como este estudio estuvo enfocado en determinar los efectos del suplemento de
Cu sohre la expresion de algunos genes vinculados al metabolismo de metales, se cuantificd
la abundancia relativa del franscrito mi, que codifica para la proteina MT, mediante PCR
cuantitativo en tiempo real para verificar si las condiciones experimentales utilizadas estaban
ejerciendo efectos a nivel transcripcional. Los datos de la figura 6 indican un- aumento
significativo en la abundancia del transcritc al comparar las células HepG2 tratadas con
Cu:His o DFO con sus controles (6A y 6B, respectivamente), lo cual estuvo acorde con lo
esperado. Adicionalmente, se determiné la capacidad de induccion de la proteina MT y su
localizacion subcelular en HepG2 para los tratamientos respecto de sus controles mediante
ensayos de |Fl. Para esto, se cuantifico la intensidad de la sefial inmuno-reactiva asociada a
la exposicion a Cu:His o DFO y su control a partir de nueve imagenes {como las de la figura
6C y 6D) obtenidas bajo microscopia de fluarescencia, las que fueron en todos los casos
representativas de la poblacion celular. Luego de la cuantificacion de la sefal fluorescente
se utilizaron unidades densitométricas (unidades energéticas/pixel) para representar la
abundancia de MT, como se muestra en los graficos de barra adjuntos a las imagenes
sefialadas. El resultado del analisis indico que, en células HepG2 sometidas al suplemento
con Cu:His o DFOQ, el nivel de la sefial inmuno-reactiva asociada a MT aumentd en una
razén de 3,1 (de 42 a 129 unidades energéticas/pixel) y 2,8 (de 42 a 120 unidades
energéticas/pixel) respectivamente, con respecto a la sefal asociada a células control, lo
cual se correlaciond en ambos tratamientos con los datos de aumento del transcrito mt. Por
otra parte, los datos indican que MT se distribuye tanto en el citoscl como en la zona nuclear
de células controles y expuestas a Cu:His o DFO, (Figura 6C y 6D, respectivamente), sin

embargo su pafrén de distribucion se vio alterado, mostrando una mayor intensidad de
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fluorescencia en la zona nuclear de células tratadas (tanto con Cu:His como con DFO) que
en sus controles. Los efectos tanto en la abundancia como en la distribucién de MT no se
observaron en otros componentes celulares como la proteina Actina (Act), lo que sugiere
gue los tratamientos produjeron efectos especificos sobre MT.

En resumen, el conjunto de los datos hasta ahora presentados indican que la
exposicion a Cu:His o DFO fue capaz de modificar el contenido intracelular de Cu y Fe, no
asi el de Zn y también las relaciones de contenido que se establecen enire ellos. Ademas, el
aumento del contenido intracelular de Cu se correlaciond con un aumento en la produccion
de ROS, una disminucién en la viabilidad celular y un cambio de distribucion subcelular de
MT, asi como también con un aumento en la abundancia relativa del transcrito mt y de la

proteina para la gue codifica.
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Figura 6. Determinacién de la abundancia relativa del transcrito (mt) y de la proteina
metalotioneina (MT) en células HepG2 expuestas a Cu:His o DFO. Se cuantificé Ia abundancia del
transcrito mt por PCR en tiempo real (panel superior) y la abundancia de la proteina (MT) mediante
Inmunofiuorescencia indirecta (IF1) (panel inferior). En todos los casos se compararon los datos
provenientes de células suplementadas con 100 uM de Cu:His durante 24 h [Cu:His (+)] versus
células no suplementadas [Cu:His ()1 (A'y C) o entre células expuestas a 100 uM de DFO durante 48
h [DFO (+)] y células no expuestas [DFO (-)] (B y D). Las barras correspondientes a la cuantificacién
del transcrito de mt representan el promedio de tres réplicas biolégicas normalizadas por Ia
abundancia del transcrito actf Las barras correspondientes a la abundancia de MT representan el
promedio de intensidad de la sedal inmunoreactiva asociada a MT, determinada por analisis
densitométrico a partir de nueve fotografias como las que se muestran adjuntas (MT en verde y
Actina en rojo). En cada fotografia, la barra blanca representa una longitud de 10 um. Los anélisis de
significancia estadistica se realizaron mediante una prueba t de Student, (*P<0,05).
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3. Efecto del suplemento de Cu:His o DFO sobre células Caco-2,

3.1. Andlisis del contenido de metales.

La cuantificacion del contenido de metales reveld que tanto células Caco-2
expuestas a Cu:His durante 48 h (Figura 7A) como aquellas expuestas durante 48 h con
DFO (Figura 7B) aumentaron su contenido intracelular de Cu, en menor magnitud que en
células HepG2, disminuyeron el contenido de Fe y no mostraron diferencias en el contenido
de Zn, en relacion a las células no tratadas, lo que indica que tanto en células Caco-2 como
HepG2 los tratamientos producen idénticas tendencias que varian sélo en sus magnitudes.
De esta forma, los datos indican que la exposicion a Cu:His se correlaciona con una razén
de aumento de 6,5 en el contenido intracelular de Cu (de 1,1 a 7,1 nmoles Cu/mg de
proteinas entre control y tratadas respectivamente), mientras que el tratamiento con DFO
produjo el mismo efecto aunque sélo en una razon de aumento de 2,1 (de 1,1 a 2,3 nmoles
Cu/mg de proteinas), alcanzando la misma magnitud en la razén de cambio que produjo el
quelante de Fe en células HepG2. Por otra parte, el contenido de Fe disminuyd en una
razén de 0,6 (de 3,4 a 2,1 nmoles Fe/mg de proteinas) en células Caco-2 suplementadas
con Cu:His, razén similar a la observada en células HepG2. Las células Caco-2 expuestas a
DFOQ mostraron una disminucién de Fe en una razén de 1,5 (de 3,3 a 2,2 nmoles Fe/mg de
proteinas), siendo este decremento el doble del alcanzado en células HepG2. Estos datos
indican que el quelante logré el propdsito de hacer menos disponible el Fe extracelular hasta
alcanzar un contenido intracelular de Fe similar al alcanzado con el suplemento de Cu:His

en Caco-2
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Figura 7. Medicion del contenido intracelular de Cu, Fe y Zn en células Caco-2 no expuestas o
expuestas a Cu:His o DFO. Los graficos muestran el resultado de la medicidn del contenido
intracelular de Cu (barras negras), Fe (barras blancas) y Zn (barras grises) en células
suplementadas con 100 pM de Cu:His durante 48 h [Cu:His (+)] 0 no suplementadas [Cu:His (-)] en
(A). En (B) el contenido intracelular de Cu, Fe y Zn en células expuestas a 100 uM de DFQ durante
48 h [DFO (+)] o no expuestas [DFO (-)]. En cada muestra, el contenido intracelular de metales fue
normalizado por su contenido de proteinas totales y cada barra representa el promedic de tres
réplicas bioldgicas con su respectlivo error estandar. Los andlisis de significancia estadistica se
realizaron comparando el contenido de cada metal en la condicién de tratamientos (+) versus la
candicién control {-) mediante una prueba t de Student, (*P<0,05).

El andlisis de las relaciones de abundancia entre metales {Cu/Fe, Cu/Zn y Fe/Zn)
permitid establecer que estas se ven modificadas al comparar el contenido intracelular en
células tratadas y sus controles, como también al comparar entre tratamientos. Ei detalle de
estas diferencias, para los tiempos de tratamiento indicados se muestra en la Tabla 4. La
relacién Cu/Fe se vio incrementada tanto con la exposicion a Cu:His como con DFO
respecfo al control, lo que esta dado par el efecto conjunte del aumento en el contenido
intracelular de Cu y la disminucién en el contenido de Fe. A pesar de mantener esta
tendencia entre tratamientos, se puede observar que esta razon es mayor en las células
tratadas con Cu:His que con DFO lo cual se explica, no por la disminucion en el contenido
de Fe, la cual es similar con ambos tratamientos, sino que por un aumento
significativamente mayor en el contenido de Cu, argumento que se conserva con respecto a
lo observado en células HepG2. Por su parte, la relacién Cu/Zn también mostré un

incrementc con ambos tratamientos respecto a la condicién control, siendo mayor la razén
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en las muestras tratadas con Cu:His que con DFO, lo que también se explica por un mayor
aumento en el contenido de Cu mas que por cambios en el contenido de Zn, Por tltimo, la
razon Fe/Zn muestra leves diferencias tendientes a i{a baja comparando muestras tratadas y
sus controles, lo cual se explica por la disminucién en el contenido intracelular de Fe
asociado a ambos tratamientos. Comparando entre tratamientos, esta razon se mantiene
practicamente constante, dado los similares contenidos de Fe y Zn en las muestras tratadas
durante los tiempos sefialados.

Estos resultados muestran que los tratamientos con Cu:His o DFC en células Caco-2
se correlacionan con modificaciones en el contenido intracelular de Cu y Fe, sin cambios en
el contenido de Zn en relacion a las células no tratadas. Esto permite determinar que a
pesar de las diferencias iniciales en el contenido de metales {en la condicion basal) entre
células HepG2 y Caco-2, ambos tratamientos permiten establecer desequilibrios en el
estatus de metales traza para estas lineas celulares.

Tabla 4. Relaciones de abundancia entre metales en células Caco-2. La tabla muestra la
razon entre el contenido intracelular de Cu y Fe, Cu y Zn o Fe y Zn detectados en células Caco-2
suplementadas con 100 gM de CuHis durante 48 h o expuestas a 100 pM de DFO durante 48 h y

sus controles. Las razones sefaladas se calcularon a partir de valores promedios de contenido
intracelutar de metales provenientes de tres réplicas biolégicas

-~

Traf.amlentNazén CuiFe CulZn FelZn

Control 0,32 0,11 0,33
Cu:His (48 h}) 3,38 0,82 0,24
DFQ (48 h) 1,05 0,25 0,26
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3.2. Determinacién de la acumulacién de ROS y de la viabilidad celular.

La acumulacion de ROS fue estimada, como en células HepG2, a través de la
cuantificacién de la fluorescencia emitida por el flusrocromo H2DCF-DA. Los datos indican
que las celulas Caco-2 suplementadas con Cu:His o expuestas a DFO respectivamente,
mostraron un aumento significativo en la flucrescencia emitida por H2DCF-DA en relacion a
las células que no recibieron tratamientos, lo que permite inferir un aumento en la
acumulacion de ROS (Figuras 8A y 8B). Ademas de mantener esta tendencia, la magnitud
de la acumulacién de ROS es similar entre tratamientos en Caco-2 y equivalente al aumento
observado en células HepG2. Esto se correlacioné con el aumento en el contenido
intracelular de Cu con ambos tratamientos, sin embargo la magnitud de este incremento
hacia suponer una mayor produccion de ROS en las células tratadas con Cu:His que con
DFO, situacion que no ocurrid. Como el objetivo de utilizar las células Caco-2 fue comparar
el efecto de los tratamientos con lo observado en HepG2, se estimo6 conveniente determinar
tambien el efecto del suplemento de Cu:His o DFO sobre la viabilidad celular en forma
indirecta mediante ensayos de reduccién de MTT. Los datos indican que a diferencia de lo
observado en células HepG2, donde la viabilidad celular disminuyé con ambos tratamientos,
en células Caco-2 esta disminucién se observé solo en células suplementadas con Cu:His
(en un 15 %), sin detectarse cambios de viabilidad asociados al tratamiento con DFO
(Figuras 8C y 8D). Similares resultados fueron obtenidos estimando la viabilidad celular a
partir del recuento de células por ensayos de exclusion con azul tripan (datos no mostrados).
Estos datos sugieren que el tratamiento con Cu:His permite incrementar el contenido
intracelular de Cu respecto de su control, lo que se correlaciona con un aumento en la
acumulacién de ROS vy este con una disminucion en la viabilidad celular, tal como sucede en
HepG2. Sin embargo, las células Caco-2 tratadas con DFO, muestran un leve aumento en el
contenido de Cu el que aparentemente no produce efectos sobre la viabilidad celular a pesar
de correlacionarse con un aumento en la acumulacién de ROS, similar al detectado en
células suplementadas con Cu:His. Este aspecto se abordara en la seccion de discusion de

resultados.
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Figura 8. Determinacién de la acumulacion de ROS y de la viabilidad en células Caco-2
expuestas a Cu:His o DFQ. La acumulacion de ROS se estimé mediante ensayos de oxidacion de
H2DCE-DA (A y B) y la viabilidad celular mediante ensayos de reduccion de MTT (C y D). Cada barra
representa el promedio de tres réplicas biologicas con su respectivo error estandar. En todos los
casos los analisis de significancia se realizaron mediante una prueba t de Student (*P<0,05),
comparando los datos provenientes de celulas suplementadas con 100 uM de Cu:His durante 48 h
[Cu:His (+)] versus células no suplementadas [Cu:His (-)] o entre células expuestas a 100 pM de
DFO durante 48 h [DFO (+)] y células no expuestas [DFO (-}].




3.3. Determinacion de la abundancia relativa del transcrito mt y de la proteina

metalotioneina (MT) en células Caco-2.

Como en células HepG2, la abundancia relativa del transcrito mt se cuantificd
mediante PCR cuantitativo en tiempo real. Los datos de la figura 9 indican un aumento
significativo en la abundancia de! transcrito, cuando se comparan ceélulas Caco-2
suplementadas con Cu:His respecto a su control (Figura 9A), consistentemente con lo
detectado en HepG2 pero en mayor magnitud. Por su parte, el tratamiento con DFO no
produjo cambios significativos en la acumulacién'del transcrito en Caco-2 (Figura 9B), a
diferencia de lo observado en células HepG2, lo que podria sugerir una regulacion
transcripcional tipo-celular especifica bajo las condiciones sefialadas.

Adicionalmente, se determind la localizacion subcelular de la proteina MT en células
Caco-2 tratadas y en sus controles mediante ensayos de IFl. Los datos indican que MT se
distribuye tanto en el citosol como en la zona nuclear de células expuestas a Cu:His o DFO
y en sus controles (Figuras 9C y 9D, respectivamente). Sin embargo, por las caracteristicas
del cultivo celular, no fue posible determinar si hay diferencias en el patrén de distribucion de
la proteina como se observé en HepG2. Por otra parte, mediante las imagenes obtenidas
con estos ensayos, se evalué si los tratamientos produjeron modificaciones en la
abundancia de la proteina MT tal como se observo en células HepG2. Estos datos indican
que la tendencia de acumulacién del transcrito mt se corresponden con la abundancia de la
proteina para la cual codifica, tanto en células Caco-2 suplementadas con Cu:His como en
las expuestas a DFQ, donde la abundancia de MT aumenta Yy no cambia en relacion a sus
controles respectivamente, (graficos adjuntos a las figuras SC y 9D). En detalle, el resultado
del andlisis indicd que en células Caco-2 expuestas a Cu:His, el nivel de la sefial inmuno-
reactiva asociada a la expresién de MT aumenté en razon de 4,4 veces al compararla con la
sefial asociada a células no expuestas (de 18 a 49 unidades energéticas/pixel), mientras
que la sefial asociada al tratamiento con DFO no se vio modificada signiﬁcativarﬁente con

respecto a su control. Finalmente, es importante destacar que tanto el transcrito como la
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proteina MT son mas abundantes en células HepG2 que Caco-2 (lo que se observa ya en la
condicién control), lo cual podria condicionar una capacidad diferencial de resistencia al
dafio producido por el exceso intracelular de Cu, entre tipos celulares.

En resumen, el conjunto de los datos presentados indican que en ambas lineas
celulares la exposicion a Cu:His o DFO fue capaz, de modificar el contenido intracelular de
Cu y Fe, no asi el de Zn y también las relaciones de contenido que se establecen entre
estos metales. Ademas, el aumento en el contenido intracelular de Cu se correlacioné
generalmente con un aumento en la produccion de ROS, una disminucién en la viabilidad
celular y un cambio de distribucion subcelular de la proteina MT, asi como también con un
aumento en abundancia relativa del transcrito mty la proteina MT.

Con el objetivo de determinar si los efectos sefialados se correlacionan con cambios
de abundancia relativa de transcritos, se completd y caracterizdé una libreria de cDNAs
involucrados con el metabolismo de Cu, Fe, Zn y defensa conira dafic oxidativo en
humanos, desde la cual se obtuvieron los sustratos necesarios para realizar analisis de

expresién génica en macroarrays.

52




3E01 - * B9
-] T - 4 E-03
c E
g 2601 1 g _ .I_
- "
g 8 g 2 3E03
£ §“ E 3
=iy s 1601 -
- ~ T =
Ee ; £ 2E03
E 7.E02 4 - i s
0 E+00 0.E+00 ’ —_—
Cu:His (-) Cu:His (+) DFO (-) DFO (+)
C D

e
2 |

8
g

=}
(=]
H*

w
(=]

Abundancia refativa de MI
(Uaemdicas de lluorescenciapixdes)
(]

o

Abundandia relativa de M
{U.energdticas de Muorescenciapixeles)

8 8

F——1

.

CusHis () Cu:His (#) DFO (-) DFO (+)

o

Figura 9. Determinacién de la abundancia relativa del transcrito (mt) y de la proteina
metalotioneina (MT) en células Caco-2 expuestas a Cu:His o DFO. Se cuantificé la abundancia del
transcrito mt por PCR en tiempo real (panel superior) y la abundancia de la proteina (MT) mediante
Inmunofluorescencia indirecta (IFI) (panel inferior). En todos los casos se compararon los datos
provenientes de células suplementadas con 100 MM de Cu:His durante 48 h [Cu:His (+)] versus
celulas no suplementadas [Cu:His (-)] (A'y C) o entre células expuestas a 100 1M de DFO durante 48
h [DFO (+)] y células no expuestas [DFO (-)]1 (B y D). Las barras correspondientes a la cuantificacién
del transcrito de mt representan el promedio de tres réplicas biolégicas normalizadas por la
abundancia del transcrito actp. Las barras correspondientes a la abundancia de MT representan el
promedio de intensidad de la sefial inmunoreactiva asociada a MT, determinada por analisis
densitométrico a partir de nueve fotografias como las que se muestran adjuntas (MT en verde y
Actina en rojo). En cada fotografia, la barra blanca representa una longitud de 10 um. Los andlisis de
significancia estadistica se realizaron mediante una prueba t de Student, (*P<0,05).
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4. Construccion y caracterizacion de una libreria de cDNAs vinculados al metabolismo

de Cu, Fe, Zn y defensa contra dafio oxidative en humanos.

La construccion de una libreria que contenga cDNAs relacionados con el
metabolismo de Cu, Fe, Zn y vinculados a [a defensa contra el dafio oxidativo, se realizo con
el objetivo de tener disponible de forma constante los sustratos necesarios para hacer
analisis de expresion génica. En primer lugar se realizd una seleccién basada en
antecedentes bibliograficos de aquellos genes que estuviesen asociados a los procesos
biolégicos mencionados, luego se procedié a adquirir los clones disponibles comercialmente
y finalmente se clonaron aquellos que no lo estaban. Esta ltima etapa requirid un esfuerzo
importante tanto en el disefio de partidores como en la puesta a punto de las condiciones de
amplificacion. Los resultados mas significativos asociados a estas etapas del desarrollo de

la tesis se describen en detalle a continuacion.

4.1. Construccion de la libreria.

El conjunto de genes vinculados al metabolismo de Cu, Fe, Zn y defensa contra el
dafio oxidativo (Tabla 5) que forman parte de la genoteca fueron seleccionados por revision
bibliografica, a partir de las referencias publicadas en Pubmed y revisados en Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM). Ambas bases de datos se encuentran disponibles en
NCBI. La seleccidon de genes se realizé generando busquedas por palabras claves (copper,
iron, zinc, oxidative stress, gene expresion) de forma independiente y combinadas en la
base de datoé Pubmed. Los criterios de seleccidon fueron arbitrarios y fundamentalmente
basados en la frecuencia de publicaciones para cada gen (los seleccionados fueron los de
mayor frecuencia), la importancia asignada a su producto génico en el metabolismo de
metales traza y/o estrés oxidativo y la frecuencia de aparicion en revisiones de alto indice de
impacto ISl y revistas especializadas en metabolismo de metales.

De los treinta y ocho genes seleccionados, diecisiete fueron arbitrariamente

agrupados como vinculados al metabolismo de Cu, diecisiete vinculados al metabolismo de
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Fe y cuatro involucrados en metabolismo de Zn o defensa contra dafio oxidativo.
Adicionalmente, esta genoteca cuenta con tres cDNAs que son utilizados tradicionalmente
como normalizadores de datos de expresion génica en humanos, por ser de expresion
constitutiva (gpdh, actf y tuba2), dos genes de organismos no humanos (cg6732 y rbcs) y
un gen bacteriano (dap) que fueron utilizados como controles negativos y heterdlogo de. la
retrotranscripcion, respectivamente.

Un subconjunto de veinte genes seleccionados corresponden a clones de cDNAs de
largo completo (Full — Length cDNAs) que fueron obtenidos comercialmenie desde la
coleccion de genes de mamiferos (MGC) del Instituto Naciona! de Salud de Estados Unidos.
Otro subconjunto de nueve genes fue obtenido desde clones que se encontraban
disponibles en nuestro laboratorio. Con el proposito de completar la genoteca, un
subconjunto de quince clones fueron generados durante esta tesis. Estos corresponden a
productos de PCR de tamafio variable, generados a partir cDNAs de transcritos involucrados
en el metabolismo de Cu, Fe, Zn y defensa contra el dafio oxidativo. Deniro de este
subconjunto se encuentran también los genes vinculados a procesos biolégicos no
relacionados con los metabolismos mencionados, los cuales serian utilizados como
normalizadores en los andlisis de expresion génica. Los productos de PCR fueron
purificados, ligados al vector pGEM-T Easy o pTrcHis2-TOPO y utilizades para la
transformacion de bacterias E.coli competentes. Los transformantes positivos fueron
seleccionados manualmente y almacenados junto a los otros veintinueve clones. La
informacion asociada a los genes que forman parte de esta libreria se encuentran detallados

en la Tabla 5.
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Tabla 5, Caracteristicas de los genes seleccionados
tabla muestra de izquierda a derecha el simbolo (nomb

genoteca, el nimero de acceso
asignados y el nombre del prod
regulacién por metales; E. Ox: est

Simbolo (nombre)

ctrt

ctr2
alp7a, mnk
alp7h, wd
mt

prop

app
aplp2

cp

sod1
miurr?
cox11
cox17
atox1

ccs

scot
sco2

tfre

tir2

tf

dmti
deyth
ireg1
heph

fih

ftl
ipi-acot
ip2-iret2
abch?
fxn

hmox 1
hfe (hia-h)
hepc-hamp
cubn
zirl

mift

gcs

gsr

gpah
actp
tuba2
dap

rbes
cgb132

1D GenBank

NM_001859
NM_001860
NM_000052
NM_000053
BC029475
BC012844
NM_000484
BC000373
NM_000096
NM_000454
BG022046
BC005895
NM_005694
NM_0040645
NM_005125
BCO15504
NM_005138
BCGO1188
NM_003227
BCO59367
BC002592
BC016900
BGC035893
BCO11561
BCO01399
BCG04245
BCO18103
NM_004136
BCO06323
BC023633
BCO01491
HSUB0319
NM_021175
NM_001081
BC002563
NM_005955
NM_001498
BM976193
NM_002046
NM_001101
NM_011654
L38424
BTG00362
AE003544

Categoria

Metabalismo
Metabolisiio
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Melabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabalismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabotismo
Metabolisrmo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Meiabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo
Metabolismo

de Cu
de Cu
de Cu
de Cu
de Cu
de Cu
de Cu
de Cu
de Cu
de Cu
de Cu
de Cu
de Cu
de Cu
de Cu
de Cu
de Cu
de Fe
de Fe
de Fe
de Fe
de Fe
de Fe
de Fe
de Fe
de Fe
de Fe
de Fe
de Fe
de Fa
de Fe
de Fe
de Fe
de Fe
de Zn
de Zn {FTM)

Defensa contra £.0x.

Defensa contra E,Ox,
Nermalizador - GEC
Normalizador - GEC
Normalizador - GEC
Control heterdlogo
Control negativo
Control negativo

para analisis de expresion génica. La
re) de los genes que forman parte de la
a la base de datos GenBank, Ia categoria a la cual fueron
ucto génico (segun OMIM). ETM: Factor de transcripcion de
rés oxidativo y GEC: Gen de expresion constitutiva.

Producto Génico

High-affinity copper uptake protein 1
Low-affinity copper uptake protein 2
Copper-transporiing ATPase 1
Copper-transporting ATPase 2
Metallothionein 1A

Prion

Amyloid Precursor Protein

Amyloid beta (Ad) precursor-like protein 2
Ceruloplasmin

Superoxide dismutase 1 copper chaperone
Copper metabolism domain containing 1
Cylochrome ¢ oxidase copper chaperone 11
Cytochrome ¢ oxidase copper chaperone 17
Copper chaperone for ATP7A y ATP7B
Copper chaperone for superoxide dismutase
SCO cytochrome oxidase deficlent homolog 1
SCO cytochrome oxidase deficient homolog 2
Transferrin receptor (pa0, CD71)

Transferrin receptor 2

Transferrin

Solute carrier family 40

Cylochreme b reductase 1

Ferroportin

Hephaestin

Ferrifin Heavy-polipeptide 1

Ferritin Light-polipeptide 1

Iron response protein 1

Iron response protein 2

ATP-binding cassetie, sub-family B, member 7
Frataxin

Heme oxygenase (decycling) 1

Hereditary hemochromatosis

Hepcidin - antimicroblal peptide

Cubitin (intrinsic factor-cobalamin receplor)
Zinc transporter, Solute carrier family 39 member 1
Metal-ragulatory transcription factor 1
Glutamate-cysteine ligase, catalytic
Glutathione reductase
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Actin, beta

Tubulin, alpha 2

Dihydrodipicolinate reductase

Ribulese bisphosphate carboxylase

CG6132
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4.2. Verificacién de secuencias clonadas.

Los veinte clones adquiridos desde MGC fueron sembrados en placas con medio LB-
Agar junto al antibidtico adecuado para la seleccién de colonias (ampicilina o cloranfenicol).
Con el proposito de verificar si las colonias seleccionadas poseian el inserto esperado, se
replicaron en medio LB liquido y se exirajo su DNA plasmidial a partir del cual se hicieron
ensayos de digestion con distintas enzimas de restriccion, lo que permitié generar patrones
electroforéticos caracteristicos para cada constructo vector-inserto (Figura 10). Estos
patrones fueron comparados con mapas de digestion virtuales generados in silico para cada
caso con el programa Primer Premier 5.0, lo que permitid determinar que el resultado de
todas las digestiones produjeron las bandas de tamafios esperados.

Los guince clenes generados durante esta fesis fueron sembrados en placas con
medio LB-Agar, x-gal y ampicilina. Las colonias blancas que representan clones que poseen
un inserto ligado al vector fueron replicadas en medio LB liquido, se les extrajo su DNA
plasmidial y se hicieron ensayos de digestién con la enzima de restriccion EcoRl en todos
los casos, excepto para el clon cfr?, el que fue digerido con la enzima EcoRV. Con los
productos de digestidbn se generaron los patrones electroforéticos que se muestran en la
figura 11. En los carriles numerados de 1 a 14 se observa una banda superior (3015 pb)
correspondiente al vector pGEM-T Easy sin inserto y la banda inferior corresponde al
inserto. En todos los casos se recupera una banda Unica para el inserto con la excepcion de
cp y cir! {Figura 11). Esto se explica porque la secuencia clonada de cp posee un sitio
interno de digestion reconocido por EcoRI y porque EcoRV reconoce un sitio de digestion en
la secuencia de cfr? y uno en la secuencia del vector. Todos los patrones de digestion
mostraron tamafios de bandas esperados, lo gque confirma que todas las colonias aisladas
poseen el inserto correcto.

Para verificar la identidad de los insertos de los nueve clones que se encontraban
disponibles en nuestro laboratorio, estos fueron amplificados mediante PCR utilizando los
partidores del vector (T7 y SP6) o partidores especificos para cada inserto. En todos los

casos se obtuvieron los productos de amplificacion esperados (Figura 12). El resultado final
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de estas verificaciones nos permite acreditar que la genoteca cuenta con cuarenta y cuatro

clones que poseen los insertos esperados en sus respectivos vectores.

1Kb ladder  tfrf dmst fthi f hepc abch? fxn hmox1 zirtl iregt

1Kb ladder deytb i scof prop mt murr! cox?t aplp2

Figura 10. Verificacién por analisis de restriccion de ia identidad de los clones adquiridos
comercialmente, Electroforesis en un gel de agarosa al 1 % de los productos de digestion de los
clones Full-Length cDNAs adquiridos de forma comercial, con distintas enzimas de restriccién, Los
resultados fueron comparados con los patrones de digestion predichos in silico, observiandose los
tamarios de bandas esperados para todos los casos.
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iKb atox? mift cox17 ges ap?h kp2 sco2 op cubn ctr2 cecs gpdh actp 2 ctrl

3000 pb —»

Figura 11. Verificacion por analisis de restriccion de la identidad de los productos clonados.
Electroforesis en un gel de agarosa al 1 % de los productos de digestion con EcoRIl para los
productos de PCR (insertos) ligados en pGEM-T Easy (1-14). El carril 15 muestra el producto de la
digestién del constructo ctrf- pTrcHis2-TOPO digerido con la endonucleasa £coRV. Todas las bandas
presentaron los tamarios esperados. En el marcador de peso molecular las bandas bajo 3000 pb
corresponden a 2500, 2000, 1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300 y 200 pb.

A ctrf ctr2 atpfa prp ccs aplp? app sodi Kb sco2 atox? cp cox17 murrt coxit atpTh scot mt

B frp2  f#f  abeb? ffrc ireg? hmox? heph fth1 1KDb deyth cubn irpt tf 2 fxn  hfe hepe dmtf

LR

¢ zirtf  ges met gsr  1kbh  actf dap gpdh tuba? rbcs cg6i3z

Figura 12. Amplificacién por PCR de fragmentos a sembrar en membranas de nylon.
Electroforesis en un gel de agarosa al 1% de los productos de PCR amplificadcs a partir de los
clones que forman parte de la libreria de genes vinculados al metabolismo de Cu (panel A), Fe
(panel B), Zn, defensa contra el dafio oxidativo y genes utilizados como controles (panel C).
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5. Expresion de genes involucrados en el metabolismo de Cu, Fe, Zn y defensa contra

el daio oxidativo en células HepG2 expuestos a Cu:His o DFO.,

Para estos andlisis se generaron tres membranas de nylon sembradas con los
productos de PCR sintetizados a partir de los clones listados en la Tabla 5 (macroarrays) y
pertenecientes a la libreria desarrollada. Estas fueron hibridadas con sondas radiactivas
generadas a partir del RNA mensajero aislado de células HepG2 expuestas a Cu:His o DFO
0 no expuestas (controles). Posteriormente, se obtuvieron los datos correspondientes a las
sefiales de hibridacién para los diferentes puntos de siembra, se seleccionaron los datos
confiables, se normalizaron y se procedio a su analisis. La estrategia experimental y los
resultados mas significativos asociados al desarrollo de cada una de estas etapas se

describen a continuacion.

5.1. Produccion de las matrices de hibridacion.

Para la produccion de las matrices de hibridacion, fragmentos de tamario variable de
los insertos de los cuarenta y cuatro clones que forman parte de la genoteca fueron
amplificados por PCR, con los partidores sefialados en la tabla 2 (pagina 56) y sembrados
sobre membranas de nylon. Una alicuota de cada producto de PCR fue examinado por
electroforesis (Figura 12). En la mayoria de los casos se visualizaron bandas tnicas y en
aquellos carriles donde hubo mas de una, la banda mas intensa fue purificada y digerida con
enzimas de restriccion para verificar su identidad. En fodos los casos el resultado indico que
la banda mé&s intensa correspondié al producto de PCR de interés. Todos los productos de
amplificacion fueron sembrados en duplicado y en dos concentraciones, 5 ng (membranas
Tipo I) y 0,5 ng (membranas Tipo [} sobre las membranas de nylon utilizadas en los

ensayos de hibridacion.
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5.2. Evaluacién de la calidad de los RNAs y produccién de sondas complejas de
hibridacion.

Con el propésito de generar las sondas para los eventos de hibridacién, células
HepG2 fueron expuestas a 100 pM de Cu:His o DFO durante 24 y 48 h respectivamente.
Células no expuestas al metal ni al quelante de Fe fueron utilizadas como control. En cada
caso se extrajo el RNA total desde el cual se purifico el mRNA, el que fue utilizado como
sustrato para sintetizar cDNA de doble hebra. A partir de éste se generaron las sondas
complejas marcadas radiactivamente con [**P] dCTP. La calidad del RNA fue el factor que
mas influyé en los ensayos de hibridacion y por lo tanto se establecit un riguroso sistema de
control para seleccionar muestras de calidad adecuada. En primer lugar cada uno de los
RNAs extraidos fue analizado mediante ensayos de electroforesis en geles denaturantes de
agarosa (Figura 13A), para observar las bandas correspondientes a los RNAs ribosomales
28S y 18S. Solamente se utilizaron muestras de RNA que presentaban una proporcion de al
menos 2:1 entre la intensidad de las bandas de! RNA 28S y 18S, respectivamente. Luego,
para determinar si estos RNAs tenian un grado de pureza optimo para utilizarlos como
sustrato en la purificacion de su mRNA, se midieron las razones de absorbancia 260/280 nm

‘Fy 260/240 nm, que dan cuenta de la abundancia de proteinas y fenoles contaminantes en
cada muestra de RNA, respectivamente. En la tabla adjunta a la figura 13A se muestra que
los indices espectrofotométricos sefialados son adecuados en todos los casos, puesto gue
se esperan valores entre 1,7 y 1,9 para la relacion 260/240, mientras que para la relacion
260/280 nm, los rangos esperados fluctiian entre 1,8 y 2,1. Ademas, en la tabla se indica la
masa total de RNA extraido. Los RNAs extraidos que mostraron indices de calidad y pureza
optimos fueron utilizados para purificar su mRNA. Los rendimientos asociados a la
purificacién se muestran en la tabla de la figura 14A. Dado que en células de mamiferos la
masa del mRNA representa entre un 1y 5 % de la masa del RNA total, los rendimientos
obtenidos se consideraron adecuados. La capacidad de detectar transcritos especificos a
partir del mMRNA purificado se evalud sintetizando un c¢DNA de hebra simple desde el cual se

ampiificaron mediante PCR fragmentos de gpdh y fth1. Estos transcritos fueron
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seleccionados para evaluar ademas si la calidad del ¢cDNA y la técnica utilizada serian
adecuadas para detectar transcritos que difieren en dos ordenes de magnitud en su
abundancia relativa, dato que fue previamente obtenido en nuestro laboratorio. Una
fotografia del gel que contiene las bandas conseguidas de la amplificacion de gpdh y fth1 se
muestra en la figura 14B, sefialando que las muestras de mRNA mantienen representadas
diferentes abundancias de transcritos, Io cual es de trascendente importancia para la
interpretacion confiable de los futuros datos de expresibn génica. En conclusién, estos
resultados indican que nuestro procedimiento permitic obtener y utilizar mRNAs ae calidad
adecuada para su utilizacion en ensayos de expresion génica.

Las hibridaciones en matrices pueden realizarse utilizando una sonda generada
directamente desde los mRNAs, marcando radiactivamente el cDNA de hebra simple. Esto
se realizé como primera aproximacién en ensayos de hibridacién, sin embargo, Ia intensidad
de las sefiales asociadas a los puntos obtenidos en las membranas fue baja imposibilitando
la recuperacion de datos confiables. Considerando que previamente hablamos verificado
que la masa de productos de PCR sembrados en [as membranas era suficiente para
detectar sefiales de hibridacion (mediante ef marcaje radiactivo de una sonda simple, datos
no mostrados), la baja intensidad de la sefal de hibridacion posiblemente se debia a una
baja concentracion inicial del mRNA. Por o tanto se optd por cambiar el protocolo de
marcaje, por un procedimiento que permite amplificar la masa de la sonda a hibridar. Para
esto, a partir del mRNA purificado se sintetizd un cDNA de doble hebra no radiactivo, el cual
se utilizé como sustrato para la amplificacion y sintesis de la sonda mediante PCR radiactivo

como se desctibe el [a seccion 2.5.2. de MATERIALES Y METODOS,
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A B
Células HepG2 Células Caco-2
C Cu:His (+) DFO (+} C Cu:His (+} DFO (+}
24 h 48h h
1
285 * 2858 >
185 > 188 >
%
" Rt e ol A P Y
55 » | ool eﬁ%@:ﬁsﬁaﬁ% WA 55 > | ow
RNA total {ng) 101,6 101,6 53 RNA total {ug) 72,8 91 101,4
A 2snfz4o 1 ,75 1 ,7 1 ,72 A 250!24!1 1,72 1.3 1,72
A 2s0f280 1,85 1,79 1,9 A 260280 1,95 1,9 1,85

Figura 13. indices de calidad de los RNAs extraidos desde células tratadas con Cu:His o DFO
utilizados en los ensayos de hibridacién. Electroforesis en geles denaturantes para RNA total
de células no expuestas (C) o expuestas a 100 pM de Cu:His [Cu:His (+)] o DFO [DFO (+)] para
HepG2 (A) y Caco-2 (B), por los periodos indicados. Las tres bandas que corresponden a los RNAs
ribosomales se aprecian integras y en las proporciones adecuadas, mientras que los [ndices de
calidad espectroscopicos muestran valores esperados para RNAs puros. Los valores indicados en
la tabla corresponden a los datos obtenidos de una réplica biolégica representativa de las tres
utilizadas en los experimentos de expresion génica.
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Células HepG2 Células Caco-2

C Cu:His (+) DFO (+) C Cu:His (+y DFQ (+)
A 24 h 48h 48h 48 h
RNA total (ug} 101,6 101,6 53 72,8 91 101,4
mRNA (ug) 3,28 2,82 1,09 2,10 2,86 2,97 — mRNA

Rendimiento (%) 3,2 2,8 21 29 3.1 29 l
¢DNA

B gpdh l
PCR

it

Figura 14. indice de calidad y rendimiento de la purificacion del mRNA. A) La tabla adjunta
muestra la masa de RNA total extraida de cada muestra de células HepG2 y Caco-2 no tratadas
(C} o tratadas con 100 pM de Cu:His [Cu:His (+)] o DFO [DFO (+)] por los periodos indicados, las
cuales fueron utilizadas para purificar su mRNA mediante columnas de afinidad. Ademas se
muestra la masa y el rendimiento obtenidos de tal purificacion. B) Electroforesis en geles de
agarosa al 1%, donde se abserva el producto de amplificacion por PCR de gpdh v fth1, a partir de
los mRNAs purificados. Los valores presentados en la tabla corresponden a una muestra,
representativa de las tres réplicas biolégicas utilizadas en los experimentos de expresion génica.

64




S

5.3. Obtencion de datos y analisis de calidad de |a sefial de hibridacion,

Las sefiales de hibridacién asocladas a cada punto de slembra presentes en ias
membranas fueron capturadas en una pantalla de BaFBrEu? luego de 96 h de exposicion,
La informacion digitalizada de esta sefial en las membranas fue representada en ung
imagen en formato TIFF obtenida utilizando el Phosphoimager personal Fx (BioRad); un
ejemplo que permiten ver como lucen las membranas hibridizadas se muestra en la figura
15. Los valores de intensidad de la sefal cruda de hibridacién para cada punto fueron
obtenidos desde estas imégenes por cuantificacidn densitométrica de pixeles utilizando el
programa VersArray Analizer (BioRad), el cual utiliza una grilla de tamafio de celda variable
para ajustar los puntos.

Con el objetivo de determinar qué puntos en las membranas correspondian &
seftales de hibridacion Y cuales registraban solamente ruido, se seleccionaron 24 puntos al
azar en las membranas en zonas donde no hubo siembra de productos de amplificacion
(correspondiente a la zona sefialada por el rectangulo de lineas segmentadas en |z
“membrana control” de Ia figura 15) a los que se les cuantific el ruido local, Al valor de
intensidad de la sefial cruda de hibridacion en los puntos de siembra se les rests este ruido
local, obteniéndose sefiales netas de hibridacién, Para seleccionar sefales netas de
hibridacion no asociadas a artefactos de la técnica se utilizaron dos criterios principales, 1}
un valor umbral por sobre el cual Ia sefial es confiable y 2) la eliminacion de sefiales
contaminadas por sefiales vecinas, Para todas las membranas se utilizé como valor umbral
el promedio de los ruidos asociados a sefiales en puntos de no siembra, mas cinco veces su
desviacion estandar. Todas aquellas sefiales asociadas g puntos de siembra que
sobrepasaron este valor umbral fueron consideradas confiables para los anglisis de
expresion geénica, Posteriormente, por inspeccion visual fueron eliminados de los siguientes
analisis todos aquelios puntos de hibridacion que mostraban sefales contaminadas por
sefales de puntos de hibridacion vecinos. Después de aplicar ambos filtros, el porcentaje de
recuperacion de datos confiables en las membranas Tipo I, fue de 81, 54 y 70 % de los

datos en muestras controles, tratadas con Cu: His o con DF O, respectivamente. Por sy parte,
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las membranas Tipo Il mostraron porcentajes de recuperacion del 47, 66 y 72 % de los
datos en muestras controles, tratadas con Cu:His o con DFO, respectivamente, como se
muesira en la figura 16. Hay que destacar que-aungue el promedio de las sefiales de
hibridacién en membranas Tipo | fue mayor que en membranas Tipo Il, no se recuperd un
mayor porcentaje de datos en estas membranas debido a que en los tratamientos con
Cu:His o DFO un alto nimero puntos fueron eliminadas por presentar sefiales contaminadas
por vecinos.

Finalmente, ofro aspecto relevante para evaluar la calidad de los ensayos de
hibridacion fue determinar su reproducibilidad. La figura 17 muestra las curvas de tendencia
para las tres condiciones experimentales en membranas Tipo | y Tipo |l, indicando el grado
de agregacién y correlacion entre las sefiales netas de hibridacion entre réplicas
experimentales. El grado de agregacion y correlacion de las sefiales de hibridacién se
determind mediante el valor de R? y la pendiente de la recta, respectivamente. El analisis de
estos indicadores permitio determinar que la reproducibilidad entre los duplicados es similar
en las membranas Tipo | y en las Tipo Il, encontrandose que el indice de correlacion fluctua
entre 0,91 y 0,99, mientras que todas las pendientes son similares a 1, fluctuando entre 0,94
y 1,20. En su conjunto, los ensayos realizados y sus resultados permitieron certificar seftales
confiables de hibridacién y con réplicas de buena calidad para los andlisis de expresion

génica.
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‘Control {sin tratamiento)

EE

Tratadas con Cu:His

Lot

Ty

T

Tratadas con DFC

Figura 15. Hibridacion en matrices con sondas provenientes de células HepG2 no
expuestas o expuestas a Cu:His o DFO. Las imagenes que se presentan fueron obtenidas
mediante el Phosphoimager Personal FX (BioRad) y corresponden a membranas Tipo I,
hibridizadas con sondas radioactivas, sintetizadas a partir del mRNA extraido de células HepG2 no
expuestas (control) o expuestas a 100 pM de Cu:His (por 24 h) 0 DFO (por 48 h) como se indica
en la figura. E! rectangulo sefalado con lineas segmentadas en la membrana “control” representa
la zona en donde se midid la intensidad de sefales que fueron consideradas ruido {(hibridacion
inespecifica). Los productos de amplificacién fueron sembrados en dos filas y veinticuatro
columnas en ! orden que se indica. En at:dap (2 ng), a2:H,0, a3:scot, ad:cox11, as:mt, a6.pronp,
a7:cp, a8:apip2, aY:atp7a, a10:ctr1, att:dap (1 ng), a12: dap (0,2 ng), a13:ctr2, a14:gcs, al5:gsr,
a16:abch7, al7:dcyth, al8:ixn, at 9:hmox1, a20: hepc, a2i:mpt, a22:fth1, a23; H,0, a24:fl,
b1:atox1, b2:rbes, b3:sco2, bd:cox17, bb:ccs, b6:sod1, b7:app, b8:atp7h, b9:murrl, b1 0:mif1,
b11:actp, b12:tuba2, b13:gpdh, bi14:zirtl, b15:tfrc, b16:tr2, b17:iregl, b18:heph, b19:hfe, b20:ff,
b21:irp2, b22:dmti, b23:cg6132, b24.cubn.
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Figura 16. Recuperacion de las sefales de hibridacién. EJ grafico muestra los porcentajes
promedios de recuperacién de sefiales confiables en cada experimento, para membranas Tipo |

{barras negras) y membranas Tipo Il (barras blancas).
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Figura 17. Reproducibilidad entre membranas. Los graficos representan las intensidades netas
versus intensidades netas entre réplicas experimentales de las membranas Tipo I (A} y Tipo | (B}.
Las membranas fueron hibridadas con sondas provenientes de céluias HepG2 no tratadas
(graficos superiores), tratadas con 100 pM de Cu:His (graficos centrales) o con DFO (graficos
inferiores). Los datos representan las intensidades de sefial neta de hibridacion para una réplica
biolagica representativa de las otras dos. En cada caso se indica la ecuacién de la recta que da
cuenta de la tendencia y el indice de correlacion R%.
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5.4 Procedimiento de normalizacién de datos de expresién génica en ensayos de
hibridacion. |

Las m|

embranas utilizadas en los ensayos de hibridacién contaban con productos de
amplificacion |utilizados como controles positivos, controles negativos, control heterélogo de
la retrotranscripcion, Pregunias y de expresion constitutiva (segln un amplio nimero de
reportes publicados). De este titimo grupo se sembraron tres genes, gpdh, actp y tuba2, de
los cuales sélo gpdh y acts fueron recuperados en todas las membranas. Como la
recuperacion de la sefial asociado a estos transcritos resulta imprescindible para Ia
normalizacion |de los datos, la opcion de utilizar tuba? fue descartada. En consecuericia
gpdh y actp fuleron seleccionados como posibles normalizadores, por lo cual se les efectus
una prueba de|validacion de esta condicion. Para esto, se realizé Ia transeripcion in vitro del
gen heterélogol (dap) a partir del plasmido que contenia su gen, con el objetivo de obtener
un mRNA de concentracion conocida ¥ marcarlo radiactivamente junto a la sonda compleja
utilizada en las| hibridaciones y asi tener un control heterdlogo de Ja retrotranscripeion. Los

resultados de este procedimiento se muestran en la figura 18A.,

Con el objetivo antes planteado, a partir de los resultados de todas las hibridaciones,

se caleuls la razon entre el valor de intensidad de Ia senal neta de hibridacion de cada uno
de los transcr:tos seleccionados v el valor de intensidad de la sefial neta de hibridacién del
heterdlogo (el cUal mostré baja variabilidad entre membranas). Los datos relativos a este
procedimiento fLﬂeron graficados y se muestran en Ia figura 18B, donde se puede observar
que la sefial asociada a Ia abundancia de actff se muestra invariable entre el control y los
tratamientos con|Cu:His o DFO. Por su parte, la abundancia de gpdh se muestra invariable
solo entre el control y el tratamiento con Cu:His, mientras que en células tratadas con DFO
aumenta su abtllndancia respecto a las no tratadas, lo cual lo inhabilita como gen
normalizador patia este tratamiento. Por ests razén, el transcrito seleccionado para

normalizar los datos de expresién fue actg, el cual se utilizd para normalizar los datos de

hibridacién de ar|nbos tratamientos, mientras gpdh se utilizé sélo para revalidar datos
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provenientes de los tratamientos con Cu:His. Ei proceso de normalizacién utilizado permitio

la comparacion entre membranas sembradas con la misma masa de productos de PCR.

1,9Kb —»

B
50 mControl
- £ Cu:His 24 h *
T
S < 40 @ DFO 48 h
82 -
F &
E3S a0
2§
s O
g &
=]
ag @
2=
xg% 10
Q
(7]
0- ——

aci gpdh
Gen de expresicn constitutiva (normalizador)

Figura 18. Transcripcion in vitro de dap y andlisis de la abundancia relativa de transcritos
que codifican para actfo gpdh (posibles normalizadores). En A) E! panel de la izquierda
muestra el producto de digestion de! construcio (pBluescript Il KS+ - dap) con la enzima de
restriccion Notl. Linea 1. RNA ladder, 2 y 3. constructo no linearizado y 4. constructo linearizado
{4,8 Kb). El panel Ide la derecha muestra el producto de la transcripcion in vitro de dap a pariir del
constructo linearizado. En 5. RNA ladder, 6. Producto de transcripcion de dap (1,9 Kb). En B)
sefial neta de ac:t[i‘o gpdh en relacién a la sefial neta de dap. Las barras corresponden al
promedio de la razon para las sefiales netas provenientes de hibridaciones con sondas de células
control (barras en|negro), suplementadas con Gu:-His {barras blancas) o células suplementadas
con DFO (barras| en gris), de todas las membranas utlizadas (doce puntos). Las barras
corresponden al er|ror estandar asociado a cada promedio y los analisis estadisticos se realizaron
mediante una pruelba t de Student (*P<0,05) comparando datos provenientes de células tratadas y

sus controles (sin tratamientos),
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6. Andlisis de e>|<presmn génica.

6.1. Genes diferiencialmente expresados en células HepG2 tratadas con Cu:His.

El resultaido del analisis de los datos obtenidos desde membranas hibridadas con
sondas provenie:ntes del tratamiento con Cu:His, considerando los datos obtenidos con
membranas Tipc% 1y Tipo il en su conjunto, se encuentran resumidos en ia Tabla 6.

Los dato%s indican que solo quince genes mostraron diferencias significativas en la

abundancia rela:tiva de sus transcritos entre células HepG2 expuestas a 100 pM de Cu:His

|
durante 24 hy laias células no expuestas al metal. De este grupo, nueve de ellos (60%) estan

vinculados al m:etabolismo de Cu, entre los que se encuentran algunos que codifican para
proteinas de ah:'nacenaje, chaperonas, transportadoras plasmaticas y usuarias de Cu. Los
seis genes restiantes (40%) han sido tradicionalmente vinculados al metabolismo de Fe y
enire estos algt:mos codifican para proteinas del catabolismo de grupos Heme, transporte
intracelular, trari15porte plasmatico y almacenaje dg Fe, ademas de un péptido regulador de
sus niveles pla;sméticos. La abundancia de transcritos normalizada utilizando también gpdh
como referenci% interna confirmé los cambios significativos de abundancia para los 15 genes
de la tabla 6, indicando que estos cambios fueron independientes del transcrito utilizado
como control in;ierno.

Desde :ei punto de vista biolégico, hubo consistencia con lo esperado. Células
expuestas a altios niveles de Cu han mostrado un incremento en la abundancia del transcrito
y de la proteiria MT, contribuyendo a una mayor resistencia celular a los posibles dafios
producidos pon: el metal (Thiele, 1992; Tapia y col., 2004; Coyle y col., 2002). También se ha
descrito un auinento en la abundancia del transcrito de ccs, sod? y app en fibrobiastos de
raton (Tapia yi col., 2004) y un aumento cp en la linea celular HepG2 (Daffada y Young,
1999) para sf;mi!ares tratamientos con Cu. Hasta donde sabemos, el aumento de la

abundancia re;lativa de los transcritos que codifican para las chaperonas, atox1 y scot en

células expuestas a Cu:His no ha sido reportado.
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Coma el tratamiento con Cu:His se correlaciond con una disminucion en el contenido
de Fe alas 24 h de exposicion en relacion a las células no tratadas, se esperé encontrar
abundancias relativas diferenciales en transcritos vinculados al metabolismo de Fe, lo cual
fue ratificado por los resultados obtenidos. Recientemente se reportd una fuerte induccion
de hmox1 en |células HepG2 expuestas a Cu (Sdng y Freedman, 2005). Sin erﬁbargo, el
aumento en la|abundancia del transcrito de abcb7, hepc y tf, como la disminucion en el nivel
de transcrito de f/ y fxn no fueron necesariamente esperados desde el punto de vista de Ia
exposicion a Cu. Como el contenido intracelular de Fe en las células expuestas a Cu:His fue
similar al reportado en células expuestas a DFO es posible inferir que los cambios de
abundancia deestos genes se podrian explicar por la disminucion en el contenide de Fe
provocado por|Cu. Sin embargo, como se midio la abundancia de los transcritos en las
celulas expuestas a DFO, fue posible definir qué transcritos modificaron su abundancia en
funcion de la |disminucion en o contenido de Fe y cuales se vieron influenciados
directamente par el aumento en el contenido de Cu, o por los cambios en las relaciones que
se establecieron entre estos metales debido al supiemento con Cu:His, posibilidades que

seran discutidag en la seccion correspondiente.
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Tabla 6. Transcritos cuya abundancia cambia significativamente entre células HepG2 no

tratadas y tratadas

por actp, representa

intensidades netas
tratadas y tratadas

de mayor a menor &

de membranas hibrid
con 100 pM de Cu

metabolismo de Fe y subrayados, genes vincu
L funcion de las veces de cambio.

con Cu:His. La tabla muestra las veces cambio de transcritos normalizados
das en todos los casos como el logaritmo en base dos de ia razon entre las

adas con sondas provenientes de células HepG2 no
‘His por 24 h. En negrita, los genes vinculados al

lados al metabolismo de Cu, todos ellos ordenados

D GenBank Gen Logz (Cu:HisIConlrol)
BC029475 mt 3,9
BCO015504 scot 2,4
BCO12844 pmnp. 2,2
NM_000484 app 2,2

NM_000096 o 2,1
BCQ06323 abch? 1,8
BCO0O1491 hmox1 1,8
BCO00373 aplp2 1,5
NM_000454 sodi 1,3
NM_005125 ccs 1,3
NM_004045 atoxt 1,2
BC059367 tf 1,1
NM_021175 hepc 0,9
BCO04245 ftl -1,0
BC023633 fxn -1,6
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6.2. Genes diferanciaimente expresados en células HepG2 tratadas con DFO.-

El resultado del analisis de los datos obtenidos desde membranas hibridadas con
sondas provenientes del tratamiento con DFO, considerando los datos obtenidos con
membranas Tipo|l y Tipo Il en su conjunto, se encuentran resumidos en la Tabla 7. Cabe
recordar que el gen de expresion constitutiva seleccionado para normalizar los datos de
hibridacion provehientes de los tratamientos con DFO fue actp, puesto que gpdh aumento su
abundancia en células tratadas con DFO (Figura 18 B)

Al igual que en los tratamientos con Cu:His, el tratamiento con DFO no solo indujo
cambios de expresion transcripcional en genes relacionados con el metabolismo de Fe, sino
que también en genes vinculados tradicionalmenteal metabolismo de Cu. En particular, este
fenomeno se manifiesta al observar que los valores mas altos de cambios de abundancia
relativa corresponden a tres genes asociados al metabolismo de Cu {mt, scol y afox1),
detectandose también otros que codifican para proteinas usuarias de este metal. Estos
transcritos podrian responder directamente a las variaciones del contenido de Fe, al
aumento de ROS o al leve aumento en el contenido intraceluiar de Cu frente a la exposicion
a DFO (ver discusion). El aumento en la abundancia de c¢p asociado al tratamiento con DFC
era esperado |considerando algunos recientes antecedentes en células HepGZ
(comunicacién personal, H. J. McArdle, The Rowett Research Institute, UK), como también
la induccion de mt en condiciones de deficiencia de Fe (Collins y col., 2005). Cabe destacar
que todos los |genes vinculados al metabolismo de Cu que mostraron cambios de
abundancia en sus transcritos al exponer las células a DFO, también mostraron cambios con
el tratamiento con Cu:His pero no necesariamente con la misma tendencia (ver discusibn).

Los genes asociados al metabolismo de Fe para el tratamiento con DFO, mostraron
en su mayoria una baja en los niveles de abundancia relativa a sus controles, exceptuando
sélo a ff. Entre estos se encuentran algunos que codifican para proteinas involucradas en el
catabolismo dei| grupo Heme, regulacion sistémica y almacenamiento de Fe, ademas de
genes que codifican para una ferroxidasa y un posible transportador mitocondrial del Fe.

Entre los resultados esperados se encontrd la disminucion en los niveles de! transcrito de la
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cadena liviana de la ferritina () (Konijn y col., 1999) y hemocromatosis (hfe) (Han y col.,
1999), y un aumento en la abundancia del transcrito que codifica para transferrina (tf)
(Barnum-Huckins, 2000) y gpdh (Nakai y col., 1991).

Finalmente, la figura 19 muestra graficamente el nimero de genes que presentaron
modificaciones en la abundancia de sus transcritos diferenciando entre tratamientos. Se
puede observar que la mayoria de los transcritos se correlacionan con los efectos de los
tratamientos en conjunto, sin embargo no necesariamente lo hacen con [a misma tendencia
o magnitud. Ademas se detectaron ocho genes que cambian exclusivamente con un
tratamiento en particular, cinco asociados sélo al tratamiento con DFO vy tres asociados solo
al tratamiento con Cu:His, los cuales podrian ser potenciales marcadores para ensayos de
expresion génica como respuesta a la exposicion a condiciones de exceso de Cu o déficit de

Fe en forma particular (ver discusién).
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Tabla 7. Transcritos cuya abundancia cambia significativamente entre células HepG2 no
tratadas y tratadas con DFO. La tabla muestra las veces cambio de transcritos normalizados
por actf, representadas en todos los casos como el logaritmo en base dos de la razén entre las
intensidades netas de membranas hibridadas con sondas provenientes de células HepG2 no
tratadas y tratadas con 100 uM de DFO. En negrita, los genes vinculados al metabolismo de Cu
y subrayados, genes vinculados al metabolismo de Fe, todos ellos ordenados de mayor a menor

en funcion de las veces de cambio.

ID GenBank Gen Log; (BFO{Control)
BC029475 mt 4,1
BCO15504 scot 24

NM_000096 cp 2,2

NM_004045 atox{ 1,6
BC059367 ff 1,4

NM_002046 gpdh 1,3

NM_000484 app 11

NM_003227 tfr2 -1,1
BCO12344 prop -1,4
BCO11561 heph -1,6

NM_001081 cubn -1,7
H5UB0319 hfe -2,0

NM_000454 sod1? -2,1
BC023633 fxn -2,1

NM_021175 hepc -2,8
BC001491 hmox1, -2,9
BC004245 ftl -4,7

Cu:His DFO

Figura 19. Niimero de genes diferencialmente expresados en células HepG2 tratadas con
Cu:His o DFO. El grafico de Venn indica el niimero de genes que cambiaron significativamente su
abundancia durante los tratamientos. Tres de estos fueron exclusivos para el fratamiento CuHis,

cinco exclusivas para el tratamiento con DFO y trece lo hicieron en ambos casos.
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7. Validacion de datos de expresion génica y diferencias tipo celular — especificas.

Para validar los datos de expresion génica obtenidos en los ensayos de hibridacion
en membranas, se cuantifico la abundancia de algunos transcritos que mostraron cambios
significativos en sus niveles entre los tratamientos y sus controles. Mediante ensayos de
PCR en tiempo real se obtuvieron los resultados que se resumen en la tabla 8. Estos datos
indican que todas las tendencias de cambios de expresion génica obtenidas en los ensayos
de hibridacion sobre membranas fueron validadas por esta técnica, encontrandose
diferencias sblo en su magnitud, lo que se explica por las diferencias en la sensibilidad de
las técnicas en cuestion. Entre los genes seleccionados para validar los cambios de
abundancia relativa estan los gue codifican para proteinas de, 1) almacenaje de Cu (mtf), 2)
usuaria de Cu (aplp2) y 3) chaperona de Cu (ccs). Por otra parte, para certificar que
algunos genes efectivamente no modificaron la abundancia de sus transcritos se midio el
contenido de fth1 e ireg’.

Con e! propésito de contrastar los datos de abundancias de transcritos medidos en
HepG2 y asi monitorear variaciones tipo celular - especificos se midi6 la abundancia de ios
mismos transcritos sefialados anteriormente en células Caco-2 expuestas a suplementos de
100 uM de Cu:His o 100 uM de DFO durante 48 h. La certificacion de la calidad de los
sustratos utilizados para los ensayos de PCR en tiempo real en Caco-2 se muestra en las
figuras 13B y 14.

Los resultados indican que en HepG2, el transcrito mt mostré mayor abundancia en
ambos fratamientos que en celulas no tratadas, mientras que en Caco-2 solo aumentd con
el suplemento de Cu:His. Los transcritos de ccs y aplp2 no presentan cambios de
abundancia en los tratamientos con DFO en ninguna linea celular. Sin embargo, ambos
transcritos mostraron mayor abundancia en células HepG2 tratadas con Cu:His que en sus
controles. Esta tendencia se conserta en Caco-2 para ccs pero no para aplp2. Por su parte,

el transcrito de fth? no mostré cambios al analizarlo mediante ensayos de hibridaciones

sobre membranas, lo cual se confirmé mediante por PCR en tiempo real. Esto permiti6 evitar
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la suposicién que los genes que no mostraron cambios en los ensayos de hibridacion sobre
membranas correspondian a falsos negativos.

Finalmente, a pesar de no rescatarse en la mayoria de las membranas, el transcrito
ireg? fue cuantificado por su potencial capacidad de ser un elemento comdn entre los
metabolismos de Cu y Fe. Interesantemente, ireg? mostrd mayor abundancia en los
tratamientos con Cu:His que en los controles en la linea celular HepG2 pero no en Caco-2,

sugiriendo una posible regulacion tipo- celular especifica.

Tabla 8. Validacion de cambios de expresién de algunos genes ensayados por
macroarrays. Cuantificacion mediante PCR en tiempo real de la abundancia relativa de
transcritos que cambiaron significativamente. Cada gen fue amplificado utilizando como sustratos
los cDNAs que corresponden a cada sonda utilizada en los experimentos de hibridacién en
membranas. Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en el Light Cycler Instrument
(Roche). En todos los casos los genes fueron normalizados con actf y las veces de cambio
fueron representadas como el logaritmo en base dos de la razon entre el ndmero de moléculas
del transcrito en cuestion, provenientes de células HepG2 o Caco-2 tratadas con 100 M de
Cu:His 0 DFO y el nimero de moléculas del transcrito provenientes de células HepG2 o Caco-2
no tratadas. En negrita, datos que muestran tendencias diferenciales de variacién en células
Caco-2 respecto de HepG2, para un mismo tratamiento. SC: Sin cambio de expresion entre
tratamientos y controles,

HepG2 Caco-2
Log: Log;
Gen Cu:His/Control Cu:His/Control
mt 1,1 6,0
ccs 1.4 2,1
apip2 1.8 SC
fth1 SC SC
iregi 1,3 SC
HepG2 Caco-2
Log, Log,
Gen DFC/Controt DFOIControl
mt 2,1 sC
ccs 3C sC
aplp2 SC sC
fih1 sC sC
iregt SC SC
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DISCUSION

A continuacion se discuten los resultados obtenidos en relacién a la hipotesis
propuesta y su aporte al entendimiento del papel que desempefia la regulacion

transcripcional en el metabolismo celular de metales traza.

1. Caracteristicas de la metodologia utilizada.

Los tejidos hepatico e intestinal juegan un papel fundamental en el control de la
homeostasis sistémica de Cu y Fe. Por esta razén, las lineas celulares HepG2
(carcinoma hepatocelular) y Caco-2 (adenocarcinoma colorectal) han sido ampliamente
utilizada en estudios enfocados a comprender la regulacién del metabolismo de estos
metales. Durante esta tesis se utilizaron ambas lineas celulares, las cuales fueron
expuestas a una concentracion supra-fisiologica de Cu:His, o a DFO, tratamientos que
permitieron modificar el contenido vy la relacién de Fe, Cuy Zn en la célula, generando un
incremento de Cu y una disminucion en el contenido de Fe. Como el objetivo principal de
este estudio fue determinar los efectos de estos tratamientos sobre las redes
transcripcionales asociados al manejo de metales traza y la defensa del dafio oxidativo,
se midieron también algunos parametros fisiologicos para evaluar estas variables y se
analizd su relacion con los cambios de abundancia de alguno de los transcritos
seleccionados.

Las condiciones de cultivo fueron disefiadas con el fin de evitar la influencia de Ia
diferenciacion celular sobre cambios en la abundancia de transcritos asociados al
metabolismo de metales, puesto que se ha reportado que genes vinculados al
metabalismo de Fe, Cu y Zn son diferencialmente expresado en la linea celular Caco-2 a
medida que las células alcanzan un estado de confluencia (Han y Wessling-Resnick,
2002; Bedrine-Ferran y col., 2004). En estos trabajos los autores observan, por ejemplo,
que durante la diferenciacion se produce un aumento en la abundancia relativa de dmt?,

heph, ireg? y if y una disminucién en la abundancia de abcb? y zitl (Han y Wessling-
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Resnick, 2002; Bedrine-Ferran y col., 2004). En términos operacionales, en el presente
estudio las células Caco-2 fueron mantenidas durante diecisiete dias en post-confluencia
tiempo en el cual 12 abundancia relativa de estos t'ranscritos se ha estabilizado, 0 sea no
se observan fluctuaciones de abundancia asociadas a la diferenciacion celular (Han y
Wessling-Resnick, 2002). Por su parte, las células HepG2 no muestran diferencias de
abundancia asociadas a la diferenciacion en los transcritos sefialados, por lo cual luego
de alcanzar un 80% de confluencia comenzé el periodo de tratamiento con Cu:His o DFQ,
el cual fue el mismo para todos los casos en ambos tipos celulares.

Los parametros fisiologicos de células sometidas a tratamientos y sus controles se
evaluaron en forma indirecta via analisis colorimétricos, fluorimétricos y/o densitometricos
utilizando igual nimero de células por ensayo. Sin embargo el tiempo de cultivo y el
efecto de los tratamientos pudieron afectar diferencialmente el nimero final de células por
lo que se procedio a normalizar los datos obtenidos en estos ensayos por el contenido de
proteinas totales de cada muesira, paramefro que a nuesiro juicio permite una
comparacion mas adecuada entre muestras al final de los tratamientos. Por ofra parte, los
ensayos de expresion génica se realizaron mediante hibridaciones sobre membranas de
nylon, en las cuales se sembraron los productos de PCR provenientes de la libreria de
transcritos completada durante esta tesis; estos productos fueron de tamano variable
promediando 845 pb y fueron amplificados utilizando partidores especificos para el
inserto o partidores universales del vector. En la eleccién de los partidores se evitd
amplificar productos de largo superior a 2,5 Kb, puesto que sobre esta longitud se
produce una disminucion en el rendimiento de amplificacion realizada por la DNA
polimerasa.

Finalmente, cabe sefialar que un aspecto clave en el desarrollo del andlisis de
expresion génica via macroarrays fue la optimizacion del protocolo de marcacién de la
sonda de hibridacion. Inicialmente se utilizo un protocolo estandar de marcacion de cDNA
monohebra con [*P] dCTP a partir de 500 ng de mRNA el cual fue extraido desde las

células expuestas a Cu:His o DFO vy sus controles. Sin embargo, la intensidad de las
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sefiales de hibridacion obtenidas fue débil lo que se tradujo en un bajo porcentaje de
recuperacion de puntos. Como el protocolo de hibridacion utilizado estaba respaldado por
reportes de varios procedimientos experimentales ademas de ser validado en ensayos
previos realizados en nuestro laboratorio, se estimé que la principal razon que podria dar
cuenta de la baja recuperacion de sefiales de hibridacion era una cantidad insuficiente de
sonda radiactiva. Como la cantidad de mRNA suele ser limitante en este tipo de ensayos
se tomo la decision de mantener los 500 ng utilizados en los ensayos previos, a partir del
cual se sintetizo un cDNA de doble hebra no radiactivo, donde teéricamente se duplica la
masa del mRNA utilizado (D'Alessio y Gerard, 1988). A partir de este cDNA de doble
hebra se realizo la sintesis de la sonda radiactiva, utilizando un protocolo de marcaje
mediante el Kit Random Primers DNA Labeling System. Los esfuerzos puestos en el
desarrollo de este nuevo protocolo permitieron generar una mayor masa de sonda
radiactiva sin alterar las abundancias relativas de los transcritos presentes en la muestra
original (Chenchik y col., 1998). La representatividad de cada transcritc en la muestra
original ha sido verificada mediante la comparacion de perfiles de expresion en
experimentos de macroarrays y PCR cuantitativo en tiempo real, donde se utilizaron
sondas de cDNA amplificado por este método y sondas obtenidas mediante una reaccion

estandar de transcripcion reversa (Zhumabayeva y col., 2001; Seth y col., 2003).

2. Contenido de metales.

La concentracion basal de Cu, Fe y.Zn en el medio de cultivo utilizado para ambas
lineas celulares fue 0,44, 2,69 y 3,8 uM, respectivamente (Tapia y col.,, 2003). La
concentracion de Cu fue considerada como sub-fisiologicas dado los niveles plasmaticos
encontrados en humanos (Uauy y cols., 1998; Linder y col.,, 1998). Las celulas tratadas
con Cu:His mostraron incrementos significativos en el contenido intracelular de Cu en
todos los tiempos medidos, lo cual indica que durante el tratamiento existid un saido
positivo entre el proceso de entrada y salida del metal. Esta observacion sugiere que los

mecanismos celulares involucrados en la homeostasis celular de Cu aun no-logran
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alcanzar un régimen de equilibrio, en este escenario nuestro estudio pretendid evaluar el
papel que desempeiia la regulacion transcripcional en el proceso de adaptacién a Ia
exposicion a Cu:His. Los resultados indican que para estos tiempos de exposicion, el
contenido intracelular de Cu entre las células tratadas y sus controles aumento 14,7 (en
HepG2) y 6,5 (en Caco-2) veces, lo cual es considerablemente menor a la diferencia de
concentracion de Cu que se establece entre el medio de cultivo basal y el medio
suplementado con Cu:His (227 veces aproximadamente). Esto permite suponer que las
células fueron capaces de regular el contenido . intracelular del metal por medio de
mecanismos vinculados a procesos de incorporacion y/o eflujo de Cu.

Otro aspecto interesante de abordar fue que las células sometidas a tratamientos
con Cu:His mostraron un incremento en la concentracion intracelular de Cu concomitante
con una disminucion en el contenido de Fe (comparar res ultados figuras 2A y 2C), en una
magnitud similar a la reportada para ambas lineas celulares sujetas a equivalentes
tratamientos (Arredondo y col., 2000; Tapia y col., 2003). Nosotros postulamos que esta
relaciéon inversa entre el contenido de Cu y Fe podria ser consecuencia de una
competencia entre los metales por su incorporacion a la célula via DMT1 puesto que se
ha reportado la capacidad de esta proteina de incorporar ambos cationes (Arredondo y
col., 2003; Arredondo y col., 2005). Alternativamente y aunque la regulacién de la
expresion de Ireg1 no es ain completamente. conocida, recientemente se ha reportado
que la exposicién a concentraciones fisiologicas y supra-fisiologicas de Cu  en lineas
celulares Caco-2 y J774 (macréfagos) muestra un aumento en el contenido de su
transcrito y proteina (Han y Wessling-Resnick, 2002; Cheng vy col., 2004: Tennant y col,,
2002), lo que sugiere un posible mecanismo de regulacion del efiujo de Fe vinculado al
aumento de la disponibilidad de Cu. Esta situacién encuentra otro fundamento en dos
reportes (Nozawa y col., 1999 y Oshiro y cal., 2002) donde se muestra que tanto el Cu
como otros metales son capaces de promover el ensamblaje del cluster Fe-S aun con
bajos niveles de Fe, resultando en una disminucién en la actividad de uni6n de la proteina

IRP1 a sitios [RE. En el caso particular del mRNA de ireg1 se ha descrito un motivo IRE
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en su 5 UTR por lo que un ensamblaje del cluster Fe-S mediado por altas
concentraciones intracelulares de Cu resultaria en una disminucién de ta union de IRP1 al
motivo IRE y un consecuente aumento de la abundancia de IREG1 en células sometidas
a suplementos de Cu (Tennant y col., 2002; Han y Wessling-Resnick, 2002; Cheng v
col., 2004). Sin embargo y considerando que existen datos que muestran un aumento en
la abundancia de ireg? en correlacion con la disminucion de disponibilidad de ‘Fe, en
desacuerdo por o predicho segin el modelo IRE/IRP (McKie y col., 2000), no se puede
descartar que el aumento en la abundancia del transcrito ireg1 sea consecuencia de la
disminucién en el contenido de Fe debido a la competencia con Cu por DMT1, en
situaciones de alta disponibilidad de Cu. En este contexto, nuestros resultados indican
claramente que el RNA mensajeroc de ireg? aumenta su abundancia relativa en células
HepG2 expuestas a 100 uM de Cu:His respecto de células no expuestas, representando
el primer reporte que describe esta situacion en HepG2.

En células tratadas con DFO, el contenido intracelular de Fe disminuyé respecto al
contenido de células no tratadas, en ambas lineas celulares. Esto sugiere que DFO
redujo, como se esperaba, la concentracion disponible el Fe presente en el medio de
cuitivo. El contenido intracelular de Cu también fue medido en células sometidas a este
tratamiento, observandose un leve pero significativo aumento en ambas lineas celulares.
Estos datos sugieren que la disminucion en la disponibilidad de Fe puede contribuir a un
aumento en el contenido de Cu, tal como se ha demostrado en estudios de privacion
dietaria de Fe en ratas, donde se observé un aumento en el contenido de Cu en
hepatocitos v enterocitos, el que a su vez se asocid a una fuerte induccion de
metalotioneinas, vinculadas al almacenamiento de Cu (Collins y col., 2005). Estos datos
apoyan la idea que DMT1 participa en la absorcion de Cu durante deficiencias. de Fe
(menor competencia con Fe). En este escenario la coniribucion de CTR1 es poco
probable debido a que la expresidn del gen que la codifica, no muestra induccion
transcripcional durante privacion de Fe (Collins y col., 2005) y su accidn parece ser

modulada por mecanismos post-transcripcionales (Guo y col., 2004).
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Finalmente es importante destacar que tanto el tratamiento con Cu:His como con
DFO fueron capaces de modificar el contenido intracelular de Cu, Fe y no el de Zn, como
asi también las relaciones de contenido que se establecen entre estos metales
comparando la condicién control con [a de tratamiéntos y comparando entre tratamientos
(Tablas 3 y 4), lo cual se correlaciona con las modificaciones de abundancia de los

transcritos analizados, aspecto que se discutira mas adelante.

3. Produccion de ROS, viabilidad celular y citoproteccion via MT.

Como se observa en las figuras 4 y 7, tanto el fratamiento con Cu:His como con
DFO se correlaciond con un aumento en el contenido intracelular de Cu, en ambas lineas
celulares respecto a la condicidn control. El aumento de la carga intracelular de Cu puede
producir un efecto citotdxico debido a su capacidad de generar ROS mediante reacciones
tipo Fenton (Halliwell y col., 1984; Aust y col., 1985; Halliwell y col., 1990), lo cual puede
explicar el aumento en fodos los cascs de la acumulacién de estos agentes oxidantes
(Figuras 5A-B y 8A-B) y la disminucién de la viabilidad celular (Figuras 5C-D y 8C). La
excepcion se produjo en células Caco-2 expuestas a DFO; aqui el aumento en la
acumulacion de ROS (correlacionado con un leve aumento en el contenido de Cu) no se
correspondio con una disminucion en la viabilidad celular (Figura 8D). En contraste, las
celulas HepG2 expuestas a Cu:His muestran una disminucion marginal en la viabilidad
celular en comparacion con observado con el tratamiento con DFO, donde la disminucion
en la viabilidad alcanza un 46 % respecto de las células control. Como los datos de
viabilidad obtenidos mediante ensayos con MTT no permiten descartar que Ia
disminucion en la viabilidad observada se deba a un efecto antiproliferativo mediado por
el CutHis en células HepG2 (Aston y col., 2000), tampoco se puede descartar que la
disminucion observada en la viabilidad de células HepG2 expuestas a DFO se deba al
mismo efecto antiproliferativo, pero en mayor intensidad como se ha reportado
recientemente en hepatocitos y células HepG2 (Kim y col., 1994; Chenoufi y col., 1998),

lo que podria explicar las diferencias de magnitud en la disminucién de la viabilidad entre
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tratamientos en HepG2. En este sentido, es importante destacar que este efecto
antiproliferativo no deberia afectar la viabilidad celular de Caco-2 bajo ningtin tratamiento,
puesto las condiciones de cultivo utilizadas para este tipo celular asegura un estado
celular no proliferativo tanto para células controles como tratadas. Los antecedentes
expuestos permiten proponer que en general para las condiciones experimentales
utilizadas en este estudio, existe una evidente correlacion entre la acumulacion de ROS
y la disminucion de la viabilidad celular, manteniendo presente que esta correlacion no
representa necesariamente una relacion causal. Es posible por ejemplo, que la
disminucion de viabilidad se deba en todos los casos al afecto antiproliferativo del Cu:His
y DFO sobre HepG2 y no a la acumulacion de ROS, lo cual encuentra respaldo en la
ausencia de efecto de estas especies oxidantes sc;bre la viabilidad de Caco-2 ex;;uestas
a DFO (Figura 8D). Otro antecedente interesante a sefialar es que en ninguna linea
celular se observaron diferencias significativas entre tratamientos con Cu-His y DFO al
comparar los niveles de acumulacién de ROS con la condicion control, a pesar que los
contenidos de Cu intracelular son significativamente mayores en células tratadas con el
metal que con el quelante. Esto sugiere que leves niveles de aumento en el contenido de
Cu, similares a los alcanzados con el tratamiento con DFO, podrian ser suficientes para
alcanzar (o detectar) un maximo de acumulacién de ROS bajo las condiciones utilizadas
en este estudio.

Finalmente, como varias lineas de evidencia han mostrado, el contenido
intracelular de MT se cormrelaciona directamente con la resistencia a la exposicion a Cu
(Thiele y col., 1986; Kawai y col., 2000), desempefiando una funcién de almacenamiento
seguro del Cu intracelular y una consecuente citoproteccion (Tapia v col., 2004). De
acuerdo a esto, nuestros resultados indican que tanto el transcrito como la proteina MT
aumentan su abundancia en respuesta al metal, lo cual fue considerado un control

positivo del efecto de los tratamientos sobre [a expresion génica.
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4. Andlisis de expresidn génica,

La tecnologia de hibridacién en matrices es una de las técnicas con mayores
proyecciones en todo el ambito biotecnolégico surgida en los Ultimos afios. Su
versatilidad y su bajo costo relativo a la cantidad de informacién que puede aportar son
sus principales ventajas. En el desarrolio de esta tesis, fue una herramienta importante
para la medicién de la expresién de los genes bajo las condiciones especificadas. Sj bien
la literatura es abundante en cuanto a las aplicaciones de esta técnica, también lo son las
distintas formas de extraccion, tratamiento y a-nélisis de los datos obtenidqs. Los
protocolos de extraccién y tratamiento de Jos datos fueron implementados y ajustados en
esta tesis en funcion de las problematicas a resolver y las preguntas que se abordaron.

La hibridacion en matrices se desarrolls generando seis réplicas por punto de
hibridacion, las cuales se originan a partir de siembras en duplicado de los productos de
PCR de interés hibridados con tres réplicas biclogicas provenientes de células HepG2 no
expuestas o suplementadas durante 24 h con 100 1M de Cu:His o por 48 h con 100 1
de DFO. Cada producto de PCR fue sembrado en dos concentraciones diferentes, lo cual
permitié contar con doce datos de expresion -por gen. Esta estrategia permitié rescatar en
promedio entre el 60 y 70 % de los datos en ambo§ tipos de membranas, luego de aplicar
los criterios de calidad, lo cual confirid un mayor nivel de confianza estadistica a los
resultados obtenidos. Por otra parte, la alta reproducibilidad de los ensayos de hibridacion
y €l método de normalizacién utilizado permitié realizar comparaciones confiables entre
membranas hibridadas en eventos distintos.

Los andlisis realizados con gpdh para normalizar los datos provenientes de los
distintos tratamientos, indican que gpdh no es apropiado como referencia interna para
normalizar datos obtenidos en los tratamientos con DFO, puesto que nuesiros resultados
sugieren que la exposicion al quelante induce la expresion de este transerito; lo que esta
de acuerdo con similares observaciones anteriormente reportadas (Nakai y col.,, 1991).
Por esta razon, actf fue utilizado en la normalizacion de datos obtenidos desde [os

tratamientas con DFO y también para los obtenidos en los tratamientos con Cu:His como
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se muesira en las tablas 6, 7 y 8. Cabe destacar que los datos provenientes de los
tratamientos con Cu:His fueron normalizados también por gpdh encontrandose las
mismas tendencias de cambio para todos los franscritos que cambiaron su abundancia
relativa frente a la condicién control y en similares magnitudes, (estos datos no fueron
incluidos en la tesis). En su conjunto, estos andlisis permitieron identificar quince genes
que cambian significativamente su nivel de abundancia con el tratamiento con Cu:His
respecto a la condicién de referencia, dentro de los cuales se encuentran genes
vinculados al metabolismo de Cu, Fe, Zn y defensa contra el dafio oxidativo {Tabla 6).
Por su parte, dieciocho genes cambiaron significativamente con el tratamiento con DFO
respecto a la condicion de referencia, entre los cuales también se encueniran genes
vinculados a los metabolismos sefialados (Tabla 7). Entre ambos tratamientos, el nimero
de genes que mostraron medificaciones en el nivel de abundancia de sus transcritos
respecto de la condicidn control fueron veintiuno, para los cuales se presenta a

continuacion una pequefia resena.

1. mt codifica para la proteina metalotioneina (MT), la que ha sido involucrada con la
desintoxicacion de metales. Juega un rol importante en la mantencién de la
homeostasis de Cu y Zn durante el desarrollo y protege contra ROS (Karin y
Richards, 1982; Tapia y col., 2004).

2. app codifica para la proteina precursora del amiloide (APP), proteina de
transmembrana que ha sido vinculada a al enfermedad de Alzheimer (Glenner y
Wong, 1984). Se ha demostrado que su dominio de unién a Cu podria estar
involucrado en la reduccion de Cu*?a Cu*' (Multhaup y col., 1996).

3. scol codifica para la proteina SCO1. Se ubica en la membrana interna
mitocondrial, posiblemente cumpliendo funciones en el transporte de Cu ;) en la
insercion del metal al sitio activo de la proteina CCO. Esta predominantemente
expresado en tejidos con alta tasa de fosforilacidn oxidativa, como musculos,

corazdén y cerebro (Petruzzella y col., 1998).
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. prnp codifica para la proteina prion (PrPc), la cual ha sido implicada en
encefalopatias espongiformes neurcdegenerativas. La proteina humana no
patogénica es una glicoproteina anclada a la membrana plasmatica, caracterizada
por su esfructura de alfa-hélices, que contrasta con la estructura rica en sabanas
beta-plegadas de su isoforma patogenica (\z"anik and Surewlcz, 2002).

cp codifica para la proteina ceruloplasmina (Cp) conocida por su funcidn
ferroxidasa. La proteina humana es una glicoproteina que une 90-95% del Cu
plasmaético y une entre 6 y 7 atomos de Cu por molécula. Se ha establecido que la
expresion génica tejido especifica de Cp es esencial para la homeostasis de Fe y
la sobrevida neuronal (Klomp and Gitlin, 1996).

ccs codifica para la proteina chaperona de Cu de SOD1 (CCS). Ensayos de unién
y co-inmunoprecipitacion indican que SOD1 y CCS interactian directamente in
vitro e in vivo via dominios homologos presentes en cada proteina, lo que
posibilita la transferencia del Cu de CCS a SOD1. Analisis de Northern blot
revelan que CCS se expresa de forma ubicua como un mRNA de 1,2 Kb
(Casareno y col., 1998).

aplp2 codifica para la proteina similar a la proteina precursora del amiloide 2
(APLP2). Esta proteina contiene un segmento de alta identidad con el dominic de
transmembrana-citoplasmatico de APP encontrado en placas cerebrales de
pacientes con la enfermedad de Alzheimer (Yan y col.,1990). Adermnas, se ha
reportado una posible funcién en la mantencién de la homeostasis de Cu en
cerebro e higado, asociado a su dominio de unién a Cu (White y col., 1989),

atox1 codifica para la proteina ATOX1 (HAH1) que posee un 47% de identidad y
un 58% de similitud a su homodloga en levaduras ATX1, incluyendo tanto el
dominic de union a Cu como el C-terminal rico en lisinas. Analisis de Northern blot
muestran que atox? posee un transcrito de 0,5 Kb abundante y ubicuamente

expresado. Ademas, se ha propuesto que esta proteina actia como chaperona de
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10.

1.

12.

Cu a las ATPasas de la red trans-Golgi, Menkes y Wilson, y posee una posible
actividad en la defensa celular antioxidante (Klomp Yy col., 1997).

sod1 codifica para la proteina citopiasm:éltica de bajo peso molecular- Cu/Zn
superoxido dismutasa (SOD1), la cual cataliza la reaccion de dismutacion del
anién superoxido a oxigeno molecular y peréxido de hidrogeno, formando parte de
la red de proteinas encargadas de la defensa celular antioxidante (Fridovich,
1975). Mutaciones en esta proteina se han asoclado con la enfermedad
neurodegenerativa esclerosis lateral amiotrofica (ALS) (Rosen y col., 1993).
hmox1 codifica para la proteina heme oxigenasa 1 (HMOX1), esencial en el
catabolismo del grupo heme. La actividad de esta proteina y la expresion de su
mRNA se ha visto inducida por el grupo heme y por varias sustancias no
heminicas (Yoshida y col., 19088), que han permitido asociarle una i‘uncic')n
antioxidante. Ademas, se ha mostrado en estudios de inmunoprecipitacion que
APP se une a HMOX1 inhibiendo su actividad heme oxigenasa in vitro (Takahashi
y col., 2000). Recientemente se mostré la induccion de su mRNA en células
HepG2 cultivadas bajo suplemento supra-fisiologico de Cu (Song y Freedman,
2005)

abch7 codifica para la proteina cassette de union a ATP, subfamilia B, miembro 7
(ABCBT). Esta proteina contiene 752 aminoacidas, 4 dominios transmembrana y
una secuencia de destinacion mitocondrial. Andlisis de Northern blot en tejidos
humanos muestra un transcrito unico de 2,6 Kh el cual es fuertemente expresado
en misculo esquelético y corazon. Se ha propuesto que ABCB7 podria estar
involucrado en la mantencion de la homeostasis de metales (Savary y col., 1997)
via el transporte del grupo heme desde las mitocondrias al citosol {(Shimada vy
col., 1998).

hepc codifica para el péptido antimicrobial hepcidina (HEPC-HAMP). Este péptido
es un importante y conservado componente del sistema inmune innato en algunas

especies, encontrandose altamente expresado en higado. Recientemente se ha
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13.

14.

15.

16.

reportado que HEPC regula post-traduccionalmente a IREGH1, el tnico exportador
de Fe conocido, participando de este modo en la regulacion de la absorcion
intestinal de Fe y en la distribucion de este metal hacia los diferentes tejidos
{Nemeth y col., 2004).

tf codifica para la glicoproteina transferrina (TF), la cual esta constituida por una
cadena polipeptidica de 679 aminoacidos. Esta proteina esta encargada del
transporte plasmético de Fe desde el intestino, sistema reticuloendotelial y células
parengquimaticas del higado a todo el resto de las células del cuerpo (Yang vy col.,
1984). La incorporacion celular de Fe** via TF se produce por la internalizacion de
esta proteina junto a su receptor, que luego de entregar el Fe'®, se recicla en
forma de apo-TF hacia la membrana plasmatica (Cheng y col., 2004).

ftl codifica para el polipéptido liviano de la proteina ferritina (FTL) (Watanabe y
Drysdale, 1981). Esta proteina es el principal componente de almacenaje
intracelular de hierro en todos los organismos. Estudios de sintesis de ferritina en
sistemnas libres de células sugieren que sus cadenas livianas y pesadas poseen
diferentes transcritos. Una mutacién en su elemento de respuesta a hierro (IRE)
en la region no codificante de su mRNA ha sido vinculado con el sindrome de
hiperferritinemia (Beaumont y col., 1995).

fxn codifica para la proteina frataxina (FRDA), localizada en la membrana y en las
crestas mitocondriales {Campuzano y col., 1997). Se ha reportado que cada
molécula de frataxina humana es capaz de unir cinco 4tomos de Fe (Cavadini y
col., 2002), vinculandola con una posible funcién de chaperona de Fe que evita el
desensamblaje del grupo [4Fe-4S]*" de la aconitasa (Bulteau y col., 2004). Su
sobreexpresion incrementa la defensa celular antioxidante (Shoichet y col., 2002)
y mutaciones en este gen pueden causar una forma de ataxia de Friedreich.

tfr2 codifica para la proteina receptor de transferrina 2 (TfR2) que se encuentra
predominantemente expresada en hepatocitos y se ha postulado como un

segundo receptor de transferrina que puede mediar el transporte celular de hierro
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17.

18.

19,

20.

21,

(Kawabata y col., 1999). Este receptor podria estar mediando la incorporacion de
hierro via TF cuando el receptor de transferrina 1 (TfR1) estéd reprimido en
hepatocitos de pacientes con hemocromatosis hereditaria (Fleming y col., 2000).
heph codifica para la proteina hefaestina (HEPH) homéloga a Cp, razon por la
cual se ha propuesto que hefaestina es una ferroxidasa necesaria para exportar el
hierro desde las células del epitelio intestinal. En contraste con Cp, esta proteina
contiene un dominio transmembrana lo cual sugiere que se -localiza: en la
superficie de la célula (Vulpe y col., 1999).

cubn codifica para la proteina cubilina (CUBN). Cubilina es una proteina de 460
KDa que funciona como un receptor endocitico del factor intrinseco del complejo
vitaminico B,, en el intestino y como receptor de apolipoproteina A1. También ha
sido involucrado en la reabsorcion de albimina en el tibulo proximal del rifion y es
considerado el tercer receptor TF descrito, siendo relevante para la incorporacion
de Fe en el rifion (Kozyraki y col., 2001).

hfe codifica para la proteina hemocromatosis (HFE). Se ha mostrado que HFE co-
localiza y esta asociada fisicamente con el receptor 1 de TF (TFRC) y con beta-2-
microglobulina (B2M). Ademas, se ha propuesto que HFE podria modular la
incorporacion celular de hierro unido a TF y participar como perceptor de los
niveles de Fe sistémico (Waheed y col., 1999).

ireg1 codifica para la proteina ferroportina (IREG1), [a que ha sido reportada
como la primera proteina de eflujo de Fe (McKie y col., 2000). La regulacion de su
expresién es desconocida y ha mostrado ser tipo celular es pecifica, puesto que en
enterocitos, la deficiencia de Fe induce su expresién mientras que en macrofagos
la deficiencia de Fe la disminuye (Yang y col., 2002).

gpdh codifica para la proteina gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH),
la que cataliza un paso de produccidon energética en el metabolismo de

carbohidratos y se ha postulado como un posible perceptor de estrés oxidativo
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durante la apoptosis temprana {Chuang y col., 2005). Estudios con algunos

quelantes de hierro han mostrado una induccion de su mRNA (Nakai y col., 1991).

Estos genes se han vinculado clasicamente al metabolismo de Cu, Fe o defensa
contra el dafio oxidativo. En esta tesis los genes fueron agrupados en categorias
arbitrarias segtin la funcién asignada a su producto proteico (Tabla 5), sin embargo, es
importante sefialar que algunos de ellos muestran caracteristicas que les permitiria ser
agrupados en otras categorias. Por ejemplo, mt, atox1, sod1 y hmox1 han sido también
vinculados a la defensa contra el dafio oxidativo y en esta tesis fueron clasificados como
vinculados al metabolismo de Cuy Fe.

Estos veintitin genes se agruparon en tres categorias, 1) Cambian exclusivamente
con el tratamiento con Cu:His, 2) Cambian exclusivamente con el tratamiento con DFC o
3) Cambian con ambos tratamientos (Figura 18). Dentro del primer grupo se encontro el
transcrito de ccs, abch7 e iregl. De estos genes el aumento en ia abundancia del
transcrito de ccs era esperado dado un reporte en fibroblastos de ratén suplementados
con concentraciones supra-fisiolégicas de Cu (Tapia y col., 2004). Por su parte, aungue
ireg1 a sido vinculado a la exportacion de Fe, recientes reportes han mostrado que su
regulacion puede estar asoclada al estatus de Cu intracelular en macrofagos (Chung v
col., 2004), mientras que hasta donde conccemos el cambio mostrado por abcb?
representa el primer reporte de regulacion transcripcional asociado a metales. En
conjunto, los datos permiten sugerir que este grupo de genes no ve afectada la
abundancia de sus transcritos en funcion de la disminucién del contenido intracelular de
Fe ni se correlaciona con el aumento en la acumulacién de ROS (por no mostrar
variaciones para los tratamientos con DFO). Esto permite sugerir que el ;ctito contenido
intracelular de Cu puede interferir en que los mecanismos que revelan cambios en el nivel
intracelular de Fe, como las proteinas IRPs, detecten la baja en su contenido.

El segundo grupo de genes corresponden a aquellos que cambian exclusivamente

con DFO. Entre estos encontramos a tfr2, heph, cubn, hfe y gpdh. Para ninguno de estos
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genes se ha reportado elementos de respuesta a hierro (IRE), lo cual nos lleva a suponer
que el sistema IRE/IRP no participaria de la regulacion de Ia abundancia de sus
transcritos. Entre los resultados que concuerdan con los datos reportados para este
grupo de genes bajo similares iratamientos, se encuentra la disminucion en la
abundancia del transcrito de hfe (Han y col., 1999) y el aumento en la abundancia del
transcrito de gpdh en células expuestas a un guelante de Fe (Nakaiy col., 1991).

A pesar de que el contenido intracelular de Fe exhibido, para ambos tratamientos
(Cu:His o DFO) utilizados en ensayos de expresion génica, fueron practicamente
idénticos (Figura 4), las relaciones encontradas entre la abundancia de Cu y Fe
intracelular fueron diferentes comparando entre tratamientos (Tabla 3). Esto sugiere que
los genes clasificados en este grupo se diferencian de aquellos clasificados en el primero,
no por su contenido intracelular de Fe, sino que por la configuracion- diferencial de
metales entre tratamientos, lo cual esta mediado principalmente por las diferencias en el
contenido de Cu. Por lo tanto, esto permite plantear que la regulacién de la abundancia
de algunos transcritos vinculados al metabolismo de metales depende no sdlo del
contenido intracelular de alguno de los metales en particular, sino también de las
relaciones de abundancia que se establecen entre elios.

Ef ultimo grupo, que comprende genes que cambian con ambos tratamientos,
puede separarse en tres subgrupos, a) aumentan su abundancia con ambos tratamientos
b) disminuyen su abundancia con ambos tratamientos y c) aumentan su abundancia con
Cu:His y la disminuyen con DFO. En el primer subgrupo se encuentran mt, app, scof, if,
atox1; cp y aplp2, todos vinculados al metabolismo de Cu, excepto tf. Estos podrian estar
inducidos directamente por el aumento en la abundancia de ROS o ser sensibles a
pequefios aumentos en el contenido intracelular de Cu, como los registrados en-células
expuestas a DFO. Estos argumentos son apoyados por algunos estudios in vitro e in vivo
que demuesiran la induccion de alguno de estos genes por estrés oxidativo o en
respuesta a pequefias modificaciones en el contenido intraceluiar de Cu (Klomp y col.,

1997; Andrews, 2000; Zhang y col., 2003). El segundo subgrupo comprende genes que
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se reprimen con ambos tratamientos, entre lo que-encontramos a fif y fxn. La regulacion
de la expresion de estos transcritos podria vincularse con la disminucion en el contenido
de Fe, con un aumento en el contenido de Cu o con el aumento en la abundancia de
ROS, observados en células sometidas a ambos tratamientos. A pesar de la tendencia a
la baja en la acumulacion de estos transcritos, cabe sefialar que un reciente reporte
caracterizd un putativo motivo ARE en la region promotora del gen que codifica para fi, el
cual es indicado como un elemento de respuesta a estrés oxidativo (Hintze y Theil, 2005).
Este antecedente reafirma la condicién de que la mayoria de los genes clasificados en
este grupo pueden estar regulados transcripcionalmente en respuesta a estrés oxidativo y
destaca la nocion de que genes vinculados al metabolismo de Fe, ademas de modificar la
abundancia de sus transcritos mediante mecanismos post-transcripcionales (IRE/IRP),
también lo pueden hacer en funcion de mecanismos de regulacion transcripcional.

En el ditimo subgrupo de genes encontramos a Amox1, sod1, hepc, y prpc. Entre
estos, tanto hmox7 como sod? han mostrado induccion de su expresion frente a la
exposicion a Cu o a agentes oxidantes (Fridovich, 1975; Song y Freedman, 2005),
encontrandose sitios reguladores de respuesta a estrés en sus regiones promotoras, por
lo que de acuerdo a los resultados mostrados en las figuras 5A y 5B, se esperaba un
aumento de la abundancia de sus transcritos con ambos tratamientos. Por su parte, se
sabe que la proteina prion, que también se ha vinculado a estrés oxidativo, une Cu in vivo
(Brown y col., 1997) pero una posible reguiacién de su expresion asociada a este metal
no ha sido descrita. Los resultados obtenidos en este estudio no clarifican este punto,
puesto que como se ha indicado este transcrito mostré un aumento de su abundancia en
celulas expuestas a Cu:His y una disminucién en células expuestas a DFO. Finalmente,
hepe muestra la misma tendencia a pesar que los cambios de abundancia esperados
para esios genes con ambos tratamientos estaban orientados a un aumento del nivel de
su ftranscrito, (como para hmox? y sod?) correlacionandose con Ia disminucion
intracelular de Fe (Gehrke y col., 2003) o el aumento de ROS. Las tendencias

divergentes en la abundancia de estos transcritos entre tratamientos no son explicados
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por los factores hasta aqui considerados, de hecho cuando se analiza la disminucién en
la viabilidad celular entre tratamientos en HepG2, estos no se correlacionan en forma
proporcional con el aumento de ROS, la disminucidén del contenido de Fe ni el aumento
de Cu. Esto supone la influencia de algunos factores no considerados que podrian influir
sobre la regulacién transcripcional de algunos genes analizados. Por ejemplo, se ha
descrito que la expresion de hmox7 podria ser regulada por Cu, Fe heminico,
compuestos polifendlicos e incluso por toxinas ambientales (Song y Freedman, 2005;
Yoshida y col., 1988; Alam y Cook, 2003); sod? sé ha visto regulado por Cu, ROS, acido
araquidonico, oxido nitrico y AMPc (Tapia y col., 2003; Yoo y col., 1999; Frank y col.,
2000; Minc y col., 1999); prmp por el factor de crecimiento NGF y por acido retinoico
(Mobley y col., 1988; Dodelet y Cashman, 1998) mientras que hepc ha maostrado
regulacion dependiente de agentes inflamatorios e inductores de hipoxia (Nicolas vy caol.,
2002). Por lo tanto, es importante destacar que en este grupo de genes donde se ve
modificada la abundancia de sus transcritos con ambos tratamientos, ademas de ser
posiblemente regulados por ROS (como se ha descrito para la mayoria de ellos}), el Gltimo
subgrupo podria estar regulado por factores no considerados en este estudio, puesto que
alun no se ha descrito completamente la funcion de'alguno de ellos y/o estan involucrados
en procesos alternativos al metabolismo de metales. Ademas, como se sugirié para
algunos genes clasificados en el primer y segundo grupo, la regulacidn transcripcional de
genes clasificados en este subgrupo también puede estar influenciada por las diferencias
en las relaciones de contenido de metales entre tratamientos. Considerando que SOD1
utiliza Cu y Zn como cofactor, es posible que el modelo planteado por Zhang y col., 2003
justifique las diferencias en las tendencias encontradas entre tratamientos, basandose en
las diferencias encontradas en las relaciones de contenido de Cu y Zn entre los
tratamientos con Cu:His y DFO en HepG2 (Tabla 3). Este modelo plantea que un
aumento Intracelular de Cu (probablemente de la magnitud encontrada sélo .en los
tratamientos con Cu:His) desplaza el Zn unido a MT, el cual queda disponible para ser

unido al regulador transcripcional de respuesta a metales MTF1 (ue a su vez se une a
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sitios cis MRE transcribiendo los genes encontrados rio abajo del inicio de la
transcripcion. Entre los genes que han mostrado este sistema de regulacion en
eucariontes se encuentran zirtl, gcs y mt (Mueller-Storm y col., 1989, Gunes y col., 1998,
Lichtlen y col., 2001, Langmade y col., 2000) los cuales formaron parte del macroarray
pero sdlo mt superd los filtros de seleccion de sefiales confiables.

Finalmente, las verificaciones de los car'nbios de abundancia relativa fueron
realizadas en células HepG2 y Caco-2 por PCR en tiempo real, validando los datos
obtenidos en los ensayos de macroarrays. Ademas, se enconiraron diferencias tipo
celular - especificas, las cuales concuerdan con algunos reportes que sefialan diferencias
tejido especificas en la regulacion transcripcional de genes asociados ala mantencion de
la homeostasis de metales. Por lo tanto, suponemos que las diferencias de respuesta
transcripcional a la exposicion a Cu:His o DFO bajo las condiciones utilizadas, podrian
ser consecuencia de sensibilidades diferenciales a las configuraciones entre metales y/o
a las diferencias de abundancias relativas de algunos transcritos que cadifican para
proteinas claves en la regulacion de! metabolismd de estos metales. Por ejemplc;, en la
condicion basal de cultivo el nimero de transcritos de ireg? y dmt1 estan representados
entre 17 y 12 veces mas en células Caco-2 que en HepG2 respectivamente. El nimero
de transcritos de mt en células HepG2 fue de 2,3x10®, mientras que en Caco-2 fue de
1,2x10®, lo que representa una diferencia de aproximadamente 200 veces en la
abundancia de este transcrito. Considerando la relevancia que tiene MT en el
metabolismo de Cu, estas diferencias pueden ser determinantes para dar cuenta de la
homeostasis del metal, puesto que se ha considerado como un elemento clave en la
regulacion transcripcional de otros genes asociados tanto al metabolismo de Cu como de

otros metales traza (Zhang vy col., 2003, Tapia y coI'., 2004).
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CONCLUSIONES

El clonamiento de quince genes y la verificacion de cuarenta y cuatro clones
permitio completar una libreria de cDNAs y realizar ensayos de hibridacion en
macroarrays, lo cual permitié evaluar la expresion de genes vinculados al metabolismo de
metales o defensa contra el dafio oxidativo en respuesia a Cu.

Mediante el uso de hibridaciones en matrices, optimizadas para alcanzar los
objetivos de esta tesis, se determind que el 50 % de Ios genes pertenecientes a la
genoteca y que representaron preguntas en este estudio, cambiaron significativamente la
abundancia relativa de sus transcritos en respuesta a Cu y/o DFO. Ademas fue posible
determinar que el aumento en la disponibilidad extracelular de Cu afectd la abundancia
relativa de transcritos que codifican para proteinas vinculadas al metabolismo de! propio
Cu como también del Fe en células HepG2.

Con el objetivo de proponer algunas explicaciones para las variaciones en la
abundancia de los transcritos observadas en los ensayos de hibridacion, se determind el
contenido intracelular de metales, la acumulacién de ROS y los niveles de MT. Los
resultados indicaron que, tanto en células HepG2 como en Caco2, la exposicion a Cu:His
o DFO se correlaciond con modificaciones en €l contenido intracelular de Cu, Fe y no con
el de Zn, respecto a las células no tratadas. Sin embargo, al comparar entre tratamientos
se observaron relaciones de abundancia diferenciales entre los metales, las cuales se
explicaron principalmente por las diferencias en el contenido de Cu. Este aspecto resuito
relevante por cuanto permitid plantear que la regulacion de la abundancia de algunos
transcritos vinculados al metabolismo de metales depende no sOio del contenido
intracelular de algiin metal en particular, sino también de las relaciones de abundancia
que se establecen entre metales, lo cual es también dependiente del tipo celular en
cuestion. Por otra parte, ambos tratamientos se correlacionaron con un aumento en fa

acumulacion de ROS en células HepG2, lo que permitid sugerir que un amplio nimero dée
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transcritos asociados al metabolismo de Cu podrian estar regulados directamente por
estas especies oxidantes.

La importancia de la determinacion de los efectos de los tratamientos sobre la
abundancia del transcrito mt y de la proteina MT radicod en la relevancia que se le ha
atribuido en la regulacion transcripcional de genes asociados al metabolismo de Cu y
otros metales traza; de esta forma ambos tratamientos se correlacionaron con un
aumento de su abundancia en HepG2, lo que permitié tener un control experimental de
los efectos a nivel transcripcional del suplemento con Cu, previo a los ensayos de
hibridacion. Adicionalmente, las diferencias de abundancia del transcrito mt y de la
proteina MT, entre lineas celulares, nos permitieron sugerir alguna asociacion entre ésta
proteina y la aparente regulacién transcripcional tipo-celular especifica detectada
mediante analisis cuantitativos de abundancia de algunos transcritos.

Este estudio, sumado a la amplia informacion asociada al entendimiento de la
funcion de estos metales en los organismos vivos, permiten concluir que ademas de
poseer componentes comunes asociados a su metabolismo, Ia regulacion de la expresion
transcripcional de sus genes puede estar modulada por el contenido relativo de un metal

con respecto a otro y por la accién de agentes oxidantes dentro de la celula.
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