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"Lo que sabemos es una gota de agua.
Lo que ignoramos es el océano”.
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RESUMEN

Las metalotioneinas constituyen una superfamilia de proteinas de bajo peso
molecular (menos de 9 kD), ricas en residuos de cisteina, que le confieren una alta
capacidad para enlazar iones metalicos. A pesar de que el primer miembro de esta
gran familia fue descubierto en 1957, ain no se ha podido establecer con precisién el
papel biolégico de estas proteinas, existiendo muy pocos trabajos que hayan
contribuido a esclarecer sus funciones en invertebrados.

El presente trabajo describe la caracterizacion de una nueva metalotioneina
(MTPA) obtenida, por via recombinante, a partir del hepatopancreas de la langosta del
Caribe Panulirus argus. Mediante RT-PCR semicuantitativa se analiza la expresién de
MTPA en hepatopancreas, intestino, tejido nervioso y musculo; detectandose mRNA
de MTPA en todos los tejidos examinados, aunque la mayor expresion se observa en
el hepatopancreas. Estos resultados demuestran por primera vez la expresion de
mRNA de metalotioneina en crustaceos, no solo en tejidos digestivos, sino también en
musculo y tejido nervioso. Adicionalmente, se analiza la induccién por Cd del mRNA
de MTPA en explantes de diferentes tejidos de la langosta, observandose el mayor
nivel de induccién en el tejido nervioso.

La secuencia aminoacidica de MTPA, deducida a partir del cDNA obtenido,
tiene 59 aminoacidos y presenta homologia con el resto de las secuencias de
metalotioneinas de crustaceos conocidas. Curiosamente, MTPA tiene una cisteina
extra (19 en total) en la region correspondiente al dominio C-terminal, en comparacion
con la mayoria de las metalotioneinas de crustaceos, lo cual podria implicar una mayor
capacidad para unir metales. Sin embargo, como se demuestra por 2 técnicas
diferentes de andlisis (ESI-MS y TXRF), esta proteina une 6 iones Zn?*, al igual que
las metalotioneinas de crustaceos que presentan 18 cisteinas. Por homologia con las
estructuras de los dominios C-terminal de MT-1 de Callinectes sapidus (1dmc) y de la
MT de Homarus americanus (1j51), se muestra un modelo preliminar de la estructura
tridimensional del dominio C-terminal de MTPA, en el cual la cisteina extra estaria
orientada hacia el exterior y por tanto no formaria parte del “cluster” Zn-S.

Por otro lado, MTPA-Zn*¢ inhibe la cadena de transporte electrénico
mitocondrial y, como consecuencia, aumenta los niveles intramitocondriales de ROS,
mientras que TPA tiene un efecto contrario. A pesar de esto, MTPA ejerce un efecto
protector contra el estrés oxidativo, ya que la estimulacién de la produccion de ROS
por esta proteina, es mucho menor en comparacion con la provocada por cantidades
equivalentes de Zn?** libre. El hecho de que MTPA afecta al consumo de oxigeno
mitocondrial en hepatopancreas de crustaceos constituye el primer estudio de este tipo
en invertebrados y concuerda con otros resultados descritos en la literatura para



mamiferos, que sugieren una relacion de las metalotioneinas con el metabolismo

energético.



SUMMARY

Metallothioneins comprise a superfamily of low molecular weight (less than
9 kD) proteins, rich in cysteine residues, with a high capacity to bind metallic ions.
Although the discovery of the first member of this big family took place in 1957, the
precise biological role of these proteins has not yet been established and only a few
works have contributed to clarify metallothioneins’ functions in invertebrates.

This work describes the characterization of a new metallothionein (MTPA)
obtained by recombinant technology from the hepatopancreas of the Caribbean spiny
lobster Panulirus argus. MTPA expression was analyzed by semi-quantitative RT-PCR
in hepatopancreas, intestine, nervous tissue and muscle. MTPA mRNA was detected
in all the examined tissues, although the highest expression was observed in the
hepatopancreas. These results constitute the first report of metallothionein mRNA
expression in crustaceans, not only in digestive tissues, but also in muscle and nervous
tissue. Additionally, the induction of MTPA mRNA by Cd in different tissue explants
from the lobster was analyzed. The highest induction level was observed in the
nervous tissue.

The MTPA aminoacidic sequence, deduced from the obtained cDNA, has 59
amino acids and shares homology with other crustacean metallothionein sequences.
Interestingly, MTPA has an extra cysteine (19 in total) in the region corresponding to
the C-terminal domain, compared to most crustacean metallothioneins, which could
mean a higher binding capacity for metals. However, as it has been demonstrated by
means of two different analysis techniques (ESI-MS and TXRF), this protein binds 6
Zn?* ions akin to other crustacean metallothioneins that have 18 cysteines. Also, a
preliminary model of the tridimensional structure of the C-terminal domain from MTPA,
obtained by homology with the structures of the C-terminal domains from MT-1 of
Callinectes sapidus (1dmc) and MT of Homarus americanus (1j5l), is proposed. In this
model, the extra cysteine would be located to the outside and therefore would not
constitute the Zn-S cluster.

On the other hand, MTPA-Zn*¢ inhibits mitochondrial electron transport chain,
increasing thereby ROS production, meanwhile TPA effects are the opposite. However,
MTPA exerts a protective effect against the oxidative stress, because the stimulation of
ROS production by this protein is smaller than the generated by equivalent quantities of
free Zn*. The fact that MTPA affects mitochondrial oxygen consumption in crustacean
hepatopancreas constitutes the first report on this issue in invertebrates and agrees
well with other results described in the literature for mammals that suggest a conection
between metallothioneins and the energetic metabolism.



INDICE

RESUMEN I
SUMMARY III
INDICE v
INDICE DE FIGURAS IX
INDICE DE TABLAS XII
ABREVIATURAS XIII
I INTRODUCCION. 1

1.1 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE LA LANGOSTA PANULIRUS ARGUS. ......cocovveeviveeenennn. 2

1.2 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LAS METALOTIONEINAS. SU CLASIFICACION.... 3

1.3 FORMAS E ISOFORMAS DE METALOTIONEINA. REGULACION DE SU EXPRESION GENICA. 6

L.3.1 EN MAMIETOS............c..ooooeeeieiieiieeeeeee ettt sttt ettt st seeaees 7
1.3.2 En invertebrados y organismos unicelulares.......................ccccccevcuvvcvvcvanennnen. 8

1.4 MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES DE LAS METALOTIONEINAS. REGULACION DE

SU DEGRADACION. .....eutitititetenieitettettsteesestestetetesteseebesbeebesse st entesteseeseesesseabesbesensensesteseesesaensen 9
1.5 REACTIVIDAD DE LAS METALOTIONEINAS. ....ccvtiiviiiiiieitieeeteeeeeeeeeieeeeeeeeeaeeeenveeeeaeeens 10
L5.1 Union ametales. ....................coccoooeuiiioieiiiieeeeeee et 10
L1.5.2 Reactividad de los grupos tioles. .....................ccccoueveevieenceaireeireeieeseeseesneens 12
1.6 FUNCIONES DE LAS METALOTIONEINAS. ....c.trtiiiiteiirteiinteieieeeieneeteteseseesessese st 14
L6.1 Destoxificacion de metales no esenciales. ....................c...cooevvevvevvenivencreacnnans 14
L6.2 Homeostasis de metales esenciales. ....................cocooovvieveeiinieieiineeeeeenn. 15
L.6.3 Proteccion frente al estrés oxidativo. .....................cccoovuevvvveveeveeneeseesiennennns 17
1.6.4 Influencia sobre la proliferacion celular y la apoptosis.................................. 21
L6.5 Relacion con el metabolismo energeético......................ccccoeeveeeeeveesvesieesnennns 24
1.6.6 Papel de las metalotioneinas en el sistema nervioso. .......................c........... 25
1.7 EL ZINC EN LOS SISTEMAS BIOLOGICOS.......uueieveeeteeeeeeeeiteeeeeeeesesesseeeesesenseeessesenseeeens 27
L7.1 Flujo intracelular de Zinc. ......................cccooeviiiiniiiiiniiiiniiiiiienesese e 27
L.7.2 Papel biologico del Zinc. ..................oooeeveveciieiiaiieiesieee et 29
1.7.3 Propiedades quimicas del zinc que le confieren un importante papel biologico.
30

1.8 FORMACION MITOCONDRIAL DE ROS. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA CADENA
RESPIRATORIA MITOCONDRIAL Y DE LOS DESACOPLANTES DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA

SOBRE LA PRODUCCION DE ROS. ......oiiiiiiiiiececeeeee ettt et et 31



1.8.1 Defensas enzimdticas contra el estrés oxidativo......................ccccouveevveennnnn. 34

II OBJETIVOS 36
III MATERIALES Y METODOS 38
TIL T MATERTIALES.....ciiuttitteteettenttesttesttesite et et e bt e bt e sbtesbeesateeabe e bt enbeesbeesheesatesabeeabeenbeenbeenaes 38
II1.2 ANIMALES DE EXPERIMENTACION.......ccuetetieuietesiintenteieeeeeseeseesessessessensensenseneeseesessenss 38
I1.3 EXTRACCION DE RNA .....oouiiiiiiiiiiiiiieieieteeeett ettt sttt eae s enas 39
II1.4 TRANSCRIPCION INVERSA DE MRNA A CDNA. ....cciiiiieieieieteeeieseeee e 40
II1.5 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR). .....oooioviiiiiiiiiieeieeee e 40

II1.6 AMPLIFICACION DE LOS EXTREMOS 5’ Y 3’ DEL CDNA DE LA METALOTIONEINA DE P.
ARGUS MEDIANTE LA TECNICA DE RACE (RAPID AMPLIFICATION CDNA ENDS). ................. 43

II1.7 ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTOS DE LA PCR Y CUANTIFICACION DE LAS

B AN D A . L i ettt et ettt et et et s a et s e e b e e et saanaans 45
III.8 PROCESO DE CLONAJE DE LOS PRODUCTOS DELA PCR. .......cooooiiiiiiiiieiiiecieeeeeeee, 46
111.8.1 Formacion de los plasmidos recombinantes..........................ccccveecueveerenann... 46
111.8.2 Transformacion de las bacterias competentes. ........................ccoccveeeereeeerenan. 47
111.8.3 Seleccion de 1os Clones POSILIVOS. ..................cccoueeeueeeeeeeecieeeeieeeeeeecee e 47

II1.9 TRADUCCION DE LAS SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS A SECUENCIAS AMINOACIDICAS Y

ANALISIS DE ESTAS. ...euteuteuteuteiieiteteetestestesteteeese et eseesestesse st essentesteseestesesbesbentensensenseneeseesessensen 48
II1.10 EXPOSICION A CADMIO DE EXPLANTES DE DISTINTOS TEJIDOS DE P. ARGUS. ............... 49
I11.11 EXPRESION RECOMBINANTE DE LA METALOTIONEINA DE P. ARGUS (MTPA). ............. 50
I11.11.1 Obtencion y clonaje de la region codificante del cDNA de MTPA ................ 50
I11.11.2  Subclonaje de la region codificante de MTPA en un pldsmido de expresion. 51
I11.11.3  Expresion de MTPA con fines analiticos. ...................cccccoeveveevreeveesvesnennns 53

II1.11.3.1 Optimizacién de la concentracién de IPTG para la induccién de la expresion.

54

II1.11.3.2 Cuantificacidon de la proteina de fusion GST-MTPA soluble. ..........ccccccee. 54
I11.11.4  Expresion de MTPA con fines preparativos. ..................cc..cccoovvevveveesvesnenns 55
II1.11.5 Purificacion de MTPA....................oeuoeeceeriecrieirieseeeie e ere e esreesrse s s 56
III.11.5.1 Cromatografia de afinidad en Glutation-Sepharosa 4B..........c.ccccccceviinenncnn. 56
III.11.5.2 Digestién de la proteina de fusién GST-MTPA con trombina..........cc.cccue... 56
III.11.5.3 Cromatografia en Sephadex G-50. .......ccocceeviiriiriienieniinieniieeeccnecneeeeee 57
II1.12 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA. .......ccvceovuveeeveeeneeenns 57
I11.13 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS. .....ccoeviriiiinieiinieiinieiniencniennns 58
II1.14 ANALISIS DE AMINOACIDOS. ...c..eititententenietteientesiessessensentesteseeseesessessessensensenseseesessessenses 58
II1.15 DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE EXTINCION MOLAR. ........ccooivieiieeeiieeeeeeeeeneeenns 59



TIL.16 OBTENCION DE TPA ...ttt e e e e et e e e e e e e e et e e e eseseseseneeeeeeeaan 59

I11.17 DETERMINACION DE LA ESTEQUIOMETRIA DE ZN UNIDO A MTPA......coovvieeereen. 60
111.17.1 Espectrometria de Masas de lonizacion por Electrospray (ESI-MS). ............ 60
HI.17.2 HPLC-RP-ESI-MS ............ooooeeeieeeieeeeeeteeeeie ettt esse s sneenaes 60
HI1.17.3 ESI-MS en modo directo. ......................cccooveieiieeienieniieiieiieeieeneeseesaesneens 61
111.17.4 Técnica de Fluorescencia de Rayos X por Reflexion Total (TXRF). ............. 61

I11.18 CONSTRUCCION DE UN MODELO PRELIMINAR DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL
DEL DOMINIO C-TERMINAL DE MTPA. ....cccoiiiiiiiiniiccccceeeeee st 62
II1.19 DETERMINACION DEL EFECTO DE MTPA (TPA-ZN) Y DE SU FORMA APO (TPA) SOBRE
LA RESPIRACION DE MITOCONDRIAS DE HIGADO DE RATON Y DEL HEPATOPANCREAS DE
BOGAVANTE H. AMERICANUS. .....ccveetiritetentenieeniiatteeesttsieeste st este e seeessesntene st saeesnesaeeseennesaeenes 63
I11.19.1 Obtencion de mitocondrias acopladas de higado de raton.............................. 63
I11.19.2  Obtencion de mitocondrias acopladas de hepatopdncreas del bogavante H.
AIICFICANUS. ..ottt ettt ettt e h e bt e s bt e s et st e bt e bt e bt e sbeeshtesabesabeeabe e beenbeenaee 63
I11.19.3 Medicion del consumo de oxigeno de mitocondrias de higado de raton y de
hepatopdncreas de H. americanus en presencia de MTPA (TPA-Zn) 6 TPA.................. 64
I11.20 DETERMINACION DEL EFECTO DE MTPA (TPA-ZN) Y DE SU FORMA APO (TPA) SOBRE

LA PRODUCCION DE ROS (H,0,) DE MITOCONDRIAS AISLADAS A PARTIR DEL

HEPATOPANCREAS DE H. AMERICANUS. . eeeeeeeeeeeee e e e eeaeeseeeeeeeseseseseneeeseseean 65
TI1.21 ANALISIS ESTADISTICO. ..euueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesaeeeeeeeeeeesesaaaseeeeeeessesasesaeeeeessaanan 66
IV RESULTADOS 68

IV.1 AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE CDNA DE METALOTIONEINA A PARTIR DEL
HEPATOPANCREAS. .....couviitteteeeteeeteeeteeeteeteeeteeeseeeseeesseesseessseseeseeesesasaseseesaseenseenteeaseeeseenssenses 68

IV.2 OBTENCION DE LA SECUENCIA COMPLETA DEL CDNA MEDIANTE LA TECNICA DE

RAGCE. .ttt ettt ettt ettt et st sttt sb et 70
IV.3 ANALISIS DE LA EXPRESION DEL MRNA DE MTPA EN DIFERENTES TEJIDOS MEDIANTE
RT-PCR ettt ettt et e sb e st st st st s e e esnee e 75

IV.4 ANALISIS DE LA EXPRESION DEL MRNA DE MTPA INDUCIDA POR CD EN EXPLANTES DE
TEJIDOS DE P. ARGUS. ....cccoe oo, 76
IV.5 OBTENCION POR ViIA RECOMBINANTE DE LA METALOTIONEINA DE P. ARGUS (MTPA). 78
1V.5.1 Clonaje de la region codificante del cDNA de MTPA ........................ocu....... 78
1V.5.2 Subclonaje de la region codificante del cDNA de MTPA en un pldsmido de
expresion. 79
1V.5.3 Expresion de MTPA con fines analiticos. ...................cccccoeeeeeeeevvenveseennennns 80
IV.5.3.1 Optimizacién de la concentracién de IPTG para la induccién de la expresion.

80

\



IV.5.3.2 Cuantificacién de la proteina de fusion GST-MTPA soluble. ..........cc.cceec.. 82

1V.5.4 Purificacion de MTPA (TPA-Zn) con fines preparativos. .............................. 83
IV.5.4.1 Cromatografia de afinidad en Glutation-Sepharosa 4B..........cccccccceveencnncnn. 83
IV.5.4.2 Cromatografia de exclusiéon molecular en Sephadex G-50. .......ccccccoceervennnn. 84

IV.5.4.3 Analisis de las distintas fracciones del proceso de purificacién mediante SDS-

PAGE. 84
IV.6 ANALISIS DE AMINOACIDOS DE MTPAL. .....ccooiiiiieieieteeteeee et 86
IV.7 DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE EXTINCION MOLAR. .......ccoovetirierrnrerisrenesneneesennas 88
IV.8 OBTENCION DE LA FORMA APO (TPA) DEMTPA. ......oooiiiiiiiieee e 89
IV.9 DETERMINACION DE LA ESTEQUIOMETRIA DE ZN UNIDO A MTPA. ....coovieeeeeeeeeenen. 89
1V.9.1 HPLC-RP-ESI-MS .........ouoooeeeeeeeiieeeieeeteeeeteesieeeteeessaesveeessseesssaesnsseennees 90
IV.9.2  ESI-MS ...ttt ettt ssens 103
1V.9.3 Técnica de Fluorescencia de Rayos X por Reflexion Total (TXRF). ........... 105
IV.10 .....CONSTRUCCION DE UN MODELO PRELIMINAR DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL
DEL DOMINIO C-TERMINAL DE MTPA. ..ottt 108

IV.11 DETERMINACION DEL EFECTO DE MTPA (TPA-ZN) Y DE SU FORMA APO (TPA) SOBRE
EL CONSUMO DE OXIGENO DE MITOCONDRIAS DE HIGADO DE RATON...........ccocvovevevererennnnn. 111
IV.12 DETERMINACION DEL EFECTO DE MTPA (TPA-ZN) Y DE TPA SOBRE EL CONSUMO DE
OXIGENO DE MITOCONDRIAS DE HEPATOPANCREAS DE H. AMERICANUS. .........ccvcveeeeeeenrnnn. 114
IV.13 DETERMINACION DEL EFECTO DE MTPA (TPA-ZN) Y DE TPA SOBRE LA PRODUCCION

DE ROS (H,0,) DE MITOCONDRIAS AISLADAS A PARTIR DEL HEPATOPANCREAS DE

. AMERICANUS. ..o e e e e e e e e e e e e e te e e e e e e s e e eaaeaa e e saeaaassassasanaesassnssansanaseasenseensanns 116
V  DISCUSION. 119
V.1 CARACTERIZACION DEL CDNA DE LA METALOTIONEINA DE P. ARGUS. .....ovvvveeeeeennn. 119

V.2 ANALISIS DE LA SECUENCIA AMINOACIDICA DE LA METALOTIONEINA DE P. ARGUS... 120
V.3 ANALISIS DE LA EXPRESION DEL MRNA DE MTPA EN DIFERENTES TEJIDOS DE P.
L YN 123

V.4 ANALISIS DE EXPRESION DEL MRNA DE MTPA EN RESPUESTA A CADMIO EN

EXPLANTES DE TEJIDO DE P. ARGUS. «.c.veeuteveetieieesieeteeeesseesessessesssessesseessessesssessessesssessesssenss 124
V.5 EXPRESION POR VIA RECOMBINANTE Y PURIFICACION. ......cccectvimrinienienieienieneenesiennene 125
V.6 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE MTPA .....ccoooviiiiiiieieeeee e 126
V.6.1 Determinacion de la capacidad de union de zinc de MTPA. ........................ 126
V.6.1.1 Andlisis mediante ESI-MS. ......oooiiiiiiiieeeeeeeee e 127
V.6.1.2  Andlisis mediante TXRF. ........ccoccoiiiiiiiiiieeeee e 129
V.6.2 Andlisis eSpectrofotOmMeErriCo. ...................ccveevvevrveceeieeiieeireeire e seesnees 129

VI



V.6.3 Prediccion de la estructra tridimensional del dominio C-terminal de MTPA.
130
V.7 ESTUDIO DE LA FUNCION DE MTPA EN LA MITOCONDRIA. ........cccovurerrrenrriererenennes 132
V.7.1 Determinacion del efecto de MTPA (TPA-Zn) y de su forma apo (TPA) sobre
el consumo de oxigeno de mitocondrias de higado de raton y del hepatopdncreas de la
1angosta H. QMIETICANUS. ..................c..cc.eevveevreesieeireeireeiseesteeseesaessesseeseessessseesssesssesseans 132
V.7.2 Determinacion del efecto de MTPA (TPA-Zn) y de TPA sobre la produccion

de ROS (H;0;) de mitocondrias aisladas a partir del hepatopdncreas de H. americanus.

138
VI CONCLUSIONES 146
VII BIBLIOGRAFIA 149

VIl



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Distribucion geogréfica de la langosta P. argus.. .........ccccccoeceeiiiiiiiee i, 2
Figura 2. Anatomia externa e interna de un crustdceo decapodo. .........ccccoevveeerrinnenn. 3
Figura 3. Esquema de la estructura terciaria de la metalotioneina de mamiferos.. ....... 5
Figura 4. Regulacion de la expresion del gen de la metalotioneina en mamiferos........ 8

Figura 5. Esquema del acoplamiento de GSH/GSSG con tioneina/MT a traves de
selenoles catalitiCoS. ......covveeviii e 12
Figura 6. Ruta de reaccion del NO con la metalotioneina.. ..., 14
Figura 7. Control de la homeostasis de metales esenciales por la metalotioneina a
través de reacciones redox del enlace metal/sulfuro..........cccoeiiiiieiiiiiiineee, 16
Figura 8. Esquema de la funcién protectora potencial de las metalotioneinas en los
sitios de inflamacion. ... 20
Figura 9. Esquema general de las vias principales de la apoptosis. .......cccccceeriuvrnnnen. 22
Figura 10. Esquema del flujo de electrones y protones a través de los cuatro complejos
de la cadena respiratoria mitocondrial.. ............coooiiiiiiiiiiieii 32
Figura 11. Optimizacién del numero de ciclos de la RT-PCR semicuantitativa............ 41
Figura 12. Esquema de la reaccion de RACE (Rapid Amplification cDNA Ends).. ...... 44
Figura 13. Esquema del plasmido pCR 4-TOPO con su sitio de policlonaje.. ............. 46
Figura 14. Mapa del plasmido PSTBIUE-T.. .....oeiiiiiieie e 51
Figura 15. Mapa general de un plasmido pGEX con el sitio de policlonaje del pldsmido
(01 =0 I OSSPSR 52
Figura 16. Amplificacién de un fragmento del gen de la metalotioneina a partir de RNA

de hepatopancreas mediante RT-PCR.. ......coooviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 68
Figura 17. Digestion con la enzima de restriccion EcoRl de los plasmidos

recombinantes pCR 4-TOPO con el fragmento de MTPA.. ......ccccoiiiiiiiiiiienn. 69
Figura 18. Productos de la reaccién de RACE en la direccion 5’y 3'.. ...coooeiiiiiiiiinneen. 71

Figura 19. Secuencia nucleotidica del cDNA de la metalotioneina de P. argus obtenida
mediante solapamiento de las secuencias de los productos del RACE en ambas
[0 1= oTo3 o] 1= R 72
Figura 20. Comparacion de la secuencia aminoacidica de la metalotioneina de P.
argus con las secuencias aminoacidicas de las metalotioneinas de crustaceos
determinadas hasta la fecha.. ... 74
Figura 21. Andlisis de la expresién del mRNA de MTPA en diferentes tejidos de P.



Figura 22. Andlisis de la expresién de MTPA en respuesta a cadmio en explantes de
tJIAOS @ P. GrgUS.. ..cooeiiiiieeee e 77
Figura 23. Digestion con la enzima de restriccion EcoRl de los plasmidos
recombinantes pSTBlue-1 con la regién codificante de MTPA............cccoiiieeeen. 78
Figura 24. Digestion con las enzimas de restriccién Sall y BamH| de los plasmidos
recombinantes pGEX-4T-1 con la region codificante de MTPA............cccoieeeeeen. 80
Figura 25. Optimizacién de la induccién de la expresion de la proteina de fusion GST-
MTPA POI IPTG.. oottt 81
Figura 26. Cromatograma representativo de la purificacion de MTPA en Sephadex G-
50, equilibrado en tampén Tris-HCI 10 MM pH 8.6. ..ccooeeiiiiiiiiiieeee e 84
Figura 27. Andlisis por SDS-PAGE en Tris-Gly de las distintas fracciones del proceso
A€ PUNFICACION. ...t 85
Figura 28. Andlisis por SDS-PAGE en Tris-Tricina de las distintas fracciones del
ProcesO de PUNFICACION. . .....ciiiiiiii i 86
Figura 29. Cromatograma representativo de MTPA en Sephadex G-25, equilibrado en

tampon NH4AC 20 MM PH 8.6. .....eoeiiiiiiee e 87
Figura 30. Cromatograma representativo de la purificacion de TPA (forma apo) en

Sephadex G-25, equilibrado en HCI 10 MM. ... 89
Figura 31. Cromatogramas de TPA en HPLC-RP-ESI-MS...........cccooiiiiii e, 91
Figura 32. Ampliacion de los cromatogramas de TPA en HPLC-RP-ESI-MS.............. 92

Figura 33. Espectro UV del pico minoritario de la forma apo en HPLC-RP-ESI-MS.....93
Figura 34. Espectro UV del pico mayoritario de la forma apo en HPLC-RP-ESI-MS....94
Figura 35. Espectro de masas del pico minoritario de la forma apo en HPLC-RP-ESI-

Y USSR 95
Figura 36. Deconvolucién del espectro de masas del pico minoritario de la forma apo
€N HPLC-RP-ESI-MS..... e 95
Figura 37. Espectro de masas del pico mayoritario de la forma apo en HPLC-RP-ESI-
LS. i ettt e e e e e e ———e e e e e e e e e e ——aeeeeeeeeeaannnraarraaaeean 96
Figura 38. Deconvolucién del espectro de masas del pico mayoritario de la forma apo
€N HPLC-RP-ESI-MS..... et 97
Figura 39. Cromatogramas de MTPA en HPLC-RP-ESI-MS...........ccccoiiiiiiiiiiiee 98
Figura 40. Ampliacién de los cromatogramas de MTPA en HPLC-RP-ESI-MS........... 99
Figura 41. Espectro de masas del pico mayoritario de la forma holo en HPLC-RP-ESI-
LS. ettt e e e e e e ——— e e e e e e e e e e ——rreaaaeeeaannaraeeaeaeenn 100
Figura 42. Deconvolucién del espectro de masas del pico mayoritario de la forma holo
eN HPLC-RP-ESI-MS...... oot 101



Figura 43. Deconvolucién del espectro de masas del pico minoritario de la forma holo

€N HPLC-RP-ESI-MS......eo et 102
Figura 44. Espectro de masas representativo de la forma apo en ESI-MS en modo

o 1=} (o TR 103
Figura 45. Espectro de masas representativo de la forma holo en ESI-MS en modo

o 1=} o PR 104
Figura 46. Espectro de dispersion de energia por TXRF de MTPA, utilizando un tiempo

de CONEO dE 500 S. ..ciiiiiiiiieiiie ittt 107

Figura 47. Modelo preliminar de la estructura tridimensional del dominio C-terminal de
MTPA, construido por homologia con las estructuras de los dominios C-terminal
de MT-1 de C. sapidus y de la MT de H. americanus................cccccooeeiincueenennns 109
Figura 48. Modelo preliminar de la estructura del dominio C-terminal de MTPA donde
se muestra la distancia entre el S de la cisteina intermedia del triplete de cisteinas
y los S de las cisteinas CoNtigUas.. .......cccoouuiiiiiiiiiiee e 110
Figura 49. Esquema representativo del efecto de MTPA y TPA sobre la velocidad del
consumo de oxigeno de mitocondrias de raton..........ccccceeeeeeeiiiiiiieeeee e, 112
Figura 50. Efecto de MTPA y TPA sobre la velocidad del consumo de oxigeno iniciado
por succinato -S- (estado 4), de mitocondrias de ratdn............cccceeeeiiiiiiiineen. 113
Figura 51. Efecto de MTPA y TPA sobre la velocidad del consumo de oxigeno iniciado
por ADP -A- (estado 3), de mitocondrias de ratOon...........cccoeiuviiieeeeeeiiniiciiieeen. 113
Figura 52. Efecto de MTPA y TPA sobre la velocidad del consumo de oxigeno iniciado
por succinato -S- (estado 4), de mitocondrias de H. americanus.. ..................... 115
Figura 53. Efecto de MTPA y TPA sobre la velocidad del consumo de oxigeno iniciado
por ADP -A- (estado 3), de mitocondrias de H. americanus.. ...............cccccuuuee. 115
Figura 54. Efecto de MTPA, TPA y Zn?* sobre la formacién de H,O,, determinado
mediante la aparicion de diclorodihidrofluoresceina (DCF), en mitocondrias de H.
2 L =g o g U R 117
Figura 55. Esquema de la disposicion de los enlaces metal-tiolato en los dominios B de
las metalotioneinas de H. americanus y de mamiferos. ........ccccoceeeiiiiieeeeninee, 121

Figura 56. Mecanismo de transferencia de electrones en el ciclo Q del Complejo lIl..

Figura 57. Eliminacién del H,O, mitocondrial a través del sistema de tiorredoxina.. . 142

Xl



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Comparacién de las secuencias aminoacidicas de las metalotioneinas 1a, 2a
Y B NUMANAS... e 26
Tabla 2. Localizacion de las principales fuentes mitocondriales de anion superéxido. 32
Tabla 3. Cebadores usados para el clonaje y el analisis de expresion del gen de
Y I = SRRSO PRSP 41
Tabla 4. Andlisis FASTA de MTPA con el resto de las metalotioneinas de crustaceos y
las MTs 1@, 22y 3de NUMANO. ..o 73
Tabla 5. Comparacion entre la concentracion de proteina determinada por el método
de Bradford y la determinada por actividad de la GST, en lisados crudos de

o= To3 1T g F- 1< T PSPPI 82
Tabla 6. Cuadro resumen de un proceso de purificacion representativo. .................... 83
Tabla 7. Andlisis aminoacidico de MTPA. ...........umeeiieieeeee s 88

Tabla 8. Masas moleculares de MTPA (forma holo) y TPA (forma apo), y niumeros de
iones Zn** por molécula de MTPA, determinados por ESI-MS y HPLC-RP-ESI-

Tabla 10. Comparacién de las estequiometrias Zn:MTPA determinadas por HPLC-RP-
ESI-MS, ESI-MS y TXRF .. .ttt 107

Xl



ABREVIATURAS

ADP
Ala
AMP
Asn
ATP
B-ME
BSA
cDNA
col.
C-terminal
Cys

D

DCF
DCFDA
DEPC
DNA
DNasa
dNTPs
DTNB
DTT
EDTA
EGTA
FBS
Gly
GSH
GSSG
GST
GTP
Hepes
HPLC-RP
lle
IPTG
ISP

Ki

LB
Lys
Me
MOPS

adenosina 5’-difosfato

alanina

adenosina 5’-monofosfato

asparagina

adenosina 5’-trifosfato

B-mercaptoetanol

albumina de suero bovino

acido desoxirribonucleico complementario
colaboradores

carboxilo-terminal

cisteina

daltons

diclorodihidrofluoresceina
diclorodihidrofluoresceina diacetato
dietilpirocarbonato

acido desoxirribonucleico
desoxirribonucleasa
desoxirribonucleétidos trifosfato

acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoico)
ditiotreitol

acido etilendiamino tetraacético

acido etilenglicol (aminoetil éter) tetraacético
suero fetal bovino

glicina

glutation reducido

glutation oxidado

glutation S-transferasa

guanosina 5'-trifosfato

acido (n-[2-hidroxietil] piperazina-N’-[2-etano sulfonico])
cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa
isoleucina
isopropil-B-D-tiogalactopiranésido
ferrosulfoproteina de Rieske

constante de inhibicién

medio de cultivo Luria-Bertani

lisina

metal

acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico

X1l



mRNA
MT
MT-Cd
MT-Cu
MTPA
NADH
NADPH
NO
N-terminal
PAGE
pb
PBS
PCR
PEG
PMSF
Pro
RMN
RNA
RNasa
RNasin
ROS
rpm
RT

SD
SDS
Ser
SNC
SOD
TBE
TE

TH
Thr
TIM
TOM
TPA
Tris

U.A.
X-Gal

acido ribonucleico mensajero
metalotioneina

metalotioneina especifica de cadmio
metalotioneina especifica de cobre
metalotioneina de Panulirus argus
dinucle6tido de nicotinamida
dinucleétido fosfato de nicotinamida
oxido nitrico

amino-terminal

electroforesis en gel de poliacrilamida
pares de bases

tampén fosfato salino

reaccién en cadena de la polimerasa
polietilenglicol

fenil metil sulfonil fluoruro

prolina

resonancia magnética nuclear

acido ribonucleico

ribonucleasa

inhibidor de RNasa

especies reactivas de oxigeno
revoluciones por minuto

transcriptasa inversa

desviacion estandar

dodecil sulfato sédico

serina

sistema nervioso central

superdxido dismutasa

Tampon Tris-borato EDTA

tampén de ensayo

tampén de homogeneizacién
treonina

“translocasa” de la membrana mitocondrial interna
“translocasa” de la membrana mitocondrial externa
apo-metalotioneina de Panulirus argus
tris (hidroximetil) aminometano
unidades

unidades arbitrarias

5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido

XV



I. INTRODUCCION




Introduccion

I INTRODUCCION.

Las metalotioneinas constituyen una superfamilia de proteinas de bajo peso
molecular (menos de 9 kD), ricas en residuos de cisteina, que le confieren una alta
capacidad para enlazar iones metalicos.

El primer miembro de esta gran familia fue descubierto en 1957, cuando
Margoshes y Vallee (1957) identificaron en corteza de rifidn de caballo una proteina de
unién a cadmio, responsable de la acumulacion natural de cadmio en este tejido.
Posteriormente fue demostrado que no sélo el cadmio es uno de los componentes
metdlicos que in vivo pueden unirse a esta proteina, sino que el zinc y el cobre
también pueden ser enlazados (Pulido y col., 1966).

Desde entonces han sido encontradas metalotioneinas en todo el reino animal,
en las plantas superiores, en los hongos, en microorganismos eucariontes e incluso en
algunos procariontes (cianobacterias). Su concentracion varia en las diferentes
especies y tejidos, y es reflejo de diferentes factores como la edad, el estado de
desarrollo embrionario, la dieta, la exposicibn a metales pesados y agentes
estresantes, etc. Aunque es una proteina citoplasmatica (Tsujikawa y col., 1994),
puede acumularse en los lisosomas (Sternlieb, 1987), y migrar al nucleo (Cherian y
Apostolova, 2000) o al espacio intermembrana de la mitocondria (Ye y col., 2001).
También se ha encontrado metalotioneina extracelular en el plasma de mamiferos
(Bremner y Mehra, 1991), en cultivos primarios de adipocitos (Trayhurn y col., 2000b)
y en cultivos de células acinares del pancreas (de Lisle y col., 1996). Aunque hasta
ahora no se han encontrado receptores de metalotioneina, si se han descrito sitios de
unién en cultivos primarios de astrocitos humanos (El Refaey y col., 1997).

A pesar de que el estudio de las metalotioneinas ha sido objeto de numerosas
publicaciones desde 1957, aun no se ha podido establecer con precision el papel
biologico de estas proteinas. Entre las multiples funciones que se les han atribuido, las
mas concretas y antiguas han sido las de intervenir en la captacion, distribucion,
almacenamiento y liberacibn de metales esenciales (zinc y cobre), y en la
destoxificaciébn de metales pesados (cadmio fundamentalmente) (Hamer, 1986). Sin
embargo, en los ultimos afnos se ha encontrado que podrian estar involucradas en
procesos tan diversos como la apoptosis (muerte celular programada), la regulacion
del crecimiento neuronal, la proteccién contra los radicales libres y otros agentes
oxidantes, y la regulacién del metabolismo energético.

Casi todos estos estudios han sido llevados a cabo en mamiferos o
vertebrados superiores, existiendo muy pocos trabajos que hayan contribuido a



Introduccion

esclarecer las funciones de estas proteinas en invertebrados. Los trabajos mas
relevantes en éste sentido se han efectuado en gastrépodos terrestres (Helix pomatia,
Arianta arbustorum) (Dallinger y col., 1997) y en el crustaceo C. sapidus (Brouwer y
col.,, 1995, 2002). Estas especies son capaces de acumular distintos metales en
diferentes tejidos en los cuales se expresan diferentes isoformas de la metalotioneina.
De esta forma, pueden destoxificar eficientemente elementos trazas no esenciales,
tales como el cadmio, y al mismo tiempo mantener la homeostasis de elementos
trazas esenciales como el cobre. Estos escasos ejemplos conducen a la idea de que
las metalotioneinas de invertebrados representan un buen modelo para entender
mejor la multiplicidad de funciones de estas proteinas y su evolucién dentro del reino

animal.

.1 Caracteristicas biolégicas de la langosta Panulirus argus.

La langosta Panulirus argus es un crustaceo decapodo perteneciente a la
familia Palinuridae. Se conoce popularmente como langosta comun o del Caribe, y en
los paises de habla inglesa se identifica como langosta espinosa (spiny lobster). Esta
especie se distribuye geograficamente desde Carolina del Norte en EEUU hasta Brasil,
a través del Mar Caribe y el Golfo de México (Fig. 1), constituyendo un recurso
pesquero muy importante para los paises de la region.

Figura 1. Distribucion geografica de la langosta P. argus. En rojo aparecen
sefaladas las costas donde su localizacién es muy probable.
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El cuerpo de este animal, como el de todos los decapodos, se divide en dos
partes claramente diferenciadas: el cefalotérax o cabeza y el abdomen o cola (Fig. 2).
Los 6rganos internos se alojan principalmente en la cavidad cefalotoracica. El intestino
recorre el cuerpo entero y estd ensanchado en su parte anterior formando un
estbmago masticador provisto de denticulos quitinosos. En él desemboca el
hepatopancreas, encargado de la digestion y la reabsorcion del alimento. Sobre el
intestino se halla el corazén. A ambos lados del intestino estan las gbnadas. Los
organos excretores estan situados junto a la base del segundo par de antenas. El
sistema nervioso empieza en la cabeza y recorre el cuerpo entero en forma de corddn

nervioso ventral (Mantel y Bliss, 1983).

Cefalotdrax : Abdomen
Hepatepdnereas arteria
Estémago (Hp) abdominal

Intesting (I) dorsel

T Pledpodos (P1) .
cordon nervioso ="

o

Urépado (U)

_ Génadas (&)
Pereidpodos (Pe)

Figura 2. Anatomia externa e interna de un crustaceo decapodo.

.2 Caracteristicas estructurales de las metalotioneinas. Su clasificacion.

La designacién de metalotioneina se debe al alto contenido de metal y sulfuro

de éstas proteinas, que en dependencia de la especie metdlica enlazada podria
representar hasta el 20 % de su peso (Fowler y col., 1987). El nimero de aminoacidos
de las metalotioneinas varia desde 25 en algunos tipos de hongos, hasta 84 en las
plantas; siendo en estas Ultimas, donde més variable es el nimero de residuos

encontrados. Los aminoacidos aromaticos y la histidina estan generalmente ausentes
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y el nimero de cisteinas varia en dependencia de la especie, llegando a ser hasta 21
en determinados moluscos no-gastrépodos.

A pesar de estas diferencias, las metalotioneinas comparten un conjunto de
caracteristicas particulares en sus secuencias que le han permitido a Binz y a Kagi
(1999) agruparlas en familias, subfamilias y subgrupos. Para ellos la inclusion de una
metalotioneina dentro de una familia, presupone que la secuencia aminoacidica de
ésta es alineable con todas las de los miembros de la familia. Asi, existen 15 familias
de metalotioneinas que guardan relacion con la escala evolutiva (Binz y Kagi, 1999): la
de vertebrados, la de moluscos, la de crustaceos, la de equinodermos, la de dipteros,
la de nematodos, la de los ciliados, 6 de hongos, la de procariontes y la de las plantas.
Cada una de estas familias tiene un patron especifico de secuencia; por ejemplo, en
los vertebrados se mantiene el patron: K-x(1,2)-C-C-x-C-C-P-x(2)-C, mientras que los
miembros de la familia de crustaceos comparten el patron: P-[GD]-P-C-C-x(3,4)-C-x-C,
localizado en el extremo N-terminal de la proteina.

La estructura tridimensional de la metalotioneina ha sido dilucidada mediante
resonancia magnética nuclear y difraccion de rayos X en numerosas especies de
mamiferos (Otvos y Armitage, 1980; Furey y col., 1986; Arseniev y col., 1988;
Messerle y col., 1990; Robbins y col., 1991; Zangger y col. 1999). En invertebrados,
solo se conocen las estructuras tridimensionales de la metalotioneina-1 del cangrejo
C. sapidus (Narula y col., 1995), del bogavante H. americanus (Zhu y col., 1994;
Munoz y col., 2002) y de la metalotioneina-A del erizo de mar Strongylocentrotus
purpuratus (Riek y col., 1999). Todas estas estructuras muestran en comun una
proteina monomeérica, compuesta por dos dominios estructurales, que constituyen un
“cluster” metal-tiolato cada uno. La diferencia radica en el numero de iones metélicos
bivalentes que puede enlazar cada “cluster” de acuerdo al nimero de cisteinas que
forman cada uno. En los mamiferos y el erizo de mar, cada “cluster” esta formado por
9 residuos de cisteina en el dominio N-terminal (dominio B) y 11 en el dominio
C-terminal (dominio o), que enlazan 3 y 4 iones bivalentes respectivamente (Fig. 3).
Estos iones metalicos son coordinados en forma de tetraedro a través de enlaces con
tiolatos terminales y puentes tiolatos. En las estructuras de crustaceos dilucidadas
hasta ahora, ambos “cluster” estan formados por 9 cisteinas que enlazan 3 iones
bivalentes (6 en total) cada uno, al igual que los dominios B de mamiferos y de
S. purpuratus.

En eucariontes unicelulares se han encontrado estructuras muy diferentes a las
descritas anteriormente. Mientras que en Neurospora crassa (Malikayil y col., 1989) y
Saccharomyces cerevisiae (Narula y col., 1993) se han caracterizado metalotioneinas
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compuestas por un solo dominio estructural de uniéon a los iones metalicos, en
Tetrahymena pigmentosa y Tetrahymena pyriformis (Piccinni y col., 1994) se han
encontrado estructuras primarias con homologia interna, capaces de formar dos o mas
dominios. Esto ultimo ha sugerido que estas proteinas pueden haber surgido por
duplicacion de genes. Tales proteinas han sido consideradas por tanto formas
primitivas a partir de las cuales surgieron probablemente los dominios existentes en
las metalotioneinas de vertebrados e invertebrados (Boldrin y col., 2003).

O s

(O zn* 6 cd*

dominio B dominio «

Figura 3. Esquema de la estructura terciaria de la metalotioneina de mamiferos.
Existen 9 cisteinas en el dominio N-terminal (dominio B) que enlazan 3 iones Zn*" y 11
cisteinas en el dominio C-terminal (dominio o), que enlazan 4 iones Zn?*.

En las metalotioneinas de bacterias es donde unico se han encontrado
“clusters” formados por grupos imidazoles de las histidinas ademas de los grupos
tiolatos de las cisteinas. El nucleo inorganico se parece bastante al del dominio o de
las MT-1 y MT-2 de mamiferos, pero los 4 iones bivalentes son enlazados por 9
cisteinas y 2 histidinas (Blindauer y col., 2001; Robinson y col., 2001).

En cuanto a las especies metalicas enlazadas por cada “cluster”, de lo cual se
hablard mas adelante en el apartado 1.5.1, Nielson y Winge (1985) demostraron
utilizando péptidos sintéticos basados en las secuencias primarias de los dominios de
las metalotioneinas de mamiferos, que el dominio B une tres iones bivalentes o seis

iones monovalentes, mientras que el dominio o enlaza cuatro iones bivalentes o seis
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iones monovalentes; aunque el numero de iones Cu* enlazados por cada dominio a
concentraciones saturantes del idbn puede llegar a ser mayor segun han demostrado
posteriormente Merrifield y col. (2002) por espectrometria de masas. Las diferencias
encontradas se deben a que en contraste con el tipo de coordinacion tetraédrica de los
iones bivalentes, los iones monovalentes son coordinados trigonal o digonalmente
(Merrifield y col., 2002). En 1985, Winge y col. caracterizaron por primera vez una
metalotioneina especifica de cobre, a partir de cepas resistentes a cobre de
S. cerevisiae. La sintesis de esta proteina fue inducida por cobre y la metalotioneina
asi obtenida contenia exclusivamente iones Cu® (8), aunque podia enlazar 4 iones
bivalentes (Cd®** o Zn**) por molécula. Desde entonces se han encontrado y
caracterizado otras metalotioneinas especificas de cobre en el caracol de tierra Helix
pomatia (Berger y col., 1997), en el cangrejo C. sapidus (Syring y col., 2000), en
Drosophila melanogaster (Valls y col., 2000) y en Tetrahymena pigmentosa (Santovito
y col., 2001). Ademas, recientemente Tio y col. (2004) han clasificado a la MT-4 de
ratbn como una metalotioneina especifica de cobre, a partir de la caracterizacion
estructural de la MT-4 nativa obtenida por via recombinante en presencia de diferentes
especies metdlicas, y de sus formas reconstituidas por sustitucion de metales. A
excepcion de MT-4, las metalotioneinas especificas de cobre comparten entre si mas
similitud de secuencia aminoacidica que con las otras metalotioneinas de su familia o
incluso de su misma especie, lo cual ha llevado a plantear a Valls y col. (2001) que
quizas deberia revisarse en los préximos afos la clasificacion actual en la medida que

vayan surgiendo nuevas metalotioneinas especificas de cobre.

1.3 Formas e Isoformas de metalotioneina. Regulacion de su expresion génica.

En general en todos los organismos donde ha sido encontrada la
metalotioneina, esta proteina existe en dos formas: la forma enlazada al metal u
holoproteina (MT) y la forma libre de metal o apoproteina (Apo-MT). Aunque la forma
holo es la mayoritaria debido a que la forma apo es mas susceptible a protedlisis
(Miles y col., 2000), esta ultima se ha encontrado de forma transitoria en células no
tumorales bajo condiciones de deficiencia de Zn y de forma persistente en células
tumorales independientemente de los niveles de Zn (Pattanaik y col., 1994; Theocharis
y col., 2003).
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1.3.1 En mamiferos.

En mamiferos se han encontrado hasta la fecha cuatro isoformas distintas de
metalotioneina: MT-1, MT-2, MT-3 y MT-4; aunque en dependencia de la especie,
pueden existir mas de un tipo de la 1 y la 2. Por ejemplo, en humanos existen 13
isogenes de MT-1 (de los cuales al menos 7 son funcionales) y solo una isoforma 2
(MT-2a) (Cherian y col., 2003). En conejo existe solo una isoforma 1 y al menos 5 tipos
de la isoforma 2 (Hunziker y col., 1995). Sin embargo en raton, sélo existe un tipo de
cada una (Searle y col., 1984). Las isoformas 1 y 2 han sido halladas en todos los
organos (con mayor abundancia en higado, pancreas, intestino y rinén) (Palmiter,
1987), mientras que las isoformas 3 y 4 son expresadas principalmente en el cerebro
(Palmiter y col., 1992; Tsuji y col.,, 1992) y en el epitelio escamoso estratificado
respectivamente (Quaife y col., 1994). En higado, pancreas, intestino y rinén de
humanos, la isoforma 2a (MT-2a) a veces constituye mas del 80% del total de
metalotioneinas expresadas (Hunziker, 1991).

Tanto en humanos como en ratones los genes de metalotioneina estan
compuestos por 3 exones y dos intrones. El exédn 1 cubre la regién N-terminal del
dominio B de la proteina. El exdn 2 cubre el resto del dominio B, y el exén 3 todo el
dominio o (Hamer, 1986).

La expresidon de las metalotioneinas mejor estudiadas (MT-1 y MT-2) se regula
a nivel transcripcional. Su expresién puede ser estimulada como respuesta a muchos
factores como: metales (zinc y cadmio), hormonas (glucocorticoides, catecolaminas,
glucagdn), estimulos relacionados con la inflamacién (citoquinas) y agentes
estresantes (Davis y Cousins, 2000).

Las regiones promotoras de los genes MT-1 y MT-2 tienen muchos elementos
respuesta que regulan la transcripcion (Fig. 4). Estos incluyen:

1. Los elementos de respuesta a metal (MRE), los cuales son activados por el factor
de transcripcion que responde a metales (MTF-1): una proteina que se une al DNA
mediante dominios con estructuras de dedos de zinc (Giedroc y col., 2001), y que
ademas de por Zn, es activado por Cd (Chen y col., 2004).

Los elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) (Kelly y col., 1997).

Los elementos activados por proteinas STAT (transductoras de sefales y
activadoras de la transcripcion) a través de la senalizacién de citoquinas (Davis y
Cousins, 2000).

4. El elemento de respuesta antioxidante (ARE) que como su nombre indica
responde al estado redox de la célula (Andrews, 2000).



Introduccion

Ademas se ha visto que la metilacion de las regiones promotoras, una accion
asociada a la supresion del crecimiento en células tumorales, podria suprimir la
expresion de metalotioneina independientemente de la accién de los otros reguladores
citados anteriormente (Davis y Cousins, 2000).

Glucocorticoides Citoquinas H,0, Metilacion
l Electrofilos Tumores
? @ STATs @l ©
GRE MRE ARE Gen estructural
|
MTF-1

Figura 4. Regulacion de la expresion del gen de la metalotioneina en mamiferos.
GRE (elementos de respuesta a glucocorticoides), MRE (elementos de respuesta a
metal) y ARE (elementos de respuesta a antioxidantes) constituyen sitios reguladores
del promotor del gen de la metalotioneina. Las citoquinas activan la expresion de este
gen a través de las proteinas STATs (transductoras de sefnales y activadoras de la
transcripcién) mientras que la metilacion de la region promotora, en tejidos tumorales,
inhibe su expresion.

Por otra parte, MTF-1 es a su vez regulado por un inhibidor sensible a los
niveles de Zn. En ausencia de Zn, MTF-1 permanece unido a un inhibidor denominado
MTI (Inhibidor de la transcripcién de metalotioneina). En presencia de Zn, MTI se
disocia de MTF-1, permitiendo que se una a las regiones promotoras MRE para activar
la transcripcibn de metalotioneina. La recién sintetizada metalotioneina enlazaria
entonces el Zn libre y se volveria a formar el complejo MTF-1/MTI hasta que se
volviera a repetir el mismo ciclo (Palmiter, 1994; Klaassen y col., 1999).

1.3.2 En invertebrados y organismos unicelulares.

En invertebrados, al igual que en mamiferos, parece ser que existen dos 0 mas
isoformas de metalotioneina. Algunas de las especies examinadas asi lo demuestran,
aunque en un numero considerable de especies aun solo se ha encontrado una
isoforma por lo reciente que han sido los hallazgos.
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En C. sapidus, por ejemplo, han sido encontradas tres isoformas de
metalotioneinas: dos especificas de cadmio (isoformas-Cd) (MT-1 y MT-2) (Brouwer y
col., 1995) y una especifica de cobre (isoforma-Cu) (MT-3) (Brouwer y col., 2002). La
expresion de ésta ultima se induce solamente por cobre (el zinc y el cadmio no
inducen su expresién), mientras que la expresion de MT-1 y MT-2 se induce por zinc y
cadmio. Ademdas en el caso de MT-1 la expresién se induce también por cobre
(Brouwer y col., 2002).

En H. pomatia, se ha encontrado una isoforma-Cd en el hepatopancreas
(Dallinger y col., 1993) y una isoforma-Cu en el manto (Berger y col., 1997). La
concentracion de la isoforma-Cd aumenta con el incremento de la concentracion de
cadmio en el hepatopancreas, mientras que la expresion de la isoforma-Cu del manto
no varia frente a concentraciones crecientes de cadmio en este tejido, pero se
incrementa levemente al aumentar la concentracion de cobre (Dallinger y col., 1997).

A pesar de las evidencias descritas anteriormente no se conoce la regulacion a
nivel transcripcional de las isoformas de metalotioneinas en estas especies ni en
general en ninguna de las especies de invertebrados. En este sentido los hongos son
el sistema mejor caracterizado y especificamente S. cerevisiae. En éste organismo, en
el promotor del gen (CUPT) de la metalotioneina especifica de cobre se han
encontrado elementos que responden a los niveles de cobre a través del factor de
transcripcién ACE1 (Thiele, 1988), asi como elementos de union del factor de
transcripcién de choque térmico (HSF), del cual depende el aumento de la
transcripcién de CUP1 en respuesta a choque térmico o carencia de glucosa (Tamai y
col., 1994). Por otro lado Shinyashiki y col. (2000) han identificado al 6xido nitrico (NO)
como inhibidor del efecto estimulatorio del cobre sobre la expresion de CUPT,
mediante la inhibicién de la accion de ACE1.

La caracterizacion de los genes de metalotioneinas en invertebrados, se ha
realizado solamente en D. melanogaster, encontrandose que estan compuestos por
dos exones y un intron (Silar y col., 1990) al igual que en Caenorhabditis elegans
(Freedman y col., 1993).

1.4 Modificaciones post-traduccionales de las metalotioneinas. Regulacion de
su degradacion.
En mamiferos las regiones N-terminal de las metalotioneinas son generalmente
blogueadas por acetilacién (Beattie y col., 1999). Esta modificacién post-traduccional,
probablemente no sea esencial para la exportacién de estas proteinas, ya que tanto la
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forma acetilada como la no acetilada han sido encontradas en niveles similares en el
plasma de ratas recién nacidas (Theocharis y col., 2003).

En invertebrados se ha visto que la metionina del N-terminal puede perderse en
el proceso post-traduccional. Asi, en los cangrejos Astacus astacus (Pedersen y
col., 1996), Carcinus maenas (Pedersen y col., 1994) y C. sapidus (Brouwer y col.,
1995) se han encontrado isoformas que se diferencian solo en la metionina del
N-terminal. En C. maenas, solo se encontr6 la isoforma carente de metionina en el
N-terminal en dependencia de los niveles de exposicion al Cd (Pedersen y col., 1994).

La degradacion de metalotioneina es también un aspecto importante de su
regulacion. Mientras que la forma holo es degradada tanto en los compartimentos
lisosomales como en los no-lisosomales (Chen y Failla, 1989; Klaassen y col., 1994),
la forma apo es degradada fundamentalmente en los lisosomas (Klaassen y col., 1994)
y es mas susceptible a la degradacién (Feldman y col., 1978). Estudios de titulacion
indican que al pH lisosomal, la mayoria del Zn es disociado de la metalotioneina
mientras que la mayoria del Cd no lo esta (McKim y col., 1992). Esta podria ser la
razén de que MT-Cd tiene in vivo un tiempo de vida media mayor (3 dias) que el de la
MT-Zn (18-20 h) (Kershaw y Klaassen, 1992).

Por otro lado se ha visto que el tiempo de vida media de las metalotioneinas,
no sélo se ve afectado por la especie metélica enlazada, sino también por la edad y el
estado de desarrollo del organismo. Por ejemplo, se han encontrado diferencias entre
el tiempo de vida media de metalotioneinas constitutivas de ratas adultas
(aproximadamente 4 horas) con respecto a neonatos (aproximadamente 49 horas)
(Kershaw y Klaassen, 1992). Ademas, durante el desarrollo fetal las concentraciones
de MT-1 y MT-2 cambian dramaticamente. Las concentraciones de metalotioneina en
higado de ratas recién nacidas son 20 veces mas altas que las encontradas en ratas
adultas (Wong y Klaassen, 1979). Una posible explicacion para esta diferencia es que
durante el desarrollo la metalotioneina es localizada en el nucleo y por tanto no es
susceptible a ser degradada por la “maquinaria” de degradacién intracelular (Klaassen
y col., 1994; Klaassen y col., 1999).

.5 Reactividad de las metalotioneinas.

1.5.1 Unidn a metales.

Aunque a partir de fuentes naturales las metalotioneinas son generalmente
aisladas uniendo Zn?*, Cd** y Cu*, se ha demostrado in vitro que otros iones metélicos
pueden enlazarse a estas proteinas; estos son: Ag*, Au*, Bi**, Co**, Fe?, Hg**, Ni**,
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Pt** y Tc**O (Romero-Isart y Vasak, 2002). Las constantes aparentes de afinidad para
Zn** y Cd* han sido determinadas mediante técnicas espectrofotométricas y
voltamétricas. Para la MT-2 de conejo, los valores obtenidos a pH neutro, estan en el
rango de (3.1-12)x10" M" y (6-12.5)x10' M" para Zn** y Cd** respectivamente
(Romero-Isart y Vasak, 2002). En el caso de la MT-3 humana se han obtenido valores
cercanos a los obtenidos para la MT-2 de conejo: Kz, =6.2x10'° M!, Kcg =2.0x10™ M
(Hasler y col., 2000). Existe un consenso en que la propiedad de las metalotioneinas
de unir iones metalicos se debe a la presencia y distribucion de residuos conservados
de cisteina a lo largo de la cadena polipeptidica. Sin embargo, la sustitucién de
aminoacidos diferentes a la cisteina (lisina, aspartico y glutdmico), en metalotioneinas
recombinantes de mamiferos y en dominios sintéticos de metalotioneina de langosta,
ha demostrado que dichos aminodacidos podrian contribuir en la propiedad de enlace
(Cody y Huang, 1994; Pan y col., 1994; Yamasaki y col., 1997; Mufioz y col., 2000). De
igual forma, estudios de mutagénesis dirigida en metalotioneinas de mamiferos y en
sus dominios separados, han demostrado que el cambio de cisteinas por aminoacidos
no-coordinantes tiene un efecto negativo sobre las propiedades de enlace (Cismowski
y col.,, 1991 a y b), mientras que la sustitucién de cisteinas terminales por histidinas,
preserva la capacidad de enlace (Romero-Isart y col., 1999).

Por otro lado se ha visto que la unién de metales por las metalotioneinas es un
proceso dindmico. Estudios de RMN han demostrado la existencia de un intercambio
de metales inter- e intra-molecular con un tiempo de vida media de 0.5 s en los
“cluster” de los dominios B de las metalotioneinas de mamiferos. En contraste, el
intercambio de metales entre los dominios a 6 entre los dominios o y B, resultd muy
lento y no pudo ser medido (Romero-Isart y Vasak, 2002). Asimismo se ha visto que
en solucion, la MT-3 existe como una mezcla dindmica de multiples metaloformas, que
pueden enlazar mas o menos iones bivalentes que las MT-1 y MT-2, a pesar de que la
forma con 7 iones Zn** o Cd** enlazados es la predominante (Palumaa y col., 2002;
Palumaa y col., 2005).

Las metalotioneinas aisladas a partir de fuentes naturales muestran una
distribucion no uniforme de zinc y cadmio entre los dos dominios. El zinc es unido
preferentemente por el dominio N-terminal (dominio ) mientras que el cadmio se une
de forma predominante al dominio C-terminal (dominio a) (Nettesheim y col., 1985;
Robbins y col., 1991; Briggs y Armitage, 1982). De igual forma, Chen y col. (1996)
demostraron que in vitro también el cadmio tiene preferencia por el dominio «,
mientras que el cobre la tiene por el dominio . Nettesheim y col. (1985) demostraron

que por simple adicién de Cd** a MT-Zn; o de Zn?** a MT-Cds, no es posible generar la
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distribucion especifica de zinc y cadmio que ha sido encontrada en las metalotioneinas
aisladas a partir de fuentes naturales. Sin embargo, el intercambio intermolecular
metal-metal, resultante luego de la mezcla de MT-Zn; y MT-Cd;, conduce a la
formacion de la misma proporcibn de metales que la encontrada en las

metalotioneinas de la naturaleza (Nettesheim y col., 1985).

1.5.2 Reactividad de los grupos tioles.

A pesar de que los grupos tioles de las metalotioneinas estan enmascarados a
través de sus interacciones con iones metalicos, estos grupos retienen un cierto grado
de nucleofilia que les permite reaccionar con agentes alquilantes y oxidantes, tales
como iodoacetamida y &cido 5,5'—ditio-bis-(2- nitrobenzoico) (DTNB), respectivamente
(Shaw y col., 1991). Ademas, los “cluster” de zinc-tiolato pueden ser oxidados por
agentes oxidantes suaves como glutation oxidado (GSSG) o compuestos de selenio,
liberando en este proceso el Zn enlazado (Jacob y col., 1998). Asimismo, se ha
demostrado que el par redox GSH/GSSG puede acoplarse eficientemente con el
sistema MT/tioneina en presencia de selenoles (Chen y Maret, 2001) (Fig. 5) y que la
metalotioneina es capaz de reducir al citocromo c, liberando Zn en el proceso
(Simpkins y col., 1993). Al reaccionar la metalotioneina con éstos agentes oxidantes,
sus grupos tioles se oxidan formando puentes disulfuro intra- e inter-moleculares, que
luego pueden ser reducidos para formar la forma apo de la proteina (Savas y
col., 1993; Gopalakrishna y col., 1997; Maret y Vallee, 1998; Chen y Maret, 2001).

MT-Zn
GSSG
Se-R
Zn* GSH
T ﬁse:n T + Zn*
ox
GSSG GSH

Figura 5. Esquema del acoplamiento de GSH/GSSG con tioneina/MT a través de
selenoles cataliticos.

Por otro lado se ha encontrado una diferencia de reactividad entre los grupos
tioles de dominios diferentes. Mediante estudios cinéticos y de espectrometria de
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masas se ha demostrado que las reacciones preferidas de las metalotioneinas de
mamiferos con agentes electrofilicos, desde un punto de vista cinético, pueden ocurrir
tanto en el dominio o como en el B, en dependencia del agente especifico. Asi por
ejemplo, se ha encontrado que mientras que iodoacetamida y p-(hidroximercurio)
benzoato reaccionan preferentemente con el dominio B, los agentes terapéuticos
aurotiomalato, melfalan y clorambucilo, reaccionan preferentemente con el dominio o
(Yu y col., 1995; Zaia y col., 1996; Munoz y col., 1999). En el caso del DTNB, se han
obtenido resultados contradictorios, ya que mientras que Mufoz y col. (1999)
encontraron que reaccionaba mas rapido con el dominio «, Jiang y col. (2000)
demostraron lo contrario analizando cada dominio por separado. En este contexto hay
que senalar que estudios con modelos inorganicos, han establecido que la reactividad
selectiva de un tiolato, en un sitio de enlace multitiolato, puede ser controlada por las
diferencias en el pK, del tiol (Hammes y Carrano, 2001).

Estudios comparativos con diferentes isoformas de metalotioneina indican que
la reactividad cinética de MT-3-Zn; con DTNB, es parecida la de MT-1-Zn; (Sewell y
col., 1995). Sin embargo, esta reaccién ocurre mas rapido en el caso de la
metalotioneina de H. americanus, en comparacién con las isoformas de mamiferos, lo
cual refleja la influencia de la topologia del “cluster” y/o de la cadena polipeptidica de
alrededor sobre la reactividad de los residuos de cisteina (Romero-Isart y Vasak,
2002). Ademas se ha visto que tanto el ATP como el ADP aceleran la reaccion con el
DTNB (Kangur y Palumaa, 2001).

Otro aspecto interesante de la reactividad de las metalotioneinas es su
capacidad de reaccionar con especies de radicales libres. En este sentido ha sido
demostrado que las isoformas de mamiferos (tanto con 7 Zn* como con 7 Cd*) y la
MT-Cu; de levadura son eficientes “scavengers” de radicales libres tales como
hidroxilo (OH.), superéxido (O,-) (Felix y col., 1993), u 6xido nitrico (NO)
(Aravindakumar y col., 1999; Hartmann y Weser, 2000; Montoliu y col., 2000). En
todos los casos, el ataque del radical libre ocurre sobre los tiolatos unidos al metal,
provocando la oxidacién y/o modificacion de la proteina (Fig. 6). Curiosamente, estos
efectos pueden ser revertidos bajo condiciones reductoras y en presencia del ién
metalico apropiado (Hartmann y Weser, 2000).
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MT

NO ?L/g) > NO; (N;O5) > MT(SNO) + Zn2*
+ 2

-2NO

puentes disulfuro intramoleculares

Figura 6. Ruta de reaccion del NO con la metalotioneina.

Por otro lado, estudios recientes sobre las consecuencias estructurales de la
interaccion entre las metalotioneinas y el NO, mediante espectroscopia de RMN,
revelaron que la exposicién de MT-1-Cd; de raton a NO llev6 a una liberacion selectiva
de todos los iones metalicos (3) del dominio B N-terminal de la proteina, mientras que
no tuvo lugar la liberacion de los 4 iones metalicos del dominio a. Ademas se demostro
la formaciéon concomitante de puentes disulfuro en el dominio B de la proteina

(Zangger y col., 2001a).

1.6 Funciones de las metalotioneinas.

La funcién mejor establecida para las metalotioneinas es su importancia en la
destoxificacidon de metales no esenciales (cadmio fundamentalmente), aunque ademas
se cree que pueden intervenir en la homeostasis de metales esenciales, en la
proteccion frente al estrés oxidativo, en la proliferacion celular y la apoptosis, en la
regulacién del metabolismo energético, y en la regeneracion y proteccién del sistema

nervioso.

1.6.1 Destoxificacion de metales no esenciales.

Las concentraciones excesivas de iones metalicos esenciales, como cobre y
zinc, e iones metalicos no esenciales, como cadmio y mercurio, pueden ser toxicas
tanto a niveles celulares, como de tejidos o de 6rganos. La mayoria de los organismos
usan mecanismos celulares redundantes para limitar la toxicidad de los iones
metalicos. Estos mecanismos de destoxificacion no son especificos para la especie

metdlica en cuestion, ya que son usados para eliminar una variedad de metales. Los
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iones metalicos esenciales pueden ser exportados de la célula mediante la accion de
ATPasas, pero los iones metélicos no esenciales no pueden ser eliminados de esta
forma y se acumulan en las células enlazados a metalotioneinas o dentro de vesiculas
(Dameron y Harrison, 1998).

La retencidn de metales es especifica de tejido. En mamiferos este proceso
puede causar patologias (Dameron y Harrison, 1998), mientras que en la mayoria de
los moluscos y crustaceos es un proceso fisiolégico normal conocido como
bioacumulacién. Esta propiedad excepcional de concentrar metales pesados en el
hepatopancreas y en las agallas ha sido a menudo usada como indicador de la
contaminacién ambiental. Sin embargo, muchos factores tales como el peso del
animal, la edad, el sexo, la temperatura y la salinidad pueden influir sobre este proceso
(Dallinger, 1994).

El papel de la metalotioneina en la disposicién de cadmio, ha sido examinado
en ratones transgénicos que sobreexpresan esta proteina y en ratones knock-out que
no la expresan. Usando el primer modelo, se observo que la metalotioneina no inhibe
la absorcién intestinal de Cd (Liu y Klaassen, 1996). Por otro lado, estos ratones
transgénicos que presentan unos niveles de metalotioneina en el higado 10 veces mas
altos que el de los controles (Iszard y col., 1995), son resistentes a la hepatotoxicidad
inducida por Cd (Liu y col., 1995). En contraste, los ratones knock-out del gen de la
metalotioneina, muestran una mayor susceptibilidad, con respecto a los controles, a la
letalidad y dafos hepéticos inducidos con Cd (Masters y col., 1994a).

El papel de la metalotioneina en la destoxificacion de mercurio parece ser
menos importante, ya que si bien hay estudios que evidencian un vinculo en este
sentido (Satoh y col., 1997; Liu y col., 2003), parece ser que in vivo este metal se
asocia fundamentalmente al selenio (Das y col., 2000; Arai y col., 2004)

1.6.2 Homeostasis de metales esenciales.

El hierro es el metal mas abundante en humanos. Si no considerasemos la
cantidad de éste enlazada a la hemoglobina, seria entonces el zinc el metal de
transicion mas abundante (Vasak y Hasler, 2000). Los iones zinc han sido
identificados como componentes cataliticos de muchas enzimas y juegan un papel
estructural en numerosas proteinas y factores de transcripcion (dedos de zinc) (Berg y
Shi, 1996; apartado 1.7). Sin embargo, si su concentracion aumenta excesivamente,
podria interferir con otros procesos dependientes de metales (calcio particularmente)

15



Introduccion

(Csermely y col., 1989) y desencadenar apoptosis no deseada, provocando estados
patoldgicos (apartado 1.6.4).

En este sentido, los “clusters” Zn-sulfuro de la metalotioneina juegan un papel
muy importante en la regulacion de los niveles intracelulares de zinc. Estos “clusters”
operan a través de un mecanismo que permite que los sulfuros de la cisteina ligados a
zinc, sean oxidados o reducidos (por ejemplo por el par GSSG/GSH como se describid
en el apartado anterior), con la consiguiente liberacibn o enlace de zinc
respectivamente (Fig. 7). De esta forma el estado redox de la célula es la fuerza que
controla la mayor o menor liberaciéon de zinc. Un aumento de las condiciones
oxidantes provoca mayor liberaciébn de zinc mientras que un aumento de las

condiciones reductoras incrementa su enlace (Fig. 7) (Maret, 2000).

@

Sred/ \Sox

Oxidante Reductor

Figura 7. Control de la homeostasis de metales esenciales por la metalotioneina
a través de reacciones redox del enlace metal/sulfuro.

Sin embargo, hay que destacar que bajo condiciones fisiol6gicas la
concentracion de GSH en el citoplasma es de 40 a 100 veces mayor que la de GSSG
(Chen y Maret, 2001), por lo que otros factores deben intervenir en este mecanismo.
Por ejemplo, compuestos como los selenoles que catalizan la oxidacion de la
metalotioneina por pequefias cantidades de GSSG (apartado 1.5.2), o especies
reactivas de oxigeno, cuya generacion transitoria podria cambiar el ambiente redox
(Chen y Maret, 2001). En este sentido, se ha visto que la relacién MT/apo-MT puede
regular la homeostasis de Zn en respuesta a los eventos de sefalizacion que
involucran 6xido nitrico (NO) (St Croix y col., 2002) por lo que la metalotioneina podria
actuar en la cascada de senalizacion biologica, activando respuestas celulares
dependientes de metal (Theocharis, 2003).

De esta forma, la metalotioneina pueda actuar como un dador de Zn y a la vez
su forma apo como aceptor de Zn, a pesar de que la afinidad por el Zn de la mayoria
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de enzimas estudiadas es alrededor de 1000 veces mas baja que la de la
metalotioneina (Jacob y col., 1998).

De la misma manera puede controlarse la liberacién o enlace del cobre, que
ademas de ser un elemento catalitico de muchas enzimas, es un componente
estructural y funcional de la hemocianina, la proteina responsable del transporte de
oxigeno en la mayoria de los artrépodos y los moluscos (van Holde y Miller, 1995). De
ahi que en estas especies exista un metabolismo activo de este metal en el que
juegan un papel muy importante las cobre-metalotioneinas.

La metalotioneina podria ser importante en la homeostasis de metales
esenciales, regulando ademas su absorcion. El papel de la metalotioneina en la
absorcién intestinal de Zn fue reevaluado por Davis y col. (1998) usando tanto ratones
transgénicos que sobreexpresaban MT-1, como ratones knock-out que tenian
silenciado los genes de MT-1 y MT-2. Al cabo de las dos horas de haberles
suministrado una dosis oral Unica de Zn a estos animales, las concentraciones séricas
de Zn fueron 2.3 veces mas altas en los ratones knock-out, y un tercio en los ratones
transgénicos, con respecto a los controles, lo cual sugiere que la metalotioneina
reduce la absorcion intestinal de Zn. Este efecto ya habia sido descrito anteriormente
por Hoadley y col. (1988), quienes concluyeron que la metalotioneina en el intestino
podria actuar como un atrapador de zinc que facilitaria el retorno de este id6n al lumen.

Sin embargo, los ratones knock-out del gen de la metalotioneina son
aparentemente normales, lo cual cuestiona que la metalotioneina pueda tener un
papel crucial en la homeostasis de Zn, un metal imprescindible para el crecimiento y
desarrollo de los animales. No obstante, la normal apariencia de estos ratones podria
deberse a la presencia de sistemas secundarios de emergencia y por tanto no puede
concluirse que la metalotioneina no intervenga en la homeostasis de Zn (Klaassen y
col., 1999). De hecho, cuando se suministré una dosis toxica de Zn a ratones knock-
out del gen de la metalotioneina, se observé que tenian una mayor incidencia de
degeneracién de las células acinares del pancreas en comparacién con los ratones

controles (Kelly y col., 1996).

1.6.3 Proteccion frente al estrés oxidativo.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) comprenden una variedad de
moléculas tales como perdxido de hidrogeno (H.O,) y radicales libres (especies
quimicas con un electron desapareado) derivados a partir del oxigeno molecular como

hidroxilo (OH-), superéxido (O,™-) y radicales NO (Turrens, 2003). En las células
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no-fagociticas, las ROS se forman fundamentalmente durante la respiracion
mitocondrial, de lo cual se hablard en el apartado 1.8, aunque también se pueden
generar debido a la accién de varios sistemas enzimaticos extramitocondriales, como
por ejemplo, la NADPH-oxidasa de membrana plasmatica, la xantina-oxidasa de
citosol, la citocromo P450-oxidasa de peroxisomas, etc. (Gamaley y Klyubin, 1999).

La funcion fisiologica de las ROS no se conoce con exactitud, aunque
resultados recientes indican que podrian jugar un papel en la sefalizacién intracelular
(Droge, 2002), en la defensa contra patégenos, en la proliferacion celular y en la
apoptosis (Davis y col., 2001).

El estado de 6xido-reduccion de la célula es consecuencia de un balance entre
los niveles de los agentes oxidantes y los reductores. Por tanto, el incremento
incontrolado de los ROS frente a defensas antioxidantes limitadas, provocaria un
estado conocido como “estrés oxidativo” (Turrens, 2003). En este estado se generan
reacciones en cadena, mediadas por radicales libres, que afectan indiscriminadamente
a las proteinas (Stadtman y Levine, 2000), los lipidos (Rubbo y col., 1994), los
polisacaridos (Kaur y Halliwell, 1994) y el DNA (LeDoux y col., 1999). También pueden
ocurrir activaciones sostenidas de cascadas de sefalizacion, asi como expresion de
determinados genes, que induzcan apoptosis (Davis y col., 2001). De esta manera, el
estrés oxidativo se ha relacionado con una gran variedad de estados patolégicos como
son el céncer (Brown y Bicknell, 2001), la inflamacion (MacNee, 2001), las
enfermedades neurodegenerativas (Jenner, 2003), la toxicidad de algunas drogas
(Davis y col., 2001), etc.

Para protegerse del estrés oxidativo las células han desarrollado dos
importantes sistemas de defensa: un conjunto de proteinas pequefias con grupos
sulfidrilos activos desde el punto de vista redox (ej: glutation y tiorredoxina); y sistemas
enzimaticos como la superoxido dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa
(Nakamura y col., 1997).

Debido al alto contenido de residuos de cisteina que presentan las
metalotioneinas, seria razonable suponer que estas proteinas podrian funcionar como
potentes “atrapadores” o “scavengers” de ROS (apartado 1.5.2). De esta forma las
metalotioneinas podrian actuar como agentes anti-oxidantes en estados de estrés
oxidativo, e incluso, intervenir en las cascadas de senalizacion biolégicas mediadas
por las ROS (St Croix y col., 2002; Theocharis, 2003).

El papel anti-oxidante de las metalotioneinas fue demostrado in vivo por
primera vez en la levadura Saccharomyces cerevisiae, al interrumpir el gen que

codifica para la superédxido-Cu,Zn dismutasa (SOD1), una enzima que participa en la
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proteccion de las células de la toxicidad del oxigeno (Tamai y col., 1993). Dicha
interrupcién provoc6é varios defectos en el crecimiento e incapacidad para crecer en
placas de agar con lactato como fuente de carbono. Sin embargo, estas anomalias
fueron eliminadas sobreexpresando MT-Cu de levadura o MT-1 de mono en las
células SOD1-deficientes (Tamai y col., 1993). Aunque la MT-Cu de levadura y la
MT-1 de mamiferos no tienen homologia estructural, estas pueden complementarse
funcionalmente. De forma similar a los trabajos de Tamai y col. (1993) en levaduras,
en los ratones knock-out del gen de la superéxido-Cu,Zn dismutasa, los niveles de
MT-1 y MT-2 son 10 y 12 veces mayores respectivamente con respecto a los niveles
de los ratones controles (Ghoshal y col., 1999), lo cual podria ser la causa de las
caracteristicas aparentemente normales de estos ratones. Estos datos demuestran
claramente que las metalotioneinas de mamiferos y levaduras juegan un papel directo
en la defensa celular contra el estrés oxidativo, actuando como antioxidantes
(Theocharis y col., 2003).

En mamiferos, la actividad de las metalotioneinas como “atrapadores” de
radicales libres, fue demostrada por primera vez en células madres embrionarias
carentes de los genes MT-1 y MT-2. Estas células son altamente sensibles a agentes
generadores de radicales libres tales como: t-butilo hidroperdxido, t-butilo hidroquinona
y paraquat (Lazo y col., 1995). Sin embargo, la sobreexpresion de MT-1 las hace
resistentes a estos agentes (Pitt y col., 1997).

Otra evidencia del papel protector de la metalotioneina frente al estrés
oxidativo, la constituyen los experimentos en cultivos de células de corazén de ratdn
(Kang y col., 1997). La sobreexpresion de MT-2A humana en estas células disminuy6
la citotoxicidad causada por especies reactivas de oxigeno y de nitrdgeno, y atenuéd
marcadamente la oxidacién de moléculas reporteras como diclorofluoresceina y acido
cis-parinérico (Lazo y col., 1998). Contrariamente, en células derivadas de ratones
deficientes de los genes MT-1 y MT-2, se observé un incremento de la oxidacion
intracelular. Sin embargo, los niveles de glutatién reducido (GSH) encontrados en
estas células fueron similares a los encontrados en células normales, lo cual sugiere
que el papel antioxidante de la metalotioneina es independiente del GSH (Lazo y
col., 1998).

Por otro lado, se ha demostrado que la metalotioneina tiene un efecto protector
contra la accién citotdxica del NO (Schwarz y col., 1995; Theocharis y col., 2003).
Ejemplo de ello lo constituye la prevencion por MT-3 de la neurotoxicidad provocada
por NO en cultivos primarios de neuronas (Montoliu y col., 2000). Ademas en los sitios
de inflamacion, algunos de los estimulos que inducen la expresién de MT-1 y de MT-2
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(ej: TNF-a e IL-1), causan ademas la induccion de la NO sintasa (NOS), resultando en
una producciéon de NO que podria ser “atrapado” por la metalotioneina con una
liberacion concomitante de Zn. La liberaciébn de Zn podria suprimir la posterior
expresion y actividad de la NOS, cerrandose el ciclo de un mecanismo sugerido por
Zangger y col. (2001a) para explicar como la metalotioneina podria actuar como
agente anti-inflamatorio (Fig. 8).

L-arginina NO

Figura 8. Esquema de la funcidn protectora potencial de las metalotioneinas en
los sitios de inflamacion.

En invertebrados, el papel antioxidante de la metalotioneina ha sido
demostrado tanto a nivel celular como a nivel de organismo en el mejillbn Mytilus
galloprovincialis. Viarengo y col. (1999) demostraron que la induccién de
metalotioneina en estos animales, como consecuencia de una pre-exposicion a Cd,
abolié el incremento en la produccion de ROS inducido por un tratamiento con Fe en
extractos de la glandula digestiva, y por un tratamiento con H,O, en células aisladas
de la misma glandula. Ademas, los animales pre-tratados con Cd presentaron un
porciento de supervivencia mayor frente a un estrés oxidativo generado por Fe. La
resistencia dependiente de Cd frente al estrés oxidativo se asocié sélo al incremento
de los niveles de metalotioneina, ya que otros sistemas de defensa anti-oxidantes
(glutatiébn reducido, catalasa, superdxido dismutasa y glutation peroxidasa) no
sufrieron cambios. Si bien en esta especie es donde mejor se ha estudiado el papel
antioxidante de las metalotioneinas en invertebrados, existen otros trabajos que hacen
referencia al posible papel protector de estas proteinas frente al estrés oxidativo, luego
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de una exposicion a metales (Geret y col., 2002; Romero-Ruiz y col., 2003; Geracitano
y col., 2004).

A pesar de todas las evidencias mencionadas arriba, que indican que la
metalotioneina es un agente clave en la proteccién contra el estrés oxidativo, los
mecanismos moleculares mediante los cuales se ejerce esta funcién aun no han sido
dilucidados. Quesada y col. (1996) demostraron que en células HL-60 el peroxido de
hidrogeno (H.O.) puede reaccionar de forma directa con los grupos sulfidrilos de
MT-Zn. Estos resultados unidos a los experimentos in vitro descritos en el apartado
[.5.2, sugieren que uno de los mecanismos moleculares mediante el cual la
metalotioneina podria proteger contra el estrés oxidativo, es reaccionando
directamente con las ROS, aunque también la liberacion concomitante de Zn podria
activar respuestas celulares dependientes del metal (Theocharis, 2003).

1.6.4 Influencia sobre la proliferacion celular y la apoptosis.

La apoptosis es una muerte celular programada, que esta involucrada en
numerosos procesos fisiolégicos tales como la embriogénesis (Schutte y Ramaekers,
2000), la seleccion linfocitaria en el timo (Treves y col., 1994), la involucién de la
glandula mamaria después de un periodo de lactancia (Marti y col., 2000), etc. Este
tipo de muerte celular es necesario para el desarrollo normal y la homeostasis de
todos los organismos, tanto multicelulares como unicelulares (Horvitz, 1999; Lewis,
2000; Frohlich y Madeo, 2000). Sin embargo, su falta de regulaciéon puede conducir a
muchos procesos patolégicos tales como el cancer (Thompson, 1995), el SIDA
(Ameisen y Capron, 1991) y desérdenes neurodegenerativos (Sastry y Rao, 2000).

En sintesis, se han descrito dos vias principales que conducen a la apoptosis:
la via extrinseca (o de receptores de muerte de la superficie celular) y la intrinseca (o
de estrés). Las senales extracelulares de apoptosis, como la del factor de necrosis
tumoral (TNF-a) o la del ligando Fas (Fas-L), se transmiten via caspasa-8, mientras
que las de danos intracelulares (aumento de ceramida, ROS vy calcio, entre otros), lo
hacen a través de la liberacién de citocromo ¢y ATP por la mitocondria, activando la
caspasa 9 (Fig. 9). Tanto la caspasa 8 como la 9 activan la caspasa 3, y ésta a su vez,
es la responsable de activar/degradar numerosas proteinas claves para la vida celular,
resultando en la degradacion del DNA y la muerte celular. Ademas de las proteasas, y
otras enzimas como quinasas y fosfatasas, ambas vias de apoptosis dependen de la
presencia de cofactores como el AMP ciclico, el GTP y los iones metalicos como el
calcio, el magnesio y el zinc (Seve y col., 2002).
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Se ha demostrado que el atrapamiento de Zn intracelular conduce a la
apoptosis. En particular, se produce la activacion de la caspasa 3 sin una activaciéon de
las caspasas 8 y 9. En este sentido se ha propuesto que los IAPs (inhibitor of
apoptosis proteins) impiden el proceso apoptotico al interactuar con la caspasa 3 a
través de dominios BIR. Dichos dominios unen zinc, lo cual hace suponer que el
atrapamiento de zinc provocaria una desinhibicion de la caspasa 3 y desencadenaria
la muerte celular (Chimienti y col., 2001; Shindler y col., 2000).

“Via extrinseca” “Via intrinseca”
Ligando Fas Radiacién
TNFa Estrés oxidativo

\

Caspasa 8 %

\ Citocromo ¢

Caspasa 9

Pro-caspasa 3
(inactiva) \:/
Caspasa 3

 (activa) IAPs
Caspasa 6,7

\

Sustratos “dianas” de la muerte celular

Figura 9. Esquema general de las vias principales de la apoptosis.

Adicionalmente, existen evidencias que sugieren un papel inhibitorio del zinc en
etapas tardias de la apoptosis, como es la fragmentaciéon del DNA. Este efecto, que en
muchas lineas celulares se observa a concentraciones del metal alrededor de 50 uM,
podria deberse en parte a la inhibicion por parte del zinc de endonucleasas
dependientes de calcio y magnesio (Cohen y Duke, 1984). Sin embargo, se ha
demostrado que el zinc no es capaz de inhibir los eventos mas precoces de la
apoptosis, como son la inversion de las fosfatidilserinas de la membrana plasmatica o
la alteracion de la membrana mitocondrial interna y la liberacién de citocromo c¢
(Mathieu y col., 1996; Wolf y Eastman, 1999).
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Por otro lado, se han visto efectos pro-apoptéticos del zinc. A concentraciones
superiores a 200 uM el zinc potencia el efecto apoptético de estimulos como el
manganeso o la isquemia (Schrantz y col., 2001; Wood y Osborne, 2001). La entrada
rapida de zinc extracelular induce la apertura del poro de transicibn de la
permeabilidad mitocondrial, la liberacion de citocromo c y la activacion de la cascada
de proteinas de la apoptosis (Jiang y col., 2001).

Dado que la concentracion intracelular de Zn libre es muy baja (apartado 1.7),
encontrandose la mayor parte en forma wunida fundamentalmente a las
metalotioneinas, es de esperar que estas proteinas deben estar involucradas en la
proliferacion celular y la apoptosis. La migracién de la metalotioneina del citosol al
nucleo durante la proliferacion celular, asi como la inducciéon de la sintesis de
metalotioneina por citoquinas, hormonas y agentes citotoxicos, sustentan ademas
dicha hipétesis (Cherian y Apostolova, 2000). En este sentido, existen evidencias
acerca del papel anti-apoptético de la metalotioneina. Por ejemplo, se ha visto que la
potenciacién de la expresion de metalotioneina tanto en células tumorales como en
cardiomiocitos estimula la multiplicacion celular y tiene efectos anti-apoptéticos (Deng
y col., 1998; Tsangaris y Tzortzatou-Stathopoulou, 1998; Wang y col., 2001; Shimoda
y col., 2003). En contraste, tanto en células knock-out de metalotioneina, como en
cultivos celulares tratados con oligémeros antisentido al mRNA de ésta, se produjo la
inhibicién del crecimiento y el inicio de la apoptosis (Kondo y col., 1997; Abdel-Mageed
y Agrawal, 1997). En este ultimo caso se descartdé que la causa del incremento de la
susceptibilidad a la apoptosis se debiera a la alteracién de los niveles intracelulares de
zinc.

Por otro lado se ha visto que el sistema tioneina/metalotioneina puede regular
a la proteina p53: un factor de transcripcidbn que necesita ligar un i6n Zn en su
estructura para poder unirse al DNA, y que actua integrando multiples senales de
estrés en una serie de diversas respuestas antiproliferativas, de las cuales la mas
importante es que activa la apoptosis (Fridman y Lowe, 2003). Meplan y col. (2000)
demostraron no s6lo que la tioneina es capaz de inactivar in vitro a ésta proteina por
secuestro del Zn unido, sino que ademas la sobreexpresién de metalotioneina en
células, modul6 la actividad transcripcional de la p53.

Otra muestra del papel anti-apoptético de la metalotioneina lo constituyen los
experimentos de Penkowa y Hidalgo (2001), que administraron por via intravenosa
MT-2-Zn, a ratas con Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE) (un modelo
animal de la Esclorosis Mdltiple humana), y observaron una significativa reduccion de
la muerte celular apoptética de las neuronas y los oligodentrocitos, asi como una
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reduccién de los niveles de interleuquina-6 (IL-6) y de TNF-o. Sin embargo, una
cantidad de Zn equivalente a la que contenia la MT-2, fallé en inhibir la apoptosis de
los animales con EAE, lo cual demostrd que el efecto observado no se debid al Zn per
se.

A pesar de todas estas evidencias, el mecanismo molecular mediante el cual la
metalotioneina podria ejercer la funcion anti-apoptética no se conoce. Algunos de los
posibles mecanismos podrian ser neutralizando las ROS, induciendo la reduccion de
los niveles de citoquinas pro-apoptéticas como el TNF-a (Penkowa y Hidalgo, 2001) o
involucrando el factor nuclear kB (NF-kB), ya que se ha visto que la metalotioneina
interactua especificamente con la subunidad p50 de este factor nuclear (Abdel-
Mageed y Agrawal, 1998).

1.6.5 Relacion con el metabolismo energético.

La generacién de ratones knock-out de genes de las metalotioneinas 1y 2, ha
sido una de las herramientas mas recientes y valiosas para estudiar las funciones
fisiologicas de éstas proteinas. Estos ratones no tienen problemas para reproducirse, y
aparentemente son normales fenotipicamente. Sin embargo, han mostrado una
obesidad moderada y tienen altos niveles de leptina (el producto del gen obeso) en
sangre, ademas de ser mas sensibles a la toxicidad de metales y al estrés oxidativo
(Beattie y col., 1998). Asimismo, los ratones MT —/— presentan niveles mas bajos de
lactato en sangre e higado, en comparaciéon con ratones normales, luego de una
inflamacién inducida por endotoxina (Rofe y col.,, 1996); y al mismo tiempo, la
activacion de la glicélisis por Zn en cultivos primarios de hepatocitos provenientes de
estos ratones, es menor comparado con la activacion que provoca el Zn sobre la
glicélisis de cultivos de hepatocitos provenientes de ratones normales (Rofe y
col., 2000). Estos resultados, unidos a la considerable expresién inducida por frio de
MT-1 en el tejido adiposo marron (tejido productor de calor) de ratas (Beattie y
col., 1996) y a otros que se detallan mas adelante, han llevado a sugerir la posible
implicacion de las metalotioneinas en la regulacién del balance de energia.

En este sentido, in vitro se ha comprobado la participacién de la MT-1 en la
regulacion de la actividad de enzimas claves del metabolismo energético como la
glicerol-fosfato-deshidrogenasa (Maret y col. 2001) y la gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa (Maret y col.,, 1999). Ademas se ha observado que los adipocitos,
células endocrinas claves en la regulacion del balance energético, secretan

metalotioneina (= 30 ng/ml) (Trayhurn y col., 2000a, 2000b), y que la importacion de
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ésta a las mitocondrias hepéticas modula la respiracion (Ye y col., 2001). De igual
forma, se ha comprobado que la entrada de metalotioneina al nucleo durante la
diferenciacién celular es ATP-dependiente (Woo y col., 2000).

Por otra parte en invertebrados, también se ha visto que el frio es un factor que
induce considerablemente la expresién de metalotioneina. Mediante Northern blot,
English y Storey (2003) demostraron que luego de mantener el molusco Littorina
littorea a — 8 °C, la expresion a nivel transcripcional de la metalotioneina, tanto en el
hepatopancreas como en el musculo del pie, aument6 hasta 3 veces al cabode 1 hy
hasta 6 veces al cabo de las 12-24 horas.

Sin embargo, a pesar de todos estos indicios, no existe aun un consenso
acerca de que las metalotioneinas estén involucradas directamente en la regulacion
del metabolismo energético, ya que los ratones knock-out de genes de las
metalotioneinas 1 y 2, obtenidos por otros grupos distintos al de Beattie y col. (1998),
no se han diferenciado en el peso con respecto a los controles (Michalska y Choo,
1993; Masters y col.,, 1994a). La razén de dicha contradiccion podria deberse al
genotipo de las cepas de ratones que usaron estos otros grupos en comparacion con
los de Beattie y col. (1998). Mientras que, tanto los knock-out como los controles de
Michalska y Choo (1993) y de Masters y col. (1994a), pertenecian a una misma cepa
(C57BL/6J y 129/SvCPJ respectivamente), Beattie y col. (1998) usaron una mezcla de
cepas 129/0Ola y C57BL/6J para la generacion de los knock-out y los compararon con
ratones controles que eran todos de la misma cepa C57BL/6J. Con lo cual, no es
posible concluir que la obesidad moderada encontrada por Beattie y col. (1998) en los
ratones knock-out de los genes de las metalotioneinas 1 y 2 se debiera efectivamente
a la carencia de metalotioneina porque puede haberse debido a las diferencias
genéticas entre los dos grupos de ratones.

1.6.6 Papel de las metalotioneinas en el sistema nervioso.

En 1991, Uchida y col. aislaron a partir de cultivos neuronales humanos, un
nuevo miembro de la familia de las metalotioneinas (MT-3) designado inicialmente
como factor inhibitorio del crecimiento neuronal (GIF). Esta proteina fue nombrada de
esta forma porque su presencia provocaba una disminucién de la supervivencia de
neuronas corticales de neonatos in vitro; una propiedad no compartida por las
metalotioneinas 1 y 2. Esta proteina de 68 aminoécidos exhibié un 70% de identidad
de secuencia con las isoformas 1 y 2 de humanos, incluyendo los 20 residuos de
cisteina, por lo que se incluyé en la familia de las metalotioneinas y se designé como
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MT-3. La cadena polipeptidica de esta isoforma es mas larga que la de las isoformas 1
y 2 porque tiene un hexapéptido extra en el extremo C-terminal. Ademas, en las
posiciones 7 y 9 de la secuencia aminoacidica, tiene residuos de prolina (conservadas
en todas las MTs-3 conocidas) que podrian ser los responsables de su efecto
inhibitorio sobre el crecimiento neuronal (Sewell y col., 1995); en lo cual también
podria ser importante la treonina adicional de la posicion 5 (Romero-Isart y col., 2002)
(Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion de las secuencias aminoacidicas de las metalotioneinas
1a, 2a y 3 humanas. En negrita aparecen senalados los aminoacidos que podrian ser
responsables de la actividad funcional de MT-3.

Dominio-f3

MT-1a 1 MDPN.CSCATGGSCTCTGSCKCKECKCNSCK 30
MT-2a 1 MDPN.CSCAAGDSCTCAGSCKCKECKCTSCK 30

MT-3 1 MDPETCPCPSGGSCTCADSCKCEGCKCTSKC 31
Dominio-o

MT-1a 31 KSCCSCCPMSCAKCAQGCICKG...... ASEKCSCCA 61
MT-2a 31 KSCCSCCPVGCAKCAQGCICKG...... ASDKCSCCA 61
MT-3 32 KSCCSCCPAECEKCAKDCVCKGGEAAEAEAEKCSCCQ 68

A diferencia de MT-1 y MT-2, la isoforma MT-3 une Zn de forma no cooperativa
(Burdette y Lippard, 2003), puede tener una mayor capacidad de union a metales
(apartado 1.5.1), y su expresion no se induce por metales y glucocorticoides (Palmiter y
col., 1992). En el cerebro la expresion de MT-1 y MT-2 ha sido localizada en astrocitos
y células de glia (Young y col., 1991; Nakajima y Suzuki, 1995), mientras que la
expresion de MT-3 tiene lugar fundamentalmente en las neuronas enriquecidas en zinc
(“zinc-containing neurons”), y es mas abundante en las neuronas piramidales del
hipocampo y las células granulares del giro dentado del hipocampo, cuyas
proyecciones contienen la mayor concentracion de zinc de todo el cerebro (Masters y
col., 1994b; Erickson y col., 1997). También, como se comentara mas adelante, bajo
algunas condiciones se ha descrito la expresién de MT-3 en astrocitos (Masters y
col., 1994b; Kobayashi y col., 1993).

A pesar de que se le han atribuido a las metalotioneinas (1, 2 y 3) un papel
muy importante en la regeneracion y proteccién del sistema nervioso frente a

diferentes danos, sus funciones aun no se conocen con precision. MT-1 y MT-2
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podrian estar involucradas en procesos inflamatorios del cerebro (Penkowa y
col., 2000; van Lookeren Champagne y col., 1999; Chung y col., 2004), ya que su
expresion aumenta considerablemente en patologias neurodegenerativas, cuya base
es un proceso inflamatorio, como son la enfermedad de Alzheimer (Adlard vy
col., 1998), la enfermedad de Pick (Duguid y col., 1989), la esclerosis lateral
amiotrofica (Sillevis Smitt y col., 1992) y luego de una isquemia cerebral (Neal y
col., 1996). Los ratones knock-out de MT-1 y MT-2 presentan respuestas inflamatorias
prolongadas, y un estrés oxidativo y apoptosis cerebral incrementados (Penkowa y
col., 1999). Ademas la sobreexpresion de MT-1 protege de la isquemia cerebral focal
(van Lookeren Champagne y col., 1999).

Por otro lado, el papel neurobiolégico de MT-3 se ha estudiado en ratones
knock-out del gen de MT-3. Dichos mutantes no presentan neuropatologias ni defectos
en su comportamiento o capacidad de aprendizaje. Sin embargo, la regién CA3 del
hipocampo de estos ratones es mas susceptible a la acciéon del acido cainico, un
agente neurotéxico que provoca convulsiones y apoptosis neuronal (Erickson y
col., 1997). Por otro lado, se ha descrito que los niveles de MT-3 disminuyen en
astrocitos circundantes de las areas del cerebro con enfermedades degenerativas
como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral
amiotrofica y el sindrome de Down (Uchida, 1994), pero se incrementan en astrocitos
adyacentes a zonas donde hubo infartos cerebrales, dafos por heridas o dafos
excitotoxicos inducidos por N-metil-D-aspartato (NMDA) (Hozumi y col., 1998).

.7 El zinc en los sistemas bioldgicos.

.7.1  Flujo intracelular de zinc.

Debido al amplio papel tanto estructural como funcional que desempefa el zinc
en los sistemas bioldgicos, lo cual se detallara en el proximo apartado, los niveles de
este ion en los distintos compartimentos intracelulares deben estar altamente
controlados. En este sentido se ha demostrado que en numerosos tipos celulares la
concentracion de zinc libre tanto en el ndcleo como en la mitocondria es mucho menor
(en el orden femtomolar) que la del citosol (alrededor de 1 nM) (Chimienti y col., 2003).
Ademas los niveles de zinc en los distintos compartimentos celulares cambian segin
el estado fisiol6gico de las células. Por ejemplo, en casos de proliferacion celular, la
concentracion citosolica del metal aumenta rapidamente de 5 a 3 veces, lo cual
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permite el paso de la fase G1 a la fase S del ciclo celular (Schmidt y Beyersmann,
1999).

En los mamiferos el flujo de zinc hacia el citosol celular ocurre a través de
transportadores de la familia ZIP (Zrt/Irt-like proteins), que se agrupan en cuatro
subgrupos o subfamilias de acuerdo al grado de conservacién de su secuencia
(Gaither y Eide, 2001). Por otra parte se han identificado al menos 7 canales
identificados como CDFs (cation diffusion facilitator) o ZnTs, que permiten el eflujo de
zinc del citosol hacia el exterior de la célula o hacia organelos intracelulares (Kambe y
col., 2004), protegiendo a la célula de un exceso del metal. Ademés el numero de
candidatos posibles a éstos transportadores, encontrados por homologia de
secuencias, aumenta cada ano. La proteina ZnT-1, localizada en la membrana
plasmatica, asegura la exportacién de zinc fuera de la célula (Palmiter y Findley,
1995), mientras el resto de los transportadores favorecen la acumulacion de Zn en
diferentes compartimentos y vesiculas de secrecién. Curiosamente, la expresion de
ZnT-1 es regulada por MTF-1, que al igual que en el caso de la metalotioneina
(apartado 1.3.1), se une a regiones MRE presentes en el promotor del gen ZnT-1
(Langmade y col., 2000). EI ZnT-2 favorece la acumulacién de zinc en los lisosomas y
esta presente principalmente en el rindn (Palmiter y col., 1996). Los transportadores
ZnT-3 y ZnT-4 sélo se expresan en determinados tejidos como el cerebro (Palmiter y
col., 1996; Wenzel y col., 1997) o las glandulas mamarias (Michalczyk y col., 2002)
respectivamente. ZnT-3 es el responsable en las neuronas de la acumulacién de zinc
en las vesiculas sinapticas, mientras que ZnT-4 garantiza la acumulacién de zinc en
las vesiculas que son destinadas a secretar su contenido en la leche, en la cual el Zn
esta presente a altas concentraciones (Kambe y col., 2004). Por su parte ZnT-5, ZnT-6
y ZnT-7 podrian transportar Zn desde el citoplasma al aparato de Golgi (Huang y
col., 2002; Kirschke y Huang, 2003), aunque su funcién especializada no ha sido
dilucidada. ZnT-5 es muy abundante en el pancreas (Kambe y col., 2002) y esta
asociado con los granulos de insulina de las células B pancreaticas. En dichos
granulos, la insulina es almacenada en forma de hexameros sélidos que enlazan dos
iones Zn?* por hexamero (Gold y Grodsky, 1984; Emdin y col., 1980). Por otro lado, en
la membrana nuclear se han detectado por la técnica de patch-clamp canales
permeables tanto a calcio como a zinc que podrian contribuir a la regulacién de la
concentracion de zinc nuclear (Longin y col., 1997), pero estas proteinas aun no han
sido aisladas ni clonadas. Tampoco han sido encontrados hasta el momento canales
de Zn en la mitocondria. Se cree que el Zn pudiera entrar a este organelo,
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probablemente mediante el uniportador de calcio (Brierley y col., 1968; Saris y Niva,
1994).

La presencia de transportadores de Zn, tanto de la membrana plasmatica como
de organelos intracelulares, no sb6lo ha sido determinada en mamiferos. En
S. cerevisiae y C. elegans, también han sido encontrados proteinas relacionadas con
la familia de proteinas ZIPs y ZnTs de mamiferos (MacDiarmid y col., 2000; Bruinsma
y col., 2002).

I.7.2 Papel biolégico del zinc.

Como habiamos adelantado en el apartado 1.6.1, el Zn juega un papel muy
importante como elemento estructural en algunas proteinas, ya que contribuye al
plegamiento de éstas. Por ejemplo, de manera general, las cadenas polipeptidicas que
conforman los dominios de las proteinas alcanzan el plegamiento adecuado de forma
auténoma, pero esto requiere que tengan una cierta longitud de aproximadamente 50
residuos aminoacidicos. En los ultimos afos, se han encontrado un numero de
creciente de dominios que son demasiado pequefos para plegarse por si solos pero
obtienen un plegamiento estable cuando unen iones zinc (Berg y Shi, 1996).

Ademas, el zinc ha sido encontrado como elemento estructural en otras
proteinas y complejos de proteinas importantes que incluyen el supresor de tumores
p53 (Cho y col., 1994) y el complejo de receptor de prolactina-hormona de crecimiento
humana, en el cual el zinc forma un puente entre la hormona y el receptor (Somers y
col.,, 1994). Las familias de proteinas en este grupo tienen en comun sitios de enlace
de zinc tetraédricos formados por las cadenas laterales de cisteina, histidina y
ocasionalmente aspartato y glutamato (Berg y Shi, 1996).

Por otro lado, el zinc juega un importante papel funcional en muchas proteinas.
La presencia de zinc en una enzima fue establecida por primera vez por Keilin y Mann
(1940), quienes demostraron que era requerido para la actividad catalitica de la
enzima anhidrasa carbdnica (Keilin y Mann, 1940). Desde entonces el numero de
enzimas descubiertas que requieren de zinc ha ido aumentando hasta llegar a méas de
300 en la actualidad, la mayoria de las cuales han sido caracterizadas en detalle
(Coleman, 1992). En general, el zinc es cofactor de las 6 clases de enzimas
existentes: oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas;
ejemplos de enzimas que necesitan el Zn como cofactor son, ademas de la anhidrasa
carbdnica, las RNA polimerasas (Coleman, 1974), la carboxipeptidasa A (Vallee y
Neurath, 1955), la termolisina (Latt y col., 1969), la alcohol deshidrogenasa (Hoch y
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Vallee, 1956) y la fosfatasa alcalina (Plocke y col., 1962). En la mayoria de estas
enzimas, el zinc esta directamente involucrado en la catalisis, sin embargo en algunas
juega un papel puramente estructural (Berg y Shi, 1996). El ejemplo clasico es la
aspartato transcarbamoilasa de Escherichia coli, en la cual las subunidades
reguladoras contienen zinc enlazado (Nelbach y col., 1972). La eliminacion del zinc
provoca la disociacion de las subunidades reguladoras de las subunidades cataliticas
con la consiguiente pérdida de la regulacion alostérica pero no de la actividad
catalitica.

Mas recientemente ha sido descubierto que el zinc ademas juega un papel
estructural y funcional muy importante en los factores de transcripcion de eucariontes.
El papel estructural del zinc en estas proteinas involucradas en la replicacién del DNA
y en la transcripcién reversa de eucariontes, fue propuesto por primera vez en 1983
para el factor de transcripcién IIIA (TFIIIA) (Hanas y col.,, 1983). Los analisis
posteriores revelaron la presencia de pequefos dominios basados en la unién de zinc
(lamados “dedos de zinc”) en TFIIIA y en una amplia variedad de otras proteinas
involucradas en la regulacién génica (Miller y col., 1985). En los ultimos anos, mas de
10 clases de tales dominios basados en la unién de zinc, han sido descubiertos y
caracterizados bioquimicamente (Laity y col., 2001).

Por otro lado en el sistema nervioso central, el zinc juega un papel adicional
como producto de secrecion neuronal. Este ion es altamente concentrado en las
vesiculas presinapticas de un tipo de neuronas enriquecidas en zinc, que presentan en
particular abundancia MT-3 y transportadores ZnT-3 de membrana (Burdette y
Lippard, 2003). Aunque todavia no se conoce con certeza el papel que puede jugar el
zinc en este tipo de neuronas, que son un subgrupo de las neuronas glutamatérgicas,
se cree que podria estar involucrado en la regulacion de la excitabilidad del cerebro a
través de la modulacién de los receptores de glutamato (Frederickson y Bush, 2001).

.7.3 Propiedades quimicas del zinc que le confieren un importante papel
bioldgico.

El zinc existe como un cation divalente, Zn®*, que tiene el orbital d
completamente lleno: 1s® 25 2p° 3s? 3p° 3d'°. Esta configuracién electronica tiene
importantes consecuencias. En términos de la teoria acido-base duro-blando, el Zn*
es considerado un &cido intermedio. Debido a esto, el Zn®** puede interactuar
fuertemente con una variedad de diferentes ligandos que incluyen los sulfuros de las
cisteinas, el nitrogeno de las histidinas, y el oxigeno de los glutamatos, aspartatos y
agua. Por otro lado el ion Zn** no es activo desde el punto de vista redox; ni el
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potencial de la forma oxidada, Zn*, ni el potencial de la forma reducida, Zn*, son
accesibles bajo condiciones fisiologicas. Esto es importante para su papel como
elemento estructural de las proteinas que se unen al DNA, ya que otros metales redox-
activos, como cobre y hierro, podrian promover reacciones de radicales libres que
dafiarian el DNA, si sustituyeran al Zn* como elemento estructural clave de los
factores de transcripcion. Por Gltimo, el Zn?* en términos cinéticos es relativamente
labil, con lo cual las reacciones de intercambio de éste son relativamente rapidas,

facilitandose la captacion y liberacion de este ion entre ligandos (Berg y Shi, 1996).

1.8 Formacion mitocondrial de ROS. Efecto de los inhibidores de la cadena
respiratoria mitocondrial y de los desacoplantes de la fosforilaciéon
oxidativa sobre la producciéon de ROS.

La mayoria del oxigeno consumido por los organismos aerobios es reducido a
agua por el complejo citocromo oxidasa en la ultima reaccion de la cadena respiratoria
mitocondrial (Fig. 10). Sin embargo, una pequena proporcion de las moléculas de
oxigeno (1-2%) (Boveris y Chance, 1973) son convertidos a radical anion superéxido
(O2) en otros sitios de la cadena respiratoria. Este radical libre, que es el producto de
la reduccion del oxigeno molecular por un electron, es el precursor de la mayoria de
las ROS. La dismutacién de O, (espontdneamente o a través de una reaccién
catalizada por las enzimas superoxido dismutasas) produce peréxido de hidrégeno
(H20y), el cual puede ser reducido completamente a agua o reducido parcialmente a
radical hidroxilo (OH-), uno de los oxidantes mas fuertes en la naturaleza (Turrens,
2003). La formacién de (OH-) es catalizada por metales de transicion reducidos, los
cuales a su vez podrian ser re-reducidos por O,:, propagandose este proceso
(Liochev y Fridovich, 1999). Ademads, O, podria reaccionar con otros radicales como
oxido nitrico (NO-), formando el peroxinitrito; un oxidante muy fuerte (Radi y
col., 2002). Los oxidantes derivados a partir del NO- han sido llamados recientemente
especies reactivas de nitrogeno (RNS) (Turrens, 2003).

Durante los ultimos 35 afios numerosos laboratorios han identificado una
variedad de fuentes mitocondriales generadoras de O, ™, que incluyen tanto complejos
respiratorios como enzimas individuales. La formacion de superéxido tiene lugar en la
membrana mitocondrial externa, en la matriz y en ambos lados de la membrana

mitocondrial interna (Turrens, 2003) (Tabla 2).
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E spacio

intermembrana

41T

NADH + H* NAD*

Matriz

Succinato Fumarato

Figura 10. Esquema del flujo de electrones y protones a través de los cuatro
complejos de la cadena respiratoria mitocondrial. Con numeros romanos se
representan los complejos NADH deshidrogenasa (l), succinato deshidrogenasa (ll),
ubiquinona-citocromo c¢ oxidoreductasa (lll) y citocromo oxidasa (IV). Q y Cyt
representan ubiquinona y citocromo respectivamente. Adaptado a partir de la figura
19-14 de Nelson y Cox (2000).

Tabla 2. Localizacion de las principales fuentes mitocondriales de anion
superoéxido. (Tomado de Turrens, 2003)

Componente Localizacion Referencias
Complejo | Membrana interna/ (Genova y col., 2001;
(NADH deshidrogenasa) lado interior Kushnareva y col., 2002)
Complejo Il Membrana interna/ (Zhang y col., 1998;

(succinato deshidrogenasa)

lado interior

Lenaz, 2001)

Complejo Il
(ubiquinona-citocromo ¢

oxidoreductasa)

Membrana interna/

lado interior

(Turrens y col., 1985)

Complejo Il
(ubiquinona-citocromo ¢

oxidoreductasa)

Membrana interna/
lado exterior

(Hany col., 2001;
Starkov y Fiskum, 2001)

NADH deshidrogenasa externa
(levadura)

Membrana interna/
lado exterior

(Fang y Beattie, 2003)

Glicerol-fosfato deshidrogenasa

Membrana interna/
lado exterior

(Drahota y col., 2002)

Deshidroorotato deshidrogenasa

Matriz

(Forman y Kennedy, 1976)

Monoaminooxidasa

Membrana externa/

lado interior

(Hauptmann y col., 1996)
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Aunque el Complejo Il parece ser el responsable de la mayoria del O,
producido en las mitocondrias de corazén y pulmén (Turrens y Boveris, 1980; Turrens
y col., 1982), la formaciéon de O, por el Complejo | parece ser la fuente primaria de
O, - en las mitocondrias de cerebro (Barja y Herrero, 1998). Ademas, el Complejo | es
la fuente primaria de ROS en una variedad de estados patolégicos (Barja y Herrero,
1998; Nicholls, 2002). En el Complejo I, la fuente primaria de O, parece ser uno de
los “clusters” Fe-S (0 N-1 o 0 N-2; Genova y col. 2001; Kushnareva y col., 2002). En el
Complejo Ill, la mayoria del O, parece ser formada como resultado de la
autooxidacién de ambas ubisemiquinonas de la cara externa e interna de la membrana
mitocondrial interna (Turrens y col., 1985; Han y col., 2001; Starkov y Fiskum, 2001)
(tabla 3).

La contribucion relativa de cada sitio a la produccion global de O, varia no
s6lo entre los diferentes 6rganos, sino también en dependencia de si las mitocondrias
estan respirando activamente (estado 3; en presencia de O,, ADP y equivalentes de
reduccion) o la cadena respiratoria esta altamente reducida (estado 4; ausencia de
ADP) (Barja, 1999). La energia liberada por el flujo de electrones a través de la cadena
respiratoria se conserva como gradiente de protones a través de la membrana
mitocondrial interna (Mitchell, 1977). Este gradiente se disipa a través del complejo de
la ATP sintasa (Complejo V) permitiendo que se sintetice ATP (Noji y Yoshida, 2001).
En ausencia de ADP, el movimiento de H* a través de la ATP sintasa cesa y el
gradiente de protones se hace maximo, lo cual provoca que disminuya la velocidad del
flujo de electrones y por tanto que los componentes de la cadena respiratoria queden
mas reducidos (estado 4). Como resultado, las concentraciones de O, - del estado
estacionario fisiolégico se incrementan (Boveris y col., 1972). La formaciéon de O,
podria ademas ser incrementada en presencia de inhibidores de la cadena respiratoria
mitocondrial (por ejemplo la rotenona, la cual inhibe el Complejo I, o la antimicina A, un
inhibidor del Complejo Ill), los cuales provocan que aquellos transportadores
anteriores al sitio de inhibicion queden totalmente reducidos (Turrens, 2003). Desde
1967 se conoce que el Zn** puede inhibir la respiracion mitocondrial a concentraciones
micromolares (Skulachev y col.,, 1967). Mediante estudios posteriores se ha
establecido que el Complejo Il (complejo bc;), es el sitio primario de unién e inhibicion
por Zn?** (Lorusso y col., 1991; Link y von Jagow, 1995; Berry y col., 2000),
demostrdndose que existen dos sitios de union de este ion en el complejo. La
inhibicion es reversible (K;= 107 a pH 7.0 en bovino), y a concentraciones mayores de

5 uM puede ser completa (Link y von Jagow, 1995). En este sentido, Sensi y
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col. (1999) demostraron que en este rango de concentraciones (micromolar) el Zn?*
desencadena la produccién mitocondrial de ROS.

Contrariamente, los agentes desacoplantes de la fosforilacion oxidativa (por
ejemplo 2,4 dinitrofenol y trifluorocarbonilcianuro fenilhidrazona) inhiben la formacion
de O, ™, ya que incrementan la velocidad de la transferencia de electrones y por tanto
disminuyen la reduccion de los transportadores de electrones en el estado estacionario
(Boveris y Chance, 1973).

1.8.1 Defensas enzimaticas contra el estrés oxidativo.

Las mitocondrias tienen numerosas defensas contra el estrés oxidativo para
mantener en el estado estacionario una baja formacion de oxidantes. En este
organelo, el anion superoxido es eliminado fundamentalmente por una superéxido
dismutasa dependiente de Mn (SOD2), similar a las de bacterias pero diferente a la
isoenzima dependiente de Cu y Zn (SOD1), encontrada en el citosol (Weisiger y
Fridovich, 1973). Mientras la forma citosélica es una enzima constitutiva, la superédxido
dismutasa de la matriz mitocondrial podria ser inducida por una variedad de
circunstancias como hiperoxia, radiacion, o como una respuesta a citoquinas (Turrens,
1997). Recientemente se ha visto que la SOD1 puede ademas localizarse en el
espacio intermembrana de las mitocondrias, con lo cual podria proteger del dafio
oxidativo, tanto los componentes citosélicos como los mitocondriales (Sturtz y
col., 2001; Okado-Matsumoto y Fridovich, 2001). En el caso de los crustaceos
decapodos, en lugar de tener una superoxido dismutasa dependiente de Cuy Zn en el
citosol, lo que tienen es una isoenzima dependiente de Mn que se diferencia de la
mitocondrial en que no tiene la secuencia sefnal de localizacién mitocondrial (Brouwer
y col., 1997).

El peréxido de hidrégeno mitocondrial es eliminado por la glutation peroxidasa
(Chance y col., 1979) y por la tiorredoxina peroxidasa o peroxirredoxina (Kang y
col., 1998; Kowaltowski y col., 2001). En las mitocondrias de corazén es eliminado
ademas por la catalasa, una enzima que en la mayoria de los érganos es confinada a
los peroxisomas (Chance y col., 1979).

Ademas se ha encontrado una reductasa de membrana, dependiente de
succinato, que podria ser responsable de la destoxificacion de diferentes radicales in
vivo, asi como de la regeneracién de la vitamina E reducida (Turrens, 1997).
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Objetivos

| Objetivos

Aunque las metalotioneinas han sido objeto de estudio desde hace mas de
cuatro décadas sin que se haya podido establecer su papel biolégico preciso, la
destoxificacibn de metales no esenciales ha sido la funcion que de forma mas
concluyente se les ha podido atribuir. Esta caracteristica de las metalotioneinas ha
sido frecuentemente utilizada como marcador de la contaminacion ambiental tanto en
mamiferos como en invertebrados, siendo este hecho por el que mas se les conoce a
éstas proteinas en especies de alto valor comercial como los crustaceos. Sin embargo
otras funciones de las metalotioneinas en este grupo de animales no han sido
estudiadas. Por esta razén seleccionamos la langosta P.argus, un recurso pesquero
muy importante en los paises de la costa atlantica del oeste, para estudiar otras
posibles funciones de estas proteinas, ademas de la de destoxificacion. Con estos
antecedentes, los objetivos que nos planteamos en ese trabajo pueden resumirse en:

1. Obtener y caracterizar mediante técnicas de biologia molecular, la secuencia
génica y aminoacidica de un péptido (MTPA) perteneciente a la familia de las
metalotioneinas, a partir del hepatopancreas de la langosta P. argus.

2. Analizar la expresion del gen que codifica para MTPA, asi como la induccion de su
expresion por cadmio, en diferentes tejidos de la langosta.

3. Determinar la estequiometria de zinc unido a MTPA, mediante diferentes técnicas
de andlisis, luego de expresar y purificar esta proteina como tioneina-zinc, por via

recombinante.
4. Estudiar el efecto que produce MTPA (TPA-Zn) y su forma apo (TPA), sobre la
velocidad de la cadena de transporte de electrones, de mitocondrias procedentes

de hepatopancreas de bogavante y de higado de raton.

5. Determinar la influencia de MTPA (TPA-Zn), y su forma apo (TPA), sobre la
produccion de ROS de mitocondrias hepatopancreéticas.
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Materiales y Métodos

]| Materiales y Métodos

lll.1  Materiales

Todos los reactivos y productos utilizados son de grado analitico y han sido
suministrados por distintas casas comerciales, fundamentalmente: Sigma y Merck. Los
oligonucledtidos sintéticos, asi como el material radioactivo, eran de Amersham
Pharmacia Biotech. Se han utilizado ademas una serie de productos mas especificos
cuya procedencia se indica en el texto.

Los medios de cultivo, las disoluciones empleadas, asi como el material
desechable (puntas de micropipetas, tubos, jeringuillas, pipetas Pasteur) fueron
esterilizados en autoclave si no venian previamente estériles. El material de vidrio fue
adem@s esterilizado en horno a 180°C durante 8 horas o mas.

El agua, disoluciones y tampones utilizados en los procesos de purificacién de
MTPA y en su posterior andlisis estructural, fueron burbujeados con N, durante 30
minutos para eliminar el O, de estas disoluciones y asi evitar la oxidacion de la
proteina.

.2 Animales de experimentacion.

Para la obtencién de los explantes y la extraccion de RNA total se han utilizado
langostas adultas (600-700 g) de la especie P. argus procedentes de la costa norte
occidental de Cuba. Estos animales fueron transportados humedecidos con agua de
mar hasta el laboratorio y a una temperatura de aproximadamente 10°C para disminuir
su actividad metabdlica.

Para la realizacion de los experimentos con mitocondrias se han utilizado
ratones de 2 meses de la raza Balb/c y bogavantes adultos (500-600 g) de la especie
H. americanus. Los ratones se criaron en el animalario del Centro de Biologia
Molecular “Severo Ochoa” de la Universidad Auténoma de Madrid, en condiciones
estériles, con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas, humedad relativa del 50-55% y
temperatura de 20-25°C. Estos animales se alimentaron con una dieta estandar de
laboratorio y tuvieron en todo momento libre acceso al alimento y al agua de bebida.
Finalmente se sacrificaron por dislocacion cervical. Los bogavantes H. americanus
fueron obtenidos en pescaderias locales donde son mantenidos en peceras y al igual
qgue en el caso de las langostas P. argus, se sacrificaron luego de ser anestesiados
por enfriamiento a —20°C de 20 a 25 minutos.
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111.3 Extraccion de RNA

Todo el material empleado fue esterilizado en autoclave y horno a 180°C. El
agua utilizada para la preparacion de las disoluciones se traté con dietilpirocarbonato
(DEPC) al 0.1% (v/v) y posteriormente fue esterilizada en autoclave.

El aislamiento de RNA total se realizé a partir de 100—200 mg de tejido o
explante de tejido, que fue congelado en nitrégeno liquido inmediatamente después de
su extraccion. El proceso de purificacion de RNA fue llevado a cabo basicamente
segun Chomczynski y Sacchi, (1987) con algunas modificaciones que se describen a
continuacion.

El tejido fue desnaturalizado en 1 ml de disolucion de tiocianato de guanidina
4 M, citrato de sodio 25 mM pH 7, N-laurilsarcosina 0.5% (p/v) y B-ME 0.1 M.
Posteriormente se homogeneizd en Polytron (PT3000 kinematica AG) a 11000 rpm en
hielo. Las cuchillas fueron lavadas después de cada extraccion con: 1) agua destilada
estéril, 2) NaOH 50 mM, 3) agua destilada estéril, 4) acido acético 50 mM, 5) agua
destilada estéril tratada con DEPC.

Teniendo en cuenta el volumen inicial, se afadi6 1/10 de éste de acetato de
sodio 2 M pH 4.0 y un volumen de fenol, agitando enérgicamente en vortex. Luego se
anadié 0.2 volumenes de mezcla cloroférmica [cloroformo-alcohol isoamilico en
proporciéon 49:1 (v/v)], se agitdé en vortex y se dej6 en hielo durante 2 minutos. A
continuacioén, se centrifugé en microcentrifuga a 14 000 rpm durante 20 minutos a 4°C.
Tras la centrifugacion, el RNA quedé en la fase superior mientras que el DNA y las
proteinas quedaron en la interfase y en la fase fendlica respectivamente. Se extrajo la
fase acuosa superior y el RNA total se precipitd con un volumen de isopropanol
durante una hora a —20°C. Transcurrido ese tiempo se centrifug6 a 14 000 rpm,
20 minutos a 4°C. El precipitado de RNA se sec6 unos minutos a temperatura
ambiente y se resuspendié en 300 uL de la solucion desnaturalizante antes descrita.
Se volvio a precipitar de nuevo con isopropanol durante una hora a —-20°C,
centrifugandose posteriormente a 14 000 rpm, 10 minutos a 4°C. El precipitado de
RNA se lavé con etanol al 75% (v/v) tratado con DEPC, sin resuspender, y se
centrifug6 a 14 000 rpm, 5 minutos a 4°C. El nuevo precipitado de RNA total se secé 5
minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, se resuspendié en agua estéril tratada
con DEPC y se determin6 su concentraciébn midiendo la absorbancia a 260 nm.
Finalmente, el RNA se precipité afiadiendo 1/20 de su volumen de acetato de sodio
3M pH 7 y 2.5 volumenes de etanol absoluto, guarddndose a — 70°C hasta su posterior

uso.
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.4 Transcripcion inversa de mRNA a cDNA.

El RNA total (5 ng) de cada tejido (hepatopancreas, intestino, sistema nervioso
y musculo) fue tratado con DNasal libre de RNasas (2U/ug RNA) (Roche) durante
30 minutos a 37°C, en presencia RNasin (4 U/ug) (Promega) y DTT 8 mM, para
eliminar la posible contaminacién de DNA. Seguidamente, se incubd durante 5 minutos
a 95°C con el fin de desnaturalizar la DNasal, y se procedi6 a la copia del RNA a DNA
(cDNA) segun el método descrito por Sambrook y col. (1989). En esta reaccién se
emplearon 4 U/ul de la enzima transcriptasa inversa (RT) procedente del virus de la
leucemia murina de Moloney (M-MLV) (Gibco BRL) en un volumen final de 20 ul de
tampon de reaccion (Tris-HCI 50 mM pH 8.3, KCI 75 mM, MgCl, 3 mM), 1 mM de cada
desoxinucledtido trifosfato (ANTPs), 50 nM de hexanucle6tidos sintéticos degenerados
p(dN)s (Boehringer Mannheim) y el resto de los componentes del tratamiento previo
con la DNAsal. La reaccion transcurrié durante 1 hora a 37°C, y luego la mezcla se
calenté 5 minutos a 95°C, para desnaturalizar la enzima. El cDNA asi generado, se
amplific6 mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o se guard6 a —20°C
hasta su posterior utilizacion.

lll.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

El cDNA generado se amplificé por PCR, para lo cual se empleé la enzima Taq
DNA polimerasa de la bacteria termoéfila Thermus thermophilus (Biotools) y como
cebadores los oligonucleétidos sintéticos que se indican en la tabla 3.

La reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 50 ul que contenia 1 pl del
producto de reaccion de la RT, tampon de reaccién (TrisHCI 75 mM pH 9.0, KCI
50 mM, (NH,4).SO4 20 mM), MgCl, 2mM, 0.2 mM de cada dNTP, 0.5 uM de cada uno
de los cebadores y 1.25 U de la enzima Taqg DNA polimerasa (Biotools). En todos los
casos se utilizé un termociclador de la marca Perkin EImer, Gene Amp PCR System
2400. Para obtener las condiciones éptimas de amplificacion, en la fase exponencial
de la PCR, se ensayaron diferentes nimeros de ciclos tanto para la amplificacion de
MTPA, como para la amplificacion del rRNA 18S (control interno de la cantidad de
cDNA de partida). Dicho procedimiento es presentado en detalle en la Figura 11,
donde se observa una relacién lineal entre el numero de ciclos de amplificacién y la
intensidad de la sefal de la PCR (expresada como U.A. de la DO absoluta), entre los
ciclos 20-30 para MTPA, y entre los ciclos 16-20 para el rRNA 18S. Teniendo en
cuenta esto, para la determinacion de los niveles de expresion de MTPA por RT-PCR
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semicuantitativa, el cDNA molde se desnaturalizé6 a 94°C 4 minutos, seguido por 24
ciclos para MTPA y 18 ciclos para el rRNA 18S con las siguientes temperaturas: 94°C
30 segundos, 55°C 45 segundos, 72°C 1 minuto; y extension final a 72°C 10 minutos.
Concluida la reaccién, las muestras se llevaron a 4°C y el DNA resultante se someti6 a

electroforesis en las condiciones que mas adelante se detallan.
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Figura 11. Optimizacion del nimero de ciclos de la RT-PCR semicuantitativa. A.
Amplificacion de MTPA. B. Amplificacion del rRNA 18S.
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Tabla 3. Cebadores usados para el clonaje y el analisis de expresion del gen de

MTPA.

Nombre
Directo MtA,

Inverso MtB;

Directo MtA,

Inverso MiB,

Directo 18S-1

Inverso 18S-2

Directo GSP,

Inverso GSP;

GeneRacer™ 3’
GeneRacer™ 5’

Directo MTPA

Inverso MTPA

Secuencia (5> 3’)
TGYTGYAWNGAYVWNTGY

RCARCANBNNGSYTTNSWRCA

ACCATGCCTGGTCCCTGCTGC

CTAAGGGCAGCATTTGCAAGG

CGGAACCCGAGGTAATGACTAATAGG
A

CACTCCTGGTGGTGCCCTTCCGTCAA

T

GTGAGTGTGCCGAGGGCAAATGC

CTTGCTAGCGCATTCTTCCTTCG

GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG

CGACTGGAGCACGAGGACACTGA
ACGAGTGTNTTTCCTGTCCTCTGAAG

GGTGCTAACCGAAACTCATGGA

Informacion
Degenerado a partir de las secuencias de las MTs de

crustaceos, cubriendo desde el aminoacido de la posicion 4
hasta el aminoacido de la posicion 9*.

Degenerado a partir de las secuencias de las MTs de
crustaceo, cubriendo desde el aminoacido de la posicion 49
hasta el aminoacido de la posicion 55*.

Empleado en el andlisis de expresion mediante RT-PCR.
Abarca desde el nuclettido de la posicion -3 hasta el
nucleétido de la posiciéon 18 con respecto al sitio de iniciacion
de la traduccion de la secuencia completa del cDNA.
Subrayado en naranja en la figura 18.

Empleado en el andlisis de expresion mediante RT-PCR.
Abarca desde el nucleétido de la posicion 159 hasta el
nucledtido de la posicion 180 con respecto al sitio de
iniciacion de la traducciéon de la secuencia completa del
cDNA. Subrayado en verde en la figura 18.

Empleado para determinar la cantidad relativa de
amplificacion en la PCR. Abarca desde el nucledtido 867
hasta el nucleétido 893 del gen del rRNA 18S (No. Acceso
GenBank: U19182) de P. argus.
Empleado para determinar la cantidad relativa de
amplificacion en la PCR. Abarca desde el nucleétido 1168
hasta el nucleétido 1194 del gen del rRNA 18S (No. Acceso
GenBank: U19182) de P. argus.

Empleado en el RACE 3'. Disefiado en base al fragmento de
159 pb del cDNA de MTPA.

Empleado en el RACE 5'. Disefiado en base al fragmento de
159 pb del cDNA de MTPA.

Empleado en el RACE 3'. Suministrado con el kit.

Empleado en el RACE 5’. Suministrado con el kit.

Usado para confirmar la secuencia de cDNA. Abarca desde
el nucledtido de la posicion -67 hasta el nucleétido de la
posicion -42 con respecto al sitio de iniciacion de la
traduccién de la secuencia completa del cDNA.

Usado para confirmar la secuencia de cDNA. Abarca desde
el nucleétido de la posicién 579 hasta el nucleétido de la
posicion 600 con respecto al sitio de iniciacién de la
traduccién de la secuencia completa del cDNA.

(Y=C+T, W=A+T, N=A+C+G+T, V=G+A+C, R=A+G,

* Sin tener en cuenta la Met del N-terminal.

B=G+T+C, S=G+C)
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.6 Amplificacion de los extremos 5’ y 3’ del cDNA de la metalotioneina de P.
argus mediante la técnica de RACE (Rapid Amplification cDNA Ends).

La obtencién de la secuencia hacia los extremos 5’ y 3’ del cDNA, a partir del
fragmento de secuencia obtenido por RT-PCR, se llev6 a cabo mediante la técnica de
RACE (Rapid Amplification cDNA Ends) empleando el kit: GeneRacer, de la casa
comercial Invitrogen. EI RNA total (5 ug) fue tratado con la enzima fosfatasa intestinal
de ternero (FIT) (10 U) durante 1 hora a 50°C, en presencia de 10 U de RNasiny
tampon de reaccion (Tris-HCI 50 mM pH 8.5, EDTA 0.1 mM) en 10 ul de volumen final,
para eliminar los grupos fosfatos del extremo 5’ de los mRNA truncados e impedir asi
que luego puedan unirse al Oligo RNA 5’. Seguidamente, se precipité y se separo el
RNA de la enzima (segun las recomendaciones del kit). Se resuspendié en un
volumen de 7 pul de agua tratada con DEPC y se incubé durante 1 hora a 37°C con la
enzima pirofosfatasa acida del tabaco (PAT) (0.5 U), en presencia de 10 U de RNasin
y tampdn de reaccién (acetato de sodio 50 mM pH 6.0, EDTA 1 mM, B-ME 0.1%,
Tritén X-100 0.01%) en 10 pl de volumen final, para eliminar la estructura “cap” 5’ de
los mRNA intactos (enteros) y dejar asi un grupo fosfato (requerido para unirse al
Oligo RNA 5’) en este extremo. Transcurrida esta incubacion, se precipitdo el RNA al
igual que en el paso anterior, y se resuspendié en un volumen de 6 ul de agua tratada
con DEPC para proceder a la union del Oligo RNA al extremo 5’ (Fig. 12). Para ello se
resuspendieron 250 ng del Oligo RNA 5’-CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAU-
GGACUGAAGGAGUAGAAA-3’ suministrado por el kit en los 6 ul que contenian el
RNA y se traté con la enzima ligasa (5 U) durante 1 hora a 37°C, en presencia de 10 U
de RNasin, 1 mM de ATP y tampén (Tris-acetato 33 mM pH 7.8, acetato de potasio 66
mM, acetato de magnesio 10 mM, DTT 0.5 mM) en un volumen final de 10 pl.
Seguidamente, se precipité el RNA y se guardd a —20°C.

Al dia siguiente, el RNA se resuspendié en 13 ul de agua tratada con DEPC y
se incubd con oligo dT (5-CTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(T)qe-
3’) (1.72 uM), suministrado por el kit, durante 5 minutos a 70°C. Seguidamente, se
incubdé con la enzima RT (5 U) procedente del virus de la mieloblastosis de aves
(AMV) durante 1 hora a 42°C, en presencia de 20 U de RNasin, 1.25 mM de cada
dNTP y tampdn (Tris-HCI 25 mM pH 8.3, MgCl, 5 mM, KCI 50 mM, DTT 2 mM) en un
volumen final de 20 pl. Transcurrida esta reaccion, la muestra se incub6 durante

2 minutos a 94°C para inactivar la enzima RT. El cDNA asi generado, seguidamente
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Estructura “cap” 5’ Cola de poliA 3
mRNA m,G-p-p-PO, AAAAAAA
/‘ FIT
mRNA truncado PO, AAAAAAA

PAT
mRNA m,G-p-p-POy AAAAAAA
mRNA truncado AAAAAAA
RNA Ligasa
5! 3! ::.' '.“"
OH PO, AAAAAAA
Oligo RNA ﬂ
Oligo RNA
AAAAAAA
e e mmm—————— - TTTTTTT-(N)36
cDNA de simple cadena Oligo dT“GeneRacer”

<+<—  Transcriptasa Inversa

Oligo “GeneRacer” 5°
cDNA de doble cadena
5 AAAAAAA-(N)3s 3’

TTTTTTT-(N)3e

T

ﬂ Oligo inverso GSP;

Oligo directo GSP,
cDNA de doble cadena
AAAAAAA-(NNNNNNNN) 3’

TTTTTTT-(NNNNNNNNN)

Oligo “GeneRacer” 3’

Figura 12. Esquema de la reaccion de RACE (Rapid Amplification cDNA Ends).
FIT: fosfatasa intestinal de ternero. PAT: pirofosfatasa acida del tabaco. El tratamiento
con la enzima FIT elimina los grupos fosfatos del extremo 5 de los mRNA truncados
para que luego no puedan unirse al Oligo RNA. El tratamiento con la enzima PAT
elimina la estructura “cap” 5’ de los mRNA intactos (enteros) dejando un grupo fosfato
(requerido para unirse al Oligo RNA) en este extremo. GSP; y GSP,: oligos sintéticos
especificos disenados a partir del fragmento de secuencia conocido. El resto de los
oligos son suministrados por el kit.
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se amplific6 mediante la reaccién de PCR empleando la enzima Taq DNA polimerasa
(Biotools). La reaccién se llevé a cabo en un volumen final de 50 ul que contenia 2 pl
del producto de reaccién de la RT (previamente diluido 1:4) y el resto de los
componentes descritos en el apartado 1ll.5, en las mismas concentraciones. En la
reaccion hacia el extremo 5 se utiliz6 como oligonucle6tido sintético en el sentido
inverso GSP, y en el sentido directo el oligo “GeneRacer” 5’ suministrado por el kit
(Tabla 3). En la reaccién hacia el extremo 3’ se utiliz6 como oligonucle6tido sintético
en el sentido directo GSP, y en el sentido inverso el oligo "GeneRacer” 3’ (Tabla 3).
Los oligonucledtidos GSP; y GSP, flanquean un fragmento de aproximadamente 120
pb de la region codificante de MTPA, como se observa en la Figura 12. La PCR
consistié en un primer paso a 94°C 2 minutos, 5 ciclos a 94°C 30 segundos, 69°C 30
segundos, 72°C 1 minuto; 28 ciclos de 94°C 30 segundos, 67°C 30 segundos, 72°C 1
minuto, y finalmente un paso a 72°C 10 minutos. Concluida la reaccion las muestras
se llevaron a 4°C y el DNA resultante se sometié a electroforesis en las condiciones
que en el proximo apartado se detallan.

.7 Electroforesis de los productos de la PCR y cuantificacion de las bandas.

Para la separacion e identificaciéon de los productos de la PCR, se empled la
técnica de electroforesis en geles sumergidos de agarosa. Los geles se prepararon al
2% (salvo excepciones que se especifican en el capitulo Resultados y en el apartado
[11.L10.2 de este capitulo) con el mismo tampdn de electroforesis TBE (Tris-borato
0.09 M, EDTA 0.02M pH 8.0) (Sambrook y col., 1989). En todos los casos, a 15 ul de
cada una de las muestras procedentes de la reaccion de PCR, se anadieron 3 pul de
tampon de carga 6x (azul de bromofenol 0.25% (p/v), xileno cianol 0.25% (p/v), glicerol
en agua 50% (v/v)). Como marcador de peso molecular se emple6 0.5 ug de marcador
en escalera de 100 pb (Roche) en un volumen final de 6 ul al que se anadieron 1 ul de
tampdn de carga 6X. Las muestras fueron sometidas a un campo eléctrico de 100 mA
de intensidad hasta lograr una separacion conveniente. Concluida la electroforesis, el
gel fue tefido con bromuro de etidio (10 pug/ml) durante 5 minutos, lavado en agua
bidestilada durante 30-40 minutos y después fotografiado, en pelicula Polaroid, sobre
un transiluminador de luz ultravioleta.

La densidad éptica de las bandas fue cuantificada por densitometria, empleando
un densitbmetro GS-690 y el programa informatico Multi-Analyst 1.1, ambos de
Bio-Rad. Los niveles de amplificacion fueron expresados relativos al rRNA 18S, como
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control interno de la cantidad de cDNA en cada reaccion. Mediante este procedimiento

solamente se obtiene la expresion relativa de los mMRNAs, y no su concentracion real.

.8 Proceso de clonaje de los productos de la PCR.

ll.8.1 Formacion de los plasmidos recombinantes.

Los productos de la PCR se clonaron sin ser purificados previamente a partir de
la agarosa empleando el kit de clonaje Topo TA Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen)
que utiliza como vector de clonaje el plasmido pCR 4-TOPO (Fig. 13). Este kit permite
unir el inserto a clonar al vector sin necesidad de la enzima ligasa ya que se basa en la
accion de la enzima topoisomerasa | del virus Vaccinia. El principio del kit se basa en
que las enzimas Taq DNA polimerasas tienen una actividad transferasa terminal que
anade una desoxiadenosina (A) a los extremos 3’ de los productos de PCR, lo cual

permite que éstos se liguen eficientemente al plasmido mediante la

Fragmento amplif.
por PCR

11b 6Db

~ T
M13R T3 3
[e0)
c,) +

T7 M13F

Spel
EcoRlI

Figura 13. Esquema del plasmido pCR 4-TOPO con su sitio de policlonaje. En
cursiva aparecen sefialadas las diferentes enzimas de restriccién que pueden cortar el
sitio de policlonaje. EcoRI corta a ambos lados del sitio de insercion (11 pb hacia el
extremo 5’ y 6pb hacia el extremo 3’). Con flechas grises se indican los cebadores que
se pueden emplear en la secuenciacion.
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accién de la topoisomerasa, ya que el mismo viene linearizado y con una timidina (T)
saliente en cada extremo 3’ de la doble cadena de DNA. En el vector pCR 4-TOPO el
sitio de policlonaje esta situado en el interior del gen (lacZ) y posee genes de seleccién
para la resistencia a los antibiéticos ampicilina y kanamicina.

Los fragmentos a clonar (4 ul del producto de PCR) fueron incubados con el
vector (1 ul, 10 ng) y la solucién salina (1 wl) suministrada por el kit (NaCl 1.2 M, MgCl,
60 mM) durante 30 minutos a temperatura ambiente (22-23°C). Transcurrida esta
incubacién la mezcla se llevo a hielo o se almacen6 a —20°C en los casos en que no

se realizd seguidamente la transformacion.

ll.8.2 Transformacion de las bacterias competentes.

Se emplearon bacterias E. coli Top 10 ya competentes, suministradas por el kit
de Invitrogen. La transformacion se realizé6 mediante choque térmico (Sambrook y col.,
1989). Tras anadir 2 ul de la mezcla de reaccion del apartado anterior (plasmido
recombinante) a las bacterias competentes Top 70 (50 ul), la mezcla se dej6é reposar
en hielo durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo la mezcla se incubé durante
30 segundos a 42°C y luego se volvié a llevar a hielo. Se le anadié 250 ul de medio

SOC suministrado por el kity se dej6 crecer durante una hora a 37°C en agitacion.

11.8.3 Seleccion de los clones positivos.

El cultivo de transformantes en medio liquido se sembré (20-50 pl) en placas de
medio LB sélido (Sambrook y col. 1989) preparadas con ampicilina (50 pg/ml)
(Boehringer Mannheim), sobre las que previamente se habian extendido 60 ul de
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido  (X-gal)  (Boehringer = Mannheim)
disuelto en dimetilformamida en proporcion 20 mg/ml y 4 ul de isopropil-B-D-
tiogalactopiranésido (IPTG) (Sigma) 4 M. El X-Gal es un agente cromogeno, sustrato
artificial de la B-galactosidasa, cuya digestién enzimatica genera un intermediario de
color azul. Asimismo, el IPTG es un inductor del operén lactosa (Sambrook vy
col., 1989). De esta forma, las bacterias que contengan el plasmido recombinante
seran incapaces de expresar el gen de la B-galactosidasa y presentaran un color
blanco o incoloro, mientras aquellas bacterias que contengan el plasmido sin inserto
seran de color azul.

Tras una noche de incubacién a 37°C, se seleccionaron las colonias de color

blanco (positivas) y se crecieron en 2.6 ml de medio LB en presencia de 50 ug/ml de
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ampicilina durante otra noche a 37°C en agitacion. Al otro dia se tomaron 2.4 ml de las
colonias que crecieron en esta segunda seleccion y se les extrajo el DNA plasmidico
por el procedimiento de lisis alcalina (minipreparaciones) (Sambrook y col., 1989) con
el fin de comprobar si tenian pldsmidos recombinantes. Para ello se emple6 el kit
Wizard Plus Minipreps DNA Purification Systems (Promega). Los 200 ul restantes se
guardaron a 4°C para volver a crecer a partir de ellos las colonias que dieran positivas
y poderlas guardar para posteriores fines.

El DNA plasmidico aislado se resuspendié en 50 ul de agua estéril. Para
comprobar si tenian insertos, y el tamario de éstos, 4 ul de plasmidos se digirieron con
15 unidades de EcoRI (Amersham Pharmacia Biotech) durante una hora a 37°C, en el
tampdn suministrado por la casa junto con la enzima y en un volumen final de 10 pl.
Una vez digeridas, las distintas muestras se separaron en un gel de agarosa como se
describe en el apartado IIl.7. Aquellas que presentaron el inserto de interés fueron
secuenciadas en el Servicio Interdepartamental de Investigacion (SIDI) de la
Universidad Auténoma de Madrid, empleando el kit BigDye Terminators (version 3) y el
secuenciador automatico Abi Prism 3700 (Applied Biosystems). Por otro lado se
tomaron 50 pl de los 200 ul de cultivo guardado y se crecieron en 4 ml de medio LB
con 50 ug/ ml de ampicilina durante toda la noche a 37°C en agitacién. Al dia siguiente

se guardaron alicuotas (200 pl) de cada cultivo (clon) a -70°C en glicerol al 20%.

.9 Traduccion de las secuencias nucleotidicas a secuencias aminoacidicas y
analisis de éstas.

La secuencia completa del cDNA de MTPA se obtuvo por solapamiento de las
secuencias de los fragmentos obtenidos en los RACE 5 y 3’ (apartado Ill.6), y se
confirmé mediante RT-PCR empleando los oligos Directo MTPA e Inverso MTPA
(Tabla 3), disenados sobre las regiones UTR 5’ y 3. La busqueda de semejanza de la
secuencia completa de cDNA obtenida, con las secuencias nucleotidicas ya conocidas
y disponibles en las bases de datos, fue llevado a cabo mediante la Herramienta de
Busqueda de Alineamiento Local Basico “Basic Local Alignment Search Tool’ (BLAST)
(Altschul y col., 1990), disponible en el sitio web: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST.

La traduccién de las secuencias nucleotidicas a secuencias aminoacidicas se realizé
mediante la herramienta on line disponible (http://us.expasy.org/tools/dna.html) del
Servidor de Biologia Molecular ExPASy “Expert Protein Analysis System” (Appel y
col., 1994) del Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB).

Una vez determinado el marco de lectura correcto en la traduccion, el grado de
homologia de MTPA con el resto de las secuencias aminoacidicas conocidas de
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metalotioneinas de crustaceos, asi como el alineamiento con dichas secuencias se
realizd mediante los programas FASTA (v3) (Pearson y Lipman, 1988) y ClustalW
(v1.8) (Thompson y col., 1994), respectivamente, disponibles en el sitio web
(http://www.ebi.ac.uk/services/index.html) del Instituto Europeo de Bioinformatica
(EBI). En el ClustalW se us6 la matriz Gonnet 250 y los siguientes pardmetros de
brecha-proteina (protein-gap): una distancia de separacién de brecha (gap open) de 8
y la funcién de penalidad para aumentar la probabilidad de aparicion de brechas por
residuos especificos y residuos hidrofilicos activada. Estos parametros se refieren al
maximo numero (8) de residuos aminoacidicos que se pueden “correr” en el
alineamiento y al aumento de probabilidad de “corrimiento” que provocan aminoacidos
especificos como glicina y aminoacidos hidrofilicos, que frecuentemente forman lazos
en las proteinas. En el programa FASTA se uso la matriz BLOSUMS50 y una gap open
de 10.

El calculo tedrico del peso molecular y el punto isoeléctrico de MTPA se realizé
mediante la herramienta ProtParam disponible en sitio web de ExPASy:

http://www.expasy.ch/tools/protparam.html.

.10 Exposicion a cadmio de explantes de distintos tejidos de P. argus.

Las langostas fueron anestesiadas sobre hielo y su caparazoén fue lavado con
etanol absoluto. Los tejidos (hepatopancreas, musculo, intestino y tejido nervioso)
fueron transferidos a placas petri estériles conteniendo 30 ml de solucién salina de
Panulirus (SP) (458 mM NaCl, 13.4 mM KCI, 13.4 mM Na,SO,, 13.6 mM CaCl,, 9.8
mM MgCl,, 2 mM D-glucosa, 10 mM HEPES, pH 7.4), suplementada con
estreptomicina (100 ug/ml), penicilina (100 U/ml) y anfotericina-B (2.5 pg/ml)
(Zhainazarov y col., 2001). De 200 a 400 mg de cada tejido fueron lavados con 50 ml
de SP estéril y el intestino fue ademas perfundido con esta solucién. Una vez lavados,
los tejidos se incubaron a 22°C en 25 ml de medio M199, con o sin 25 uM de CdCl,, de
acuerdo al rango de concentracion de Cd empleado en experimentos de exposicién a
este i6n en C. elegans (Swain y col., 2004). El medio de cultivo fue adaptado para
invertebrados marinos por adicion de: 8.3 mM Na,SO,4 293 mM NaCl, 10.3 mM KClI,
13.4 mM Na,SO,, 33 mM CaCl,, 12.9 mM MgCl,, 4.1 mM NaHCO;, pH 7.4 (Cancre y
col., 1995); y suplementado con 20% de FBS inactivado, estreptomicina (100 pg/ml),
penicilina (100 U/ml) y anfotericina-B (2.5 ug/ml) (Brouwer y Hoexum-Brouwer, 1998).

Todas las soluciones usadas fueron esterelizadas por filtracion a través de membranas
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de 0.2 um. Después de una incubacién de 5 horas, los explantes de tejido fueron
lavados con medio sin Cd, congelados inmediatamente en N, liquido, y almacenados a
—70°C hasta su posterior andlisis.

lll.11 Expresion recombinante de la metalotioneina de P. argus (MTPA).

lll.11.1 Obtencion y clonaje de la region codificante del cDNA de MTPA .

La region codificante del cDNA de MTPA fue amplificada por PCR a partir de
los clones positivos obtenidos segun lo descrito en el apartado 111.8.3. El cebador
utilizado en el sentido directo fue el 5CCCGGATCCCCTGGTCCCTGCTGCATCS3, y
en el inverso el 5’CGGGTCGACCTAAGGGCAGCATTTGCASZ'. Los cebadores fueron
disefados de manera tal que se introdujera un sitio de restriccion BamHl
inmediatamente antes del sitio de iniciacion ATG, y un sitio de restriccion Sall
inmediatamente después del coddn de parada de la traduccion. Las condiciones del
PCR consistieron en desnaturalizacion a 94°C 4 minutos, 35 ciclos de 94°C
30 segundos, 55°C 1 minuto, 72°C 1 minuto, y finalmente un paso de extension a 72°C
10 minutos. Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa 1.2% en TBE,
segun lo descrito en el apartado 111.7.

La banda de 180 pb correspondiente a la region codificante de MTPA se
purifico empleando el kit de purificacién a partir de agarosa QIAQuick Gel Extraction
Kit (QlAgen) y se clon6 en el plasmido pSTBIlue-1 (Fig. 14) con el kit de clonaje por
extremos romos Perfectly Blunt Cloning Kit (Novagen) en las condiciones que a
continuacion se describen. Los extremos del producto de PCR purificado
(2ul, =40 ng) se convirtieron a extremos romos fosforilados utilizando la “End
Conversion Mix” (contiene la enzima polinucleétido quinasa —PQ-, ATP y tampdn de
PQ) (5 ul) suministrada por el kit, completando con agua estéril a un volumen final de
10 ul e incubando a 22°C, 15 minutos. Transcurrida esta incubacioén la mezcla se
calenté a 75°C, 5 minutos, para inactivar la quinasa, se enfri6, y se le anadio 1 pl
(50 ng) de pSTBIlue-1 y 4U de T4 DNA-ligasa (Fermentas). La reaccién de ligacion
transcurrié a 22°C, 2 horas. El plasmido ya venia linearizado con la enzima EcoR V y
con extremos desfosforilados para disminuir el numero de religantes.

La transformacién de bacterias E. coli XL-Blue-1 competentes (“caseras”,
obtenidas segun Sambrook y col., 1989) se realizé igual que en el caso de las E. coli
Top-10 (apartado 111.8.2.), con la diferencia de que se pusieron 6 ul del producto de

ligacion para 100 ul de bacterias competentes, y el choque térmico a 42°C fue de

50



Materiales y Métodos

2 minutos en lugar de 30 segundos. El andlisis de los clones positivos, el aislamiento
del DNA plasmidico, asi como el andlisis de restriccion de dichos clones con la enzima
EcoR | (Amersham Pharmacia Biotech), que corta a ambos sitios del sitio de insercién
(Fig. 14), se realizé segun lo descrito en el apartado 111.8.3.
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Milu oy Sty If139)
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Figura 14. Mapa del plasmido pSTBlue-1. Resaltadas en negro se sefialan las
enzimas de restriccion que cortan el sitio de policlonaje. El sitio de insercion esta
ubicado en el nucleétido 101 donde corta la enzima EcoR V.

.11.2 Subclo_n,aje de la region codificante de MTPA en un plasmido de
expresion.

La regidon codificante del cDNA de MTPA, amplificada y clonada como ha sido
descrito en el apartado anterior, fue subclonada en el plasmido de expresion en E. coli
pGEX-4T-1 (Fig. 15), donado gentilmente por el grupo de la Dra. Silvia Atrian. Como
se observa en la Figura 14, los plasmidos pGEX-4T-1 estan disefiados para una
sobreexpresién inducible de fragmentos de genes como proteinas de fusiéon a la
enzima glutatién-S-transferasa (GST) de Schistosoma japonicum. Las proteinas de
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fusién se purifican a partir de los lisados celulares por cromatografia de afinidad
usando Glutation-Sepharosa 4B como matriz. La separacion de la proteina de interés
a partir de la proteina de fusién se logra utilizando la proteasa trombina, cuya
secuencia de reconocimiento esta situada hacia el extremo 5’ del sitio de policlonaje
(Fig. 15).

(27-4580-01)
Thrambin
|Leu Val Pro I«'.r-:rl'l’;il;.-' 3.3|-||:l|-._-. Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
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Figura 15. Mapa general de un plasmido pGEX con el sitio de policlonaje del
plasmido pGEX-4T-1. En la parte superior aparecen sefaladas las enzimas de
restriccion que cortan el sitio de policlonaje, asi como la secuencia de corte reconocida
por trombina.

El proceso de subclonaje se hizo de la siguiente manera: el DNA plasmidico de
pSTBIlue-1 (40 uL) de los clones positivos obtenidos en el apartado anterior se digirié
con las enzimas de restriccion Sall (20 U) y BamHl (20 U) (Fermentas)
simultdneamente 1 hora, a 37°C, en tampén Y+/Tango (33 mM Tris-acetato, 10 mM
acetato de magnesio, 66 mM acetato de potasio, 0.1 mg/ml BSA, pH 7.9) (Fermentas)
para extraer el fragmento codificante de MTPA.

Por otro lado, el plasmido pGEX-4T-1 fue purificado a partir de bacterias DH5a
(clones donados gentilmente por la Dra. Silvia Atrian) mediante el kit de lisis alcalina
QIAfilter Plasmid Midi Kit (QlAgen). 4 ug de dicho plasmido se digirieron con

Sall/BamH| en las mismas condiciones que el DNA plasmidico de pSTBIlue-1.
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Las mezclas de digestion tanto del fragmento codificante de MTPA/ pSTBIlue-1,
como del plasmido pGEX-4T-1 se aplicaron a una electroforesis en agarosa 1.2 y
0.8%, respectivamente (ver apartado IIl.7.) y las bandas de interés (fragmento
codificante de MTPA y pGEX-4T-1 linearizado) se purificaron mediante el QIAQuick
Gel Extraction Kit (QlAgen).

La regién codificante de MTPA (77 ng) con extremos cohesivos Sall/BamH| se
puso a ligar con pGEX-4T1 (132 ng) con extremos cohesivos complementarios
Sall/BamH|, durante 3 horas a 22°C en presencia de Ligasa T4 (1U) (Fermentas) en
tampon de Ligasa T4 (Fermentas) en un volumen final de 10 pl.

Luego se transformaron bacterias E. coli XL-Blue-1 (apartado 111.10.1), y los
clones positivos se sometieron a un andlisis de restriccion con Sall/BamH|, segun lo
descrito en el apartado 111.8.3.

El pldsmido pGEX-4T-1, asi como la construccion pGEX-4T-1/MTPA fueron
utilizados para transformar bacterias E. coli BL-21 competentes (“caseras”, obtenidas
segun Sambrook y col., 1989 y cedidas gentilmente por la Dra. Silvia Atrian) segun lo
descrito en el apartado 111.10.1. Esta cepa de E. coli carece de de las proteasas
enddégenas OmpT y Lon y por eso se utiliza para expresar altos niveles de proteinas
de fusion GST. Los clones positivos se congelaron en 20% glicerol a —70°C hasta su
uso segun lo descrito en el apartado 111.8.3. La secuencia de la construccién pGEX-
4T-1/MTPA fue confirmada por secuenciacion automatica en el Servicio
Interdepartamental de Investigacion (SIDI) de la Universidad Auténoma de Madrid
segun lo descrito en el apartado 111.8.3, para comprobar que tenia el marco de lectura

correcto.

ll.11.3 Expresion de MTPA con fines analiticos.

Para sobreexpresar MTPA en bacterias E. coli BL-21 se utilizaron cultivos a
pequena escala (2 ml) con fines analiticos y a mayor escala (400 ml) con fines
preparativos. Durante los estudios de expresion a pequefia escala se analizé la
concentracion de IPTG éptima para la induccidén de la expresion, asi como la cantidad
de proteina de fusion GST-MTPA expresada en forma soluble por ml de cultivo a
través de la medicion de la actividad de la GST.

53



Materiales y Métodos

.11.3.1 Optimi_z’acién de la concentracion de IPTG para la induccidon de la
expresion.

Para optimizar la concentracién de IPTG necesaria para inducir la expresion de
la proteina de fusibn GST-MTPA, las bacterias transformantes (tanto con pGEX-
4T-1/MTPA como con pGEX-4T-1 solamente) se crecieron en 4 ml de medio LB en
presencia de 50 ug/ ml de ampicilina durante toda la noche a 37°C en agitacién. Al dia
siguiente 50 ul de dicho cultivo se inocularon en 2 ml de medio LB en presencia de
0.3 mM ZnCl,, 50 nug/ml de ampicilina y se crecieron en agitacién a 37°C hasta que la
absorbancia a 600 nm alcanz6 el valor de 0.6 (lo que indica que el cultivo esta en fase
de crecimiento exponencial). En ese momento se apagd la temperatura del bano y se
indujo la expresion afadiendo IPTG hasta 0, 50, 100 y 200 uM. Al cabo de 3 horas de
agitacion se tomaron 0.3 ml de cada cultivo, se centrifugaron en minifuga a velocidad
maxima 1 min, y el sedimento de bacterias se resuspendié en 100 ul de tampdn de
muestra de SDS-PAGE 2 x (SDS 4%, glicerol 20%, Tris 125 mM pH 6.8, B-ME 10%,
azul bromofenol 0.004%). Las muestras se hirvieron 15 min antes de ser aplicadas a
una SDS-PAGE al 15% (apartado 11l.11). Luego de visualizar las bandas por tincion
con Azul de Coomassie 0.25% en metanol 50%, acido acético 7% (apartado IIl.11), la
cuantificacién de las mismas por densitometria se realiz6 con un densitémetro GS-690
y el programa informatico Multi-Analyst 1.1 de Bio-Rad.

111.11.3.2 Cuantificacion de la proteina de fusion GST-MTPA soluble.

Para determinar la cantidad de proteina de fusién GST-MTPA expresada en
forma soluble se determind la actividad de la enzima GST en los lisados bacterianos.
Para cumplir con este objetivo se indujo la expresion tanto de la GST, como de la
proteina de fusion GST-MTPA con 100 puM de IPTG (concentracién optima
determinada en el apartado anterior), segun lo descrito en el apartado 111.11.3.1. Los
2 ml de cultivo se centrifugaron 2 min a velocidad maxima en una microcentrifuga a
4°C, se resuspendieron en 1 ml de PBS frio (0.14 M NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM
NaHPO,4, 1.8 mM KH,PO4, pH 7.3) y se volvieron a centrifugar en las mismas
condiciones. Las bacterias se resuspendieron en 150 ul de PBS frio con B-ME 0.5% y
se sonicaron en un UP 200 S Ultrasonic Processor (dr.hielscher, GmbH) con
sonotrodo S2/Micro Tip 2 (&2mm), 5 pulsos de 30 % amplitud durante 10 segundos
cada uno, a 4°C. El lisado se centrifugd a velocidad maxima en una microcentrifuga
durante 20 min, 4°C y el sobrenadante se utiliz6 para la determinacién de la actividad
GST.
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La GST es una enzima que cataliza la conjugacion de 1-Cloro-2,4-
dinitrobenceno (CDNB) con glutation reducido, que resulta en un producto CDNB-
glutation que absorbe a 340 nm (¢ = 9.6 mM'cm™). La actividad GST puede ser
determinada tanto con los lisados crudos de bacterias como con proteinas de fusion
GST purificadas. En el ensayo, una muestra que contiene proteina de fusion GST (5-
40 ul) es incubada en el tampdn de reaccion (fosfato de potasio 100 mM pH 6.5),
conteniendo CDNB (1 mM) y glutatién reducido (1 mM) en un volumen de ensayo de
500 pl. El cambio en la absorbancia a 340 nm es monitoreado en un espectrofotometro
UV-VIS, y trabajando en la zona de velocidad inicial, se calcula ADOs34g nm/min/mli

mediante la siguiente ecuacion:

DO340nm(t2) — DO3aonm (21)
(tZ - tl) - muestra

ADO3400m / min/ ml =

Luego, se calcula la cantidad de proteina de fusion con GST, basandonos en
una curva patron (ADOgzqg n/ At v.s ug GST/ ml ensayo) previamente realizada. La

ecuacion de la curva patron obtenida fue la siguiente:

Y = 0.0274 X + 0.0047, r’= 0.9794, donde Y es ADOgy o/ At
X son los ug GST/ ml ensayo

La curva patrén fue realizada con la GST de higado de caballo (Sigma) y
comprendi6 el intervalo entre 0.6 y 5.3 pug/Mlensayo de GST. Una unidad de actividad
enzimatica GST se define como la cantidad de enzima que cataliza la uniéon de 1 pmol
de CDNB y glutatién reducido por minuto a pH 6.5y T= 25°C.

El calculo de la cantidad de proteina de fusion con GST se realizé segun la
siguiente ecuacion:

ADO 340nm 0.0047
At y 0.5ml

x diluciéon
0.0274 V muestra

Prot.fusién (ug/ml) =

lll.11.4 Expresion de MTPA con fines preparativos.

Para sobreexpresar MTPA en la cepa E. coli BL-21 con fines preparativos, se

crecieron las bacterias transformantes en 10 ml de medio LB en presencia de 50 pg/mi

55



Materiales y Métodos

de ampicilina durante toda la noche a 37°C en agitacion. Al dia siguiente dicho cultivo
se inoculé en 400 ml de medio LB en presencia de 0.3 mM ZnCl, y 50 pug/ml de
ampicilina, y se crecio en agitacion a 37°C hasta que la absorbancia a 600 nm alcanz6
el valor de 0.6. En ese momento se apagé la temperatura del bafno y se indujo la
expresion anadiendo IPTG hasta 100 uM. Al cabo de 3 horas de agitacién se
centrifug6 a 7700 g, 10 min, a 4°C en centrifuga Beckman. El sedimento de bacterias
se resuspendié en 40 ml de PBS frio y se centrifug6 a 4500 g 10 min, a 4°C. El
sobrenadante se desechd y el sedimento bacteriano se guard6 a —70°C hasta su uso.

I11.11.5 Purificacion de MTPA.

ll.11.5.1 Cromatografia de afinidad en Glutation-Sepharosa 4B.

El sedimento bacteriano guardado a —70°C se resuspendié en 20 ml PBS, 0.5%
B-ME, 0.1 mM PMSF frio y se sonic6 (en alicuotas de 5 ml) en hielo en un UP 200 S
Ultrasonic Processor (dr.hielscher, GmbH) con sonotrodo S2/Micro Tip 2 (&2mm), 5
pulsos de 80% amplitud durante 10 segundos cada uno. El lisado se centrifugé a
12000 g, 15 min, a 4°C en centrifuga Beckman. El sobrenadante se colectd, se le
midié el volumen y se guard6 una alicuota (Lis) de este para la realizacion de los
ensayos de actividad enzimatica de GST, determinacién de concentracién de
proteinas y electroforesis en SDS-PAGE al 12.5%.

El sobrenadante se mezcl6 en un tubo Falcon de 50 ml con 1 ml de Glutatién-
Sepharosa 4B (Amersham) al 50% en PBS, 0.5% B-ME y se agit6 por inversion en una
noria 30 min a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo de fijacion, la mezcla se
transfirié por tandas a una columna de 1.6 cm x 2.5 cm (Dinemo X altura), centrifugando
a 500 g durante 15 segundos, y se colect6 la fraccién no-fijada (NF) para medir su
volumen y tomar una alicuota para la realizacién de los ensayos de actividad
enzimatica de GST, determinacion de concentracién de proteinas y SDS-PAGE al
12.5%. Posteriormente la matriz se lavd 3 veces con 2 ml de PBS por centrifugacion
en las condiciones ya descritas.

ll1.11.5.2 Digestion de la proteina de fusion GST-MTPA con trombina.

Gracias al sistema de expresion utilizado (apartado 111.11.2), GST y MTPA
estan unidas en la proteina de fusiéon por una secuencia de aminoacidos que es
reconocida por trombina. Es por ello que la matriz con la proteina de fusion fijada se
incubé con 50U de trombina en 1 ml de PBS durante 20 horas a temperatura ambiente
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y agitando la columna por inversiéon en una noria. Al cabo de ese tiempo la matriz se
centrifugd a 500 g durante 15 segundos, se colect6 lo fijado y se guard6 una alicuota
de esta fraccién (F). A lo fijado se le burbujeé nitrégeno durante 10 min, se le anadio6
B-ME hasta 75 mM y se dej6 a temperatura ambiente hasta su uso. La matriz se lavo 2
veces con 1 ml de PBS por centrifugacion en las condiciones ya descritas, se
colectaron estos lavados juntos y se guardé una alicuota (L).

La matriz se regeneré de la siguiente forma: primero se lavo por centrifugacion
2 veces con 1 ml de PBS. Luego para eluir la GST unida a la matriz se anadié 1 ml de
glutation reducido (GSH) 10 mM en Tris-HCI 50 mM pH 8, y al cabo de una incubacién
de 10 min a temperatura ambiente la matriz se centrifug6 y se guardé el eluato. Esta
elucion con GSH se repitié 3 veces y se guardaron alicuotas (E1, E2, E3 y E4).

Finalmente, a las alicuotas (Lis, NF, F, L, E1-4) se les determiné la
concentracion de proteinas, la actividad enzimatica de GST y se les realizé un analisis
por SDS-PAGE al 12.5% (apartado 111.11).

1l1.11.5.3 Cromatografia en Sephadex G-50.

La fraccion fijada (F) (= 1 ml) de la cromatografia de afinidad se aplicé a una
columna (0.7 cm x 25.7 cm; Dinemo X altura) de Sephadex G-50 fino (Amersham
Pharmacia), equilibrado en tampén Tris-HCI 10 mM pH 8.6. La corrida cromatografica
se siguid midiendo la absorbancia a 226 nm, se colectaron alicuotas de
aproximadamente 0.7 mly el flujo fue de 0.16 ml/min. El pico de MTPA se colecté y se
le midi6 el volumen, se le burbujed nitrégeno durante 10 min, se alicuotd en volumenes
de 0.8-1ml, se liofiliz6 y se guardo en viales sellados, a 4°C hasta su uso. Una alicuota
se resuspendi6 en 40 pl de H,O (Milli-Q 18.2 MQ), se le determind la concentracién de

proteinas y se aplicé a una SDS-PAGE al 12.5%.

.12 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida.

La separacién de las proteinas presentes en las distintas fracciones de las
etapas de la purificacion, asi como en los lisados bacterianos durante la expresion con
fines analiticos, se llevd a cabo en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico
(SDS-PAGE) segun el método descrito por Laemmli (1970), tal y como se describe a
continuacion. Las distintas muestras se resuspendieron en tampén de carga de
electroforesis o tampon de Laemmli (62 mM Tris-HCI pH 6.8, 10% glicerol, 5% B-ME,

2% SDS y 0.001% azul de bromofenol) y se hirvieron durante 5 minutos (excepto los
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lisados bacterianos que se hirvieron 15 minutos). Las muestras asi tratadas se
sometieron a una electroforesis en minigeles (Bio-Rad) de 1.5 mm de grosor, en el
caso de los lisados bacterianos, y de 0.75 mm de grosor, en el caso de las fracciones
de las etapas de la purificacion. En la parte superior (gel concentrador) se utilizé un
porcentaje de acrilamida del 3%, y en la parte inferior (gel separador) un porcentaje de
15 y 12.5% respectivamente. El tampdn utilizado en la electroforesis estaba
compuesto por 25 mM Tris, 192 mM glicina y 0.1% SDS. La electroforesis se realizé a
150 V constantes.

El andlisis de las proteinas presentes en las distintas etapas del proceso de
purificacion se realiz6 ademas mediante geles de Tris-Tricina, segun el método
descrito por Schagger y von Jagow (1987). En el gel concentrador, en el espaciador y
en el separador, se utilizd un porcentaje de acrilamida del 4, 10 y 16.5%
respectivamente. El grosor del gel en este caso fue de 1.6 mm, y la electroforesis se
corri6 a 50 mA constantes hasta que la muestra alcanzé el gel espaciador y luego a
20 mA durante toda la noche.

La cantidad de proteina aplicada, asi como los patrones de peso molecular,
variaron tanto en los geles Tris-Gly como Tris-Tricina, y se especifican en el capitulo
Resultados. Las bandas se visualizaron mediante tincion con Azul de Coomassie
0.25% en metanol 50%, &cido acético 7% durante 5 min, y posterior destincién con
acido acético 10%.

ll.13 Determinacion de la concentracion de proteinas.

La concentracion de proteinas se determin6é por el método de Bradford
(Bradford, 1976) empleando el reactivo BIO-RAD Protein Assay (BIO-RAD) y BSA
como proteina patron.

111.14 Analisis de aminoacidos.

Una alicuota de MTPA liofilizada en tampdn Tris-HClI 10 mM pH 8.6, se
resuspendié en 30 pl de agua (milli-Q 18.2 MQ) y se llevé a 70 ul con NH4,Ac 20 mM
pH 8.6. Seguidamente se le realizd un cambio de tamp6n mediante cromatografia en
Sephadex G-25 medio (Amersham Pharmacia) en una columna de 3 ml (1.6 cm x 2.5
cm; Tinemo X altura), equilibrada en el mismo tampén (NH;Ac 20 mM pH 8.6). La
corrida cromatogréafica se siguié midiendo la absorbancia a 226 nm, se colectaron
alicuotas de aproximadamente 0.6 ml y el flujo fue a gravedad. Las fracciones que

contenian el pico a 226 nm se unieron, se midi6 el volumen, se alicuotearon y se
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liofilizaron. Una alicuota se reservé para la determinacion del coeficiente de extincién
molar de MTPA (apartado 111.14), otra para la determinacion de la estequiometria de
unién MTPA/Zn por TXRF (apartado 111.16.2), y a la tercera se le determin6 cantidad
de proteinas por analisis de aminoacidos en el Servicio de Sintesis de Péptidos de la
Universidad de Barcelona. Para esto ultimo la muestra se sometié a hidrélisis en
HCI 6 N (1% fenol), 1 h a 155°C, se evapord a sequedad y se disolvié en tampdn
citrato pH 2.2. Se analizaron 50 ul de esta solucion en un analizador de aminoéacidos
Beckman 6300 system Gold.

111.15 Determinacion del coeficiente de extincion molar.

Una alicuota de MTPA (apartado 111.13) se resuspendié en 30 ul H,O (Milli-Q
18.2 MQ) y se llevd hasta 1 ml con HCI 0.1 N. Se ley6 la absorbancia de varias
diluciones de la muestra a 220 nm contra un blanco en las mismas condiciones. El

coeficiente de extincién molar se calculé segun la formula:

20m , . DO20m - PM
M em)=—""7—",
c-b
donde £2°"™ es el coeficiente de extincién molar (M'ecm™),

DOa20nm €S la absorbancia a 220 nm,

c es la concentracién de la muestra en mg/ml,
b es el paso de luz = 1 cm,

PM es el peso molecular de MTPA (6175.2 D).

111.16 Obtencion de TPA

La obtencién de la forma apo (libre de metal) de MTPA se realiz6 mediante una
adaptacion del protocolo descrito por Vasak (1991). Una alicuota de MTPA liofilizada
en tampodn Tris-HCI 10 mM pH 8.6, se resuspendié en 40 ul de agua (milli-Q 18.2 MQ)
y se llevé a 300 ul con HCI 10 mM. Seguidamente se aplicé a una cromatografia en
Sephadex G-25 medio (Amersham Pharmacia) en una columna de 3 ml (1.6 cm x 2.5
cm; Dinemo X altura), equilibrada en HCI 10 mM. La corrida cromatografica se siguioé
midiendo la absorbancia a 220 nm, se colectaron alicuotas de aproximadamente 0.6
mly el flujo fue a gravedad. Las fracciones que contenian el pico a 220 nm se unieron,
se midi6 la absorbancia a esta longitud de onda, se midi6é el volumen, se alicuotearon
y se liofilizaron. La cantidad de apo-metalotioneina liofilizada se calculé a partir del

59



Materiales y Métodos

valor de absorbancia a 220 nm utilizando el coeficiente de extincion molar determinado

segun el apartado I11.14.

.17 Determinacion de la estequiometria de Zn unido a MTPA.

ll.17.1 Espectrometria de Masas de lonizacion por Electrospray (ESI-MS).

La estequiometria de union MTPA/Zn se determin6 mediante la diferencia de
pesos moleculares entre las formas holo y apo de la proteina, determinados por
Espectrometria de Masas de lonizacion por Electrospray (ESI-MS) con HPLC-RP
acoplado y por ESI-MS en modo directo (sin HPLC-RP acoplado), teniendo en cuenta
gue la masa de la forma holo es igual a (la masa de la forma apo + la masa de n Zn) —
(la masa de 2n H); siendo n el nUmero de iones Zn enlazados por la metalotioneina

(Yuy col., 1993). En nuestro caso en particular:

n= Mholo - Mapo _ Mholo - Mapo _ Mholo - Mapo
Mz.-2Mu  65.38-2 63.38

donde, Moo = masa molecular de la forma holo
Mapo = masa molecular de la forma apo
Mz, = masa atémica del Zn
My = masa atomica del H

l1.17.2 HPLC-RP-ESI-MS

Los espectros ESI-MS con HPLC-RP acoplado se obtuvieron en el Servicio
Interdepartamental de Investigacion (SIDI) de la Universidad Auténoma de Madrid en
un equipo VG AutoSpec (Fison/VG Instruments) con analizador cuadrupolar y fuente
de ionizacion mediante electrospray a presion atmosférica (API-ES), acoplado a un
HPLC 1100 MSD (Agilent Technologies), empleando las siguientes condiciones:
voltaje capilar, 4000V; temperatura de la fuente, 335°C; potencial del cono, 40 V;
presion del nebulizador, 50 psi y flujo de nitrégeno, 10 L/min.

19 ug de MTPA liofilizada (apartado I11.15.1) se resuspendieron en 100 ul de
H.O (Milli-Q 18.2 MQ). 40 ul se inyectaron para obtener la forma holo, y otros 40 ul se
usaron para la forma apo de la proteina. Las condiciones cromatogréficas del HPLC-
RP para la forma apo fueron las siguientes: flujo 0.3 ml/min, columna Zorbax C18
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300A de 15 cm x 2.1 mm, la fase mévil fue TFA 0.1% en acetonitrilo (eluente A) y TFA
0.1% en agua (eluente B). Se aplicé un gradiente de 90% de B hasta 5% de B en
30 min. Las condiciones cromatogréficas para la forma holo fueron las siguientes: flujo
0.6 ml/min, columna Vydac C4 de 5 cm x 2 mm, fase movil acetonitrilo (eluente A) y
acetato de amonio 10 mM en agua (eluente B). Se aplic6 un gradiente desde 90% B
hasta 5% B en 30 min. Para ambas formas de la proteina la deteccion se realiz6 a
220 nm.

La deconvolucién de los espectros de masas y el célculo de los pesos
moleculares, tanto de la forma holo como de la apo de MTPA, fueron realizados
usando el programa (Agilent ChemStation) del equipo de HPLC 100 MSD.

111.17.3 ESI-MS en modo directo.

Se tomaron 25.6 pg de MTPA liofilizada en Tris-HCI 10 mM pH 8.6, y se
resuspendieron en 100 pl de H,O, que se repartieron de la siguiente forma: 50 ul se
aplicaron a una columna de Sephadex G-25 equilibrada con formiato de amonio 3 mM
pH 8.0 para obtener la forma holo y los otros 50 ul se aplicaron a una columna de
Sephadex G-25 equilibrada con TFA 0.04% pH 2.5 para obtener la forma apo. Se
recogieron fracciones de aproximadamente 0.7 ml en cada caso y el flujo fue a
gravedad. Las fracciones con mayor absorbancia a 226 nm y a 220 nm, de la forma
holo y la forma apo, respectivamente, se inyectaron a un flujo de 5 ul/min en un equipo
LCQ Deca XP™ (Thermo Finnigan) con analizador cuadrupolar y fuente API-ES,
empleando las siguientes condiciones: voltaje capilar, 4500V; temperatura de la
fuente, 320°C; potencial del cono, 40 V y presién del nebulizador, 50 psi.

La identificacion de los iones en los espectros de masas se hizo por
comparacion con los espectros obtenidos por Yu y col. (1993) para la
apometalotioneina y la MT-2A-Zn; de higado de conejo, y con los obtenidos por
nosotros mediante HPLC-RP-ESI-MS.

1.17.4 Técnica de Fluorescencia de Rayos X por Reflexion Total (TXRF).

Con esta técnica la estequiometria de unién MTPA/Zn se obtuvo evaluando la
relacion masica Zn:S por TXRF en una muestra de MTPA. La TXRF fue realizada en el
Servicio Interdepartamental de Investigacion (SIDI) de la Universidad Autbnoma de
Madrid en un espectrofotometro Seifert EXTRA-II (Rich Seifert & Co.), empleando una
fuente de rayos X de molibdeno, anodos de wolframio y molibdeno, y un detector de
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Si(Li) con un area activa de 80 mm?. La radiacién fue filtrada a través de una pelicula
de Mo de 50 um de grosor para optimizar el rango de energia utilizado (0 — 20 KeV).
Las condiciones de excitacidn consistieron en aplicar una diferencia de potencial de
50 kV entre el filamento y el anodo, y una intensidad variable entre 5 y 25 mA para
obtener alrededor de 5000 cps en todas las mediciones, en un tiempo de conteo de
500 s.

La muestra fue preparada para el analisis por TXRF en las condiciones que a
continuacion se describen. Una alicuota de MTPA (en NH,Ac 20 mM pH 8.6) liofilizada
(aproximadamente 20 pg) se resuspendié en 100 ul de H.O (Milli-Q 18.2 MQ), se
sonicd 30 minutos para disgregar las particulas de proteinas, y 5 ul de esta suspension
fueron depositados sobre un portamuestras de cuarzo. El tiempo de adquisicién fue de
500 segundos con un tiempo muerto del 33%.

A partir de las unidades de masa relativa (u.m.r) de Zn con respecto al S
(100%), se calcul6 la cantidad de Zn por molécula de proteina (n Zn), por regla de tres,
teniendo en cuenta que cada molécula de proteina esta compuesta por 19 S:

n=u.m.r(Zn) x 19/100

ll.L18 Construccion de un modelo preliminar de la estructura tridimensional del
dominio C-terminal de MTPA.

La obtencion de un modelo preliminar del dominio C-terminal de MTPA se
realizd utilizando el sistema SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org) (Guex y
Peitsch, 1997), un servidor automatizado de modelacién de estructura tridimensional
de proteinas por homologia. Como estructuras moldes se utilizaron las estructuras de
los dominios C-terminal de MT-1 de C. sapidus y de la MT de H. americanus,
depositadas en PDB (Banco de Datos de Proteinas) con los codigos 1dmc y 1j5I,
respectivamente. Para la visualizacién y tratamiento de la estructura obtenida se
utilizaron las herramientas Swiss-PdbViewer (v3.7; http://www.expasy.org/spdbv)
(Guex y Peitsch, 1997) y RasMol (v2.6; http://www.umass.edu/microbio/rasmol/) (Sayle
y Milner-White, 1995).
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.19 Determinacion del efecto de MTPA y de su forma apo (TPA) sobre la
respiracion de mitocondrias de higado de ratéon y del hepatopancreas de
bogavante H. americanus.

111.19.1 Obtenciéon de mitocondrias acopladas de higado de ratén.

Se emplearon de 2 a 3 g de higados provenientes de 3 ratones de 2 meses
decapitados. El tejido se lavé con PBS frio, se troce6 en placa Petri sobre hielo con un
poco de tampén de homogeneizacion (TH) (250 mM sacarosa, 25 mM Hepes, 10 mM
KCI, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1.5 mM MgCl,, 0.1% BSA, PMSF 1 mM,
leupeptina 10 uM, pH 7.4) frio y se homogeneizd en homogeneizador manual vidrio-
vidrio tipo Dounce, realizando 10 pases con el pistilo A y 10 pases con el pistilo B en
TH hasta una proporcién de 1:10 (g tejido: ml TH). El homogenado se centrifugé
10 min, 750 g, 4°C y el sobrenadante se volvié a centrifugar 10 min, 750 g, 4°C. El
sedimento se descarté y el sobrenadante se centrifugd 15 min, 10000 g, 4°C.
Transcurrida esta centrifugacion, el sedimento se resuspendié en el mayor volumen
posible (de acuerdo al tubo, aproximadamente 25 ml) de tampén de ensayo (TE)
(225 mM sacarosa, 10 mM KCI, 5 mM MgCl,, 10 mM K;HPO,.3H,O, 10 mM Tris-HCI,
0.1% BSA, pH 7.4) y se volvi6 a centrifugar en las mismas condiciones. El sedimento
mitocondrial se resuspendié en TE hasta una concentracion de proteinas entre 50 y
60 mg/mly se reservé en hielo hasta su uso en el dia.

111.19.2 Obtencion de mitocondrias acopladas de hepatopancreas del bogavante

H. americanus.

La obtencién de mitocondrias acopladas de hepatopancreas del bogavante
H. americanus se realiz6 mediante una adaptacion de la metodologia descrita por
Tsokos y col. (1983) para la obtencién de mitocondrias de hepatopancreas de la
langosta P. argus. Se emplearon de 20 a 23 g de hepatopancreas proveniente de un
animal anestesiado por frio (15-20 minutos a —20°C). El tejido se troce6 en placa Petri
sobre hielo con un poco de tampén de homogeneizacién 1 (TH;) (88 mM sacarosa,
600 mM manitol, 5 mM MOPS, 1 mM EDTA, 0.5% BSA, PMSF 1 mM, leupeptina
10 uM, pH 7.6) frio y se homogeneizé en homogeneizador manual vidrio-vidrio tipo
Dounce, realizando 5 pases con el pistilo B en TH; hasta una proporcion de 1:2
(g tejido:ml TH,). El homogeneizado se centrifugd 10 min, 1100 g, 4°C y el
sobrenadante (evitando coger la capa de grasa de la superficie) se volvié a centrifugar
10 min, 7800 g, 4°C. El sobrenadante se descart6é (eliminando primero la grasa de la
superficie) y el sedimento se resuspendié en el mayor volumen posible (de acuerdo al
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tubo, aproximadamente 25 ml) de TH, (83 mM sacarosa, 600 mM manitol, 5 mM
MOPS, 0.25 mM EDTA, 0.125% BSA, PMSF 1 mM, leupeptina 10 uM, pH 7.6) y se
centrifugd 15 min, 10000 g, 4°C. El sedimento mitocondrial se resuspendié en tampdn
de resuspension (83 mM sacarosa, 600 mM manitol, 4 mM MOPS, 0.1% BSA, pH 7.4)
hasta una concentracion de proteinas entre 30 y 40 mg/ml y se reservo en hielo hasta
su uso en el dia.

111.19.3 Medicion del consumo de oxigeno de mitocondrias de higado de ratén y

de hepatopancreas de H. americanus en presencia de MTPA (TPA-Zn) 6

TPA.

La evaluacion del efecto provocado por MTPA (TPA-Zn) o TPA sobre el
consumo de O, de mitocondrias de higado de raton y de hepatopancreas de
H. americanus se realizé en el laboratorio de la Dra. Jorgina Satrustegui, usando un
electrodo polarografico de oxigeno tipo Clark con agitacién (Hansatech Instruments,
modelo DW1), acoplado a un registrador grafico (Yokogawa Hokushin Electric, modelo
3066). La temperatura fue mantenida a 27 + 1°C mediante circulacién de agua con un
bano termostatizado. Las mitocondrias fueron anadidas a la camara de reacciéon de
0.5 ml que contenia tampo6n de ensayo (TE), e inmediatamente se cerré la camara con
el émbolo. En el caso de las mitocondrias de raton el TE fue el descrito en el apartado
[11.18.1 mientras que para las mitocondrias de bogavante el TE fue: 65 mM sacarosa,
167 mM KCI, 470 mM D-manitol, 3.3 mM MgCl,, 4 mM K,HPO,, 4 mM MOPS, 0.067%
BSA, pH 7.2. Las adiciones posteriores se realizaron con microjeringillas a través de
un pequefio orificio del émbolo, y ninguna sobrepasd los 10 ul. Se utilizé una
microjeringuilla para la adicién del succinato y el ADP, y otra para la adicion de la
metalotioneina y su forma apo. El orden de adicién se especifica en el capitulo de
Resultados. Entre adicion y adicion transcurrieron de 3 a 5 min y las microjeringuillas
se lavaron repetidas veces primero con etanol y luego con agua. El succinato y el
ADP, disueltos en agua, se afadieron a una concentracion final de 5mM y 0.6 mM
respectivamente. Tanto la metalotioneina como su forma apo fueron afadidas
disueltas en TE a una concentracion final de 10 uM. Las mitocondrias fueron anadidas
a una concentracién final de 0.35 a 0.45 mg proteina/ml para el volumen final de
0.5 ml. La velocidad del consumo de oxigeno se expresé como nmoles de oxigeno
atémico/min/mg de proteina y fue calculada a partir de la calibracién del electrodo con
ditionito sodico, considerando que el contenido de oxigeno atémico en el ensayo era
de 245.8 nmoles. Este ultimo valor se determiné calculando los ppm de O, segun la
formula empirica de Truesdale y Downing (1954):
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ppm O, = 14.16 —0.3943 T + 0.007714 T2 — 0.0000646 T*

donde T es la temperatura del ensayo: 27°C

11.20 Determinacion del efecto de MTPA (TPA-Zn) y de su forma apo (TPA) sobre
la produccion de ROS (H.O,) de mitocondrias aisladas a partir del
hepatopancreas de H. americanus.

La determinacién del H,O, producido por mitocondrias aisladas de
H. americanus, en presencia o ausencia de MTPA (TPA-Zn) o de su forma apo (TPA),
se realiz6 mediante una adaptacion de la metodologia descrita por Degli Esposti y
McLennan (1998). Este método se basa en la utilizacion de la sonda
diclorodihidrofluoresceina diacetato (H.DCFDA) (Sigma), que luego de atravesar la
membrana mitocondrial interna, pierde los grupos acetatos por la accién de las
esterasas mitocondriales y es oxidada por el H,O, (la contribucién de otras ROS es
minima segun McLennan y Degli Esposti, 2000), pasando a la forma fluorescente
diclorofluoresceina. De esta forma el incremento de la produccién de H,O, es
proporcional al incremento de la fluorescencia.

A un volumen final de 0.2 ml en placas negras para fluorescencia (Nunc), que
contenia el mismo tampéon TE (pero sin 470 mM D-manitol) descrito para las
mitocondrias de bogavante en el apartado 1I1.17.3, se le anadié: DCFDA 1 uM,
mitocondrias a una concentracion de 0.5 mg/ml y succinato 10 mM. En los ensayos
con MTPA, TPA (ambos a 10 uM) y ZnCl, (60 uM), éstos se afnadieron antes de la
DCFDA.

Las medidas de fluorescencia (excitaciéon a 485 nm y emisién a 528 nm, con
ancho de banda de 20 nm) fueron tomadas inmediatamente después de la adicién de
succinato, cada 30 segundos durante 15 minutos a 28°C, en un lector de fluorescencia
para microplacas Synergy HT (Bio-Tek Instruments), con una sensibilidad del 85% y
empleando el programa informatico KC4 v3.1 (Bio-Tek). La velocidad de produccién de
ROS se expres6 en pmoles de DCF/min/mg de proteina de mitocondria, mediante el
uso de una curva patron de DCF (Sigma) en presencia de mitocondrias (0.5 mg/ml) en
TE. La curva patrén comprendié el rango de 0.1 a 10 uM y se realiz6 con la misma
sensibilidad (85%) del equipo que la utilizada en el ensayo con MTPA/TPA.
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111.21 Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico se utilizé el programa GraphPad Prism versién 3.03
para Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA). Las diferencias entre
los valores de las distintas muestras y tratamientos fueron evaluadas utilizando el
andlisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido del test de Tukey para multiples
comparaciones. Los datos se presentan como el valor medio + SD (desviacidon
estandar). Se considerd que existian diferencias significativas cuando p<0.05.

66



1V. RESULTADOS




Resultados

v RESULTADOS

IV.1 Amplificacion de fragmentos de cDNA de metalotioneina a partir del
hepatopancreas.

Como ya se describié en el capitulo de Materiales y Métodos, se empleé el
método de RT-PCR para obtener fragmentos del gen de la metalotioneina a partir de
RNA total extraido del hepatopancreas. Se ensayaron diferentes programas de
amplificacién variando las condiciones de hibridacién y el nimero de ciclos con
oligonucledtidos degenerados a 5’y a 3’ (MtA1 y MtB1) (Tabla 3), hasta lograr obtener
el menor numero de fragmentos posible.

Como muestra la Figura 16, se obtuvo un fragmento de 159 pb, que se cloné
directamente en el plasmido pCR 4-TOPO. Como se observa en la Figura 13, el
inserto quedd flanqueado dentro del plasmido pCR 4-TOPO por dos dianas para el

enzima de restriccién EcoRl, necesarias para su posterior extraccion.

Figura 16. Amplificacion de un fragmento del gen de la metalotioneina a partir de
RNA de hepatopancreas mediante RT-PCR. Marcador de peso molecular empleado:
escalera de 100 pb (Roche).
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Después de crecer las colonias blancas durante toda la noche y llevar a cabo
las minipreparaciones de DNA, los plasmidos fueron digeridos con EcoRl y separados
en geles de agarosa. El resultado se muestra en la Figura 17, donde puede apreciarse
la presencia de insertos con el tamafno esperado (aproximadamente 170 pb, por incluir
17 pb del sitio de policlonaje una vez digeridos con EcoRl) en los clones 1, 2 y 4. Dado
que los clones 1 y 2 contenian ademas insertos de otros tamarnos, se decidié

secuenciar solo el clon 4.

— =170 pb

12345

Figura 17. Digestion con la enzima de restriccion EcoRl de los plasmidos
recombinantes pCR 4-TOPO con el fragmento de MTPA. Marcador de peso
molecular empleado: escalera de 100 pb.

La secuencia de 159 pb del cDNA del clon 4, al compararla con las secuencias
nucleotidicas disponibles en las bases de datos mediante el programa BLAST,
demostr6 tener homologia con fragmentos de cDNA de metalotioneinas de crustaceos.
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IV.2 Obtencion de la secuencia completa del cDNA mediante la técnica de
RACE.

A partir de la secuencia del fragmento de 159 pb obtenido se disefaron
oligonucledtidos especificos (GSP; y GSP,) (Tabla 3 y Fig. 19), para ser empleados
en la reaccion de RACE hacia ambos extremos (5’ y 3’).

Como se observa en las Figuras 18A y 18C, se obtuvo un fragmento de
aproximadamente 250 pb en la reaccion hacia el extremo 5’, y de 670-680 pb en la
reaccion hacia el extremo 3’. Los fragmentos fueron clonados y secuenciados de la
misma forma que el fragmento interno del gen (Figs. 18B y 18D).

Por solapamiento de ambas secuencias se obtuvo la secuencia completa del
cDNA (Fig. 19) de la metalotioneina de P. argus (MTPA), la cual se confirmé por
RT-PCR empleando cebadores disefiados a partir de las secuencias UTR 5" y 3
(Tabla 3) (resultados no mostrados). La secuencia completa del cDNA de MTPA ha
sido enviada a la Base de Datos de Secuencias Nucleotidicas de la EMBL y esta
disponible con el numero de acceso AJ414050. Como se observa en la Figura 19, de
los 731 pb que presenta en total la secuencia, 67 pb conforman la regién 5 no
traducible y 451 pb la regién 3’ no traducible.

Una vez determinado el marco de lectura correcto y los sitios de iniciacion y
parada de la traduccion, la secuencia nucleotidica fue traducida a aminoacidos.

La secuencia aminoacidica obtenida de 59 residuos (teniendo en cuenta la Met
del N-terminal) se compardé con las secuencias aminoacidicas de todas las
metalotioneinas de crustaceos disponibles en las bases de datos y con las
metalotioneinas 1a, 2a y 3 de humano. El resultado de esta comparacion se muestra
en la tabla 4, donde se observa que MTPA presenta mas homologia (en funcion de la
puntuacion FASTA optimizada, que tiene en cuenta no solo los amino4cidos idénticos,
sino también las sustituciones conservativas) con la metalotioneina de H. americanus,
a pesar de que la mayor coincidencia de aminoacidos idénticos la tiene con la
isoforma 1 de C. sapidus (71.2%).

Por otro lado, en la Figura 20 se presenta el analisis de alineamiento multiple
de MTPA con todas las metalotioneinas de crustaceos conocidas hasta la fecha,
obtenido mediante el programa ClustalW, donde se observa que existe una gran
coincidencia en la posicion de las Lys y las Cys.

El peso molecular y el punto isoeléctrico tedricos de MTPA, calculados
mediante la herramienta “ProtParam”, dio como resultado 6162.3 D y 8.06,

respectivamente.
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250 pb — — 270 pb

670 pb —
— = 700 pb

C D

Figura 18. Productos de la reaccion de RACE en la direccion 5’ y 3’. Clonaje de
los mismos. A. Reaccion de RACE en la direccion 5. B. Digestion de los plasmidos
recombinantes del producto de la reaccion de RACE en la direccion 5°, con la enzima
de restriccion EcoRl. C. Reaccion de RACE en la direcciéon 3. D. Digestion de los
plasmidos recombinantes del producto de la reaccion de RACE en la direccidén 3’, con
la enzima de restriccion EcoRl. Marcador de peso molecular empleado en cada gel:
escalera de 100 pb.
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-67
ACGAGTGTNTTTCCTGTCCTCTGAAGAAACGCAGTTATCGAGTACTAAGTGA

-15
CATCACACTTTCACC ATG CCT GGT CCC TGC TGC ATC GAT AAG TGT GAG
Met Pro Gly Pro Cys Cys lle Asp Lys Cys Glu

34
TGT GCC GAG GGC AAATGC AAATCAGGA TGT CAG TGC AAG TCC TGC
Cys Ala Glu Gly Lys Cys Lys Ser Gly Cys GIn Cys Lys Ser Cys

79

ACG TGC AGC ACT CCC TGC GAC AAG TGT ACAACT GCATGC TGTTGC
Thr Cys Ser Thr Pro Cys Asp Lys Cys Thr Thr Ala Cys Cys Cys
124

TCG ACG AAG GAA GAA TGC GCT AGC AAG TGT ACC AAG CCT TGC AAA
Ser Thr Lys Glu Glu Cys Ala Ser Lys Cys Thr Lys Pro Cys Lys
169

TGC TGC CCT TAG GCCTTCAGCATGAAGGCTGTAATGATGAAAGGATCGTCA
Cys Cys Pro Stop

219
AAGTACGAGGGAAATGTAAGCGATGACTACAGCAAGGCGCCAACACACAT

269
CACCAGCCTTAACTAAGCAGAGGTTGGGCCCTGCATCAATAATGGGGTCAT

320
TGGGCGCGGAGCTATTAGCCCGATATAAATTTTGTTGTTTACCTTTACACCC

372
TTATGTTGATTGTGTGCTTGTGCAACACTTTTACACTCACCTTGTGTGATCTT

425
TAATAAATTTCAATGCAAGTTTTTGTGTTGCAATTGCGCTATATTTGTATCTT

477
CTGCTGCACTATATACGAAAAAATTTATGTTCTTACAAATGAAAACATTTTC

530
AGATTTGGTCTACAAATTGAAAGCATTATCAAGATTTGATCTATTGTTCTTTT

578
TTCCATGAGTTTCGGTTAGCACCTTATTTGAAATAAAAATGCTCATTCAAAA

630 658
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 19. Secuencia nucleotidica del cDNA de la metalotioneina de P. argus
obtenida mediante solapamiento de las secuencias de los productos del RACE
en ambas direcciones. La zona que se traduce aparece sombreada, sefialandose
debajo de cada triplete el aminoacido correspondiente. La sefial de poliadenilacion
aparece dentro de un rectangulo. Ademas aparecen subrayadas en colores, las zonas
correspondientes a los oligonucle6tidos sintéticos empleados en las reacciones de
RACE (GSP, en azul y GSP; en rojo) y en el andlisis de la expresion del gen mediante
RT-PCR (MetA; en naranja y MetB, en verde).
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Tabla 4. Analisis FASTA de MTPA con el resto de las metalotioneinas de
crustaceos y las MTs 1a, 2a y 3 de humano.

Organismo

Isoforma

Puntuacion
FASTA

%
Identidad

Numero
de

Referencia

H. americanus

C. sapidus
C. sapidus
P. leniusculus
C. maenas
A. astacus
P. pelagicus
E. sinensis
P. potamios
S. serrata
S. serrata
C. sapidus
H. sapiens
H. sapiens
H. sapiens

MT-Cu
1a
2a

optimizada

69.5
71.2
66.1
67.8
67.8
69.5
62.7
61.0
66.1
63.8
56.9
38.1
38.6
38.6
35.1

residuos
58

59
58
58
58
58
58
58
58
58
57
64
61
61
68

Valls y col., 2001
Brouwer y col., 1995
Brouwer y col., 1995

AF199482, sin publicar
Pedersen y col., 1994
Pedersen y col., 1996

AY057395, sin publicar

AY057396, sin publicar
Pedersen y col., 1996

Lerch y col., 1882

Lerchy col., 1882
Brouwer y col., 2002

Heguy y col., 1986
Kissling y Kagi, 1977
Uchida y col., 1991
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V.

P. argus (MTPA) MPGP E S 0 E
H. americanus -PGP EGGEKIT ﬁ SKDE
C. sapidus (1) -PGP OEGGEKIA E TKEE
C. sapidus (2) -PDP KE T K SKEE
P. leniusculus MBGP AGGEIKIT v SKEE
C. maenas MPDP KEBGEKA K TKED
A. astacus -Bep ABGEKIT v SKEE
P. pelagicus MPDP KE A E SKED
E. sinensis MPDP KE A i SKED
P. potamios -PDP EE K SKEE
S. serrata (1) -PGP KEGG E NKEE
S. serrata (2) —-PDP KE T ﬁ NKED
C. sapidus (Cu) MBCG GSBKBCCESTEN T——SEBCCGADCKCSP

Figura 20. Comparacion de la secuencia aminoacidica de la metalotioneina de P. argus con las secuencias aminoacidicas de las
metalotioneinas de crustaceos determinadas hasta la fecha. Especies de crustaceos analizadas: Portunus pelagicus, Eriocheir sinensis,
Carcinus maenas, Scylla serrata, Callinectes sapidus, Astacus astacus, Pacifastacus leniusculus, Homarus americanus, Potamon potamios.
En las especies con mas de una isoforma, cada una se representa con un numero entre paréntesis o (Cu) en el caso de la isoforma
especifica de cobre. En gris oscuro aparecen los aminoacidos que se conservan en todas las metalotioneinas de crustaceos. En gris claro
aparecen las posiciones conservadas si no se tiene en cuenta la metalotioneina especifica de cobre de C. sapidus. En negritas aparecen
los aminoacidos de la metalotioneina de P. argus que rompen el patron de conservacion con respecto al resto de las metalotioneinas de
crustaceos. La region de conexién entre los dominios N-terminal y C-terminal de las metalotioneinas de crustaceos, no especificas de
cobre, aparece sefalada con una llave.
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IV.3 Analisis de la expresion del mRNA de MTPA en diferentes tejidos mediante
RT-PCR.

La expresion del mRNA de la metalotioneina en diferentes tejidos se analiz6
mediante el método de RT-PCR semicuantitativa, amplificando un fragmento del cDNA
del rRNA 18S (Tabla 3) de P. argus, como control interno de la cantidad de cDNA de
partida. Como cebadores de la PCR se emplearon oligonucleétidos disefados a partir
del inicio y el final de la region nucleotidica codificante para la metalotioneina del
cDNA obtenido (MtA, y MiB,) (Tabla 3 y Fig. 19).

Como muestra la Figura 21, la expresion del mRNA tiene lugar en todos los
tejidos analizados: hepatopancreas, intestino, sistema nervioso y musculo; siendo el
hepatopancreas el tejido de mayor expresion.

A
Int HP TN M
B
0 31
«
<
z b
< 21
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% a C (o]
0
Int HP TN M
Tejidos

Figura 21. Analisis de la expresion del mMRNA de MTPA en diferentes tejidos de
P. argus. A. Amplificacién por RT-PCR de un fragmento de 183 pb, correspondiente al
cDNA de MTPA. La amplificacion de un fragmento de 327 pb del cDNA del rRNA 18S
se muestra como control interno de la cantidad de cDNA de partida. Int.: intestino,
HP: hepatopancreas, TN: tejido nervioso, M: musculo. B. Andlisis cuantitativo. Los
productos fueron cuantificados a través de la relacion cDONA MTPA/cDNA rRNA 18S.
Los resultados mostrados representan el valor medio = SD de 3 determinaciones
independientes por tejido. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias
estadisticamente significativas entre los tejidos (p<0.01; ANOVA seguido del test de
Tukey).
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Para analizar si se trataba de una misma isoforma ubicua de metalotioneina o
de distintas isoformas, los fragmentos amplificados a partir de los diferentes tejidos
fueron clonados y secuenciados. La secuencia obtenida en todos los casos fue la
misma que la del hepatopancreas, por lo que no cabe dudas de que es la misma
isoforma que se expresa en todos estos tejidos.

IV.4 Analisis de la expresion del mMRNA de MTPA inducida por Cd en explantes
de tejidos de P. argus.

Los niveles de expresion basal del mRNA de MTPA en explantes control de
cada tejido fueron comparados con los niveles de expresién en explantes expuestos a
Cd. La exposicion a Cd indujo la expresion del mRNA de MTPA en todos los explantes
de tejidos, excepto en musculo (Fig. 22). La mayor induccion fue observada en tejido
nervioso, seguido por intestino y hepatopancreas. Sin embargo, la expresion del
mRNA de MTPA en hepatopancreas fue mas alta que en los otros explantes de tejido,
tanto en el estado basal, como en el expuesto a Cd.
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A
Int HP TN M
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Figura 22. Analisis de la expresion de MTPA en respuesta a cadmio en explantes
de tejidos de P. argus. A. Amplificacién por RT-PCR de un fragmento de 183 pb,
correspondiente al cDNA de MTPA, a partir de explantes de tejidos expuestos (+) o
no (-) a 25 uM CdCl,. La amplificacién de un fragmento de 327 pb del cDNA del rRNA
18S se muestra como control interno de la cantidad de cDNA de partida. Int: intestino,
HP: hepatopancreas, TN: tejido nervioso, M: musculo. B. Andlisis cuantitativo. Los
productos fueron cuantificados a través de la relacion cDNA MTPA/cDNA rRNA 18S,
tanto en el caso de los explantes no tratados con Cd (barras blancas), como en el caso
de los explantes tratados (barras azules). Los resultados mostrados representan el
valor medio + SD de 3 determinaciones independientes por explante de tejido. Las
letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas
entre los explantes (p<0.001; ANOVA seguido del test de Tukey).
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IV.5 Obtencion por via recombinante de la metalotioneina de P. argus (MTPA).

IV.5.1 Clonaje de la region codificante del cDNA de MTPA .

La region codificante del cDNA de MTPA fue amplificada por PCR, empleando
cebadores que introdujeron un sitio de restriccion BamH| inmediatamente antes del
codén contiguo al sitio de iniciacion ATG, en la direccion 3’ de éste, y un sitio de
restriccion Sall inmediatamente después del codon de parada de la traduccion. La
region asi amplificada se clon6 en el plasmido pSTBlue-1 (Fig. 14), quedando
flanqueada por dos dianas para el enzima de restriccion EcoRl. Después de obtener
los plasmidos recombinantes, éstos fueron digeridos con EcoRl y separados en geles
de agarosa, para comprobar la presencia de los insertos. Como se observa en la
Figura 283, de ocho clones analizados, siete presentaron el inserto de interés, y uno (el
clon del carril 1) el inserto duplicado.

T 0

— =200 pb

1 23 456178

Figura 23. Digestion con la enzima de restriccion EcoRl de los plasmidos
recombinantes pSTBlue-1 con la region codificante de MTPA. Marcador de peso
molecular empleado: escalera de 100 pb.
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IV.5.2 Subcquaje de la region codificante del cDNA de MTPA en un plasmido de
expresion.

La region codificante del cDNA de MTPA, ya clonada en el plasmido
pSTBlue-1, se subcloné entonces en el plasmido de expresion pGEX-4T-1 (Fig. 15)
que esta disefiado para la sobreexpresién inducible por IPTG de fragmentos de genes
como proteinas de fusidn a la enzima glutation-S-transferasa (GST) de S. japonicum.
Tanto el pldsmido de expresion pGEX-4T-1, como el plasmido recombinante
pSTBIlue-1, se digirieron con las enzimas de restriccién Sall y BamH| y se aplicaron a
electroforesis en agarosa 1.2 y 0.8%, respectivamente. Luego de purificar las bandas
de interés (fragmento codificante de MTPA y pGEX-4T-1 linearizado), la region
codificante de MTPA con extremos cohesivos Sal/BamH| se puso a ligar con
pPpGEX-4T1 con extremos cohesivos complementarios Sall/BamHl|, y se transformaron
bacterias E. coli XL-Blue-1 con el producto resultante de la ligazén. Los clones
positivos se sometieron a un analisis de restriccion con Sall/BamH| y los productos de
digestion fueron separados en geles de agarosa al 2 %. Como se observa en la
Figura 24, de ocho clones analizados, cuatro (clones 3, 6, 7 y 8) presentaron el inserto
de interés y cuatro (clones 1, 2, 4 y 5) una mezcla de éste inserto junto con insertos
que presentaban 16 pb extras correspondientes al pSTBlue-1 (BamH| cortd en el sitio
de policlonaje en lugar de en el extremo del inserto). Los clones 6 y 8 se mandaron a
secuenciar y al comprobar que tenian el marco de lectura correcto, se guardd y se

utilizé el clon 6 en los trabajos posteriores.
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12345678

Figura 24. Digestion con las enzimas de restriccion Sal y BamHl de los
plasmidos recombinantes pGEX-4T-1 con la region codificante de MTPA.
Marcador de peso molecular empleado: escalera de 100 pb.

IV.5.3 Expresion de MTPA con fines analiticos.

1V.5.3.1 Optimi_z?cién de la concentracion de IPTG para la induccion de la
expresion.

Para determinar la concentracion 6ptima de IPTG necesaria para obtener la
maxima expresion de la proteina de fusion GST-MTPA, se indujo la expresion
anadiendo IPTG a una concentracion final de 0, 50, 100 y 200 uM, a cultivos de
bacterias que habian crecido en presencia de ZnCl, 0.3 mM hasta una absorbancia a
600 nm entre 0.6 y 0.7. Al cabo de las 3 horas de crecimiento en presencia de este
inductor, una alicuota de cada cultivo se centrifugd, y el lisado de bacterias se analiz6
en una electroforesis en SDS-PAGE al 15%. El resultado de la electroforesis se
muestra en la Figura 25A. En los carriles correspondientes a los lisados de bacterias
transformadas con pGEX-4T-1 se observan bandas de 25 kD, que corresponden al
peso molecular de la GST de S. japonicum. En los carriles donde se aplicaron los
lisados de bacterias transformadas con pGEX-4T-1/MTPA aparece una banda de
alrededor de 31 kD, que es el peso molecular de la GST mas el de MTPA. Estas
bandas se cuantificaron por densitometria, encontrandose que la
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A
uM IPTG 0 50 100 200
X X X X pGEX-4T-1
X X X x PGEX-4T-1/MTPA
250 kD . B —y —
160 kD — P
105 kD —
75kD —
50kD —
35kD —
30 kD — <+ GST-MTPA
25kD — <+ GST
15 kD—
B
2 _
B 50 MIPTG
B 100 4 M IPTG
15 4 I 200 p,M IPTG
< 1]
=
0,5 - | I
0 ,
GST GST-MTPA

Figura 25. Optimizacion de la induccidn de la expresion de la proteina de fusién
GST-MTPA por IPTG. A. Andlisis por SDS-PAGE en Tris-Gly de lisados crudos de
bacterias transformadas con pGEX-4T-1 o con pGEX-4T-1/MTPA (con una x se senala
segun el caso). Patrones de peso molecular empleados: marcadores pretenidos
Rainbow (Amersham). B. Cuantificacion densitométrica de las bandas.
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maxima expresion tuvo lugar a la concentracion final de 100 uM de IPTG (Fig. 25B),
tanto para las bacterias transformadas con pGEX-4T-1, como para las bacterias
transformadas con pGEX-4T-1/MTPA.

1V.5.3.2 Cuantificacion de la proteina de fusion GST-MTPA soluble.

Una vez determinada la concentracion éptima de IPTG para obtener la mayor
expresion de proteina de fusiébn GST-MTPA, se indujo la expresién tanto de la GST
como de la proteina de fusion GST-MTPA, con IPTG a esta concentracién final
(100 uM). A los lisados crudos de bacterias obtenidos por sonicacion se les determiné
la actividad GST. En la Tabla 5 se compara la cantidad de proteina calculada por
actividad de la GST, con la determinada por el método de Bradford, tanto para la
proteina de fusibn GST-MTPA como para la GST expresada sin MTPA unida
(bacterias transformadas sélo con pGEX-4T-1). Se observa que la actividad de la GST
se ve alterada al expresarse en forma unida con MTPA, lo cual explicaria en parte el
bajo rendimiento del proceso de purificacion.

Tabla 5. Comparacion entre la concentracion de proteina determinada por el
método de Bradford y la determinada por actividad de la GST, en lisados crudos
de bacterias. Se presenta el valor medio + SD de 3 experimentos independientes
(**p< 0.01 vs. la concentracién de proteina calculada por actividad de la GST
expresada sin MTPA unida).

Conc. de proteina (mg/ml)

GST-MTPA GST

Bradford 11.4+0.2 10.9+0.2

Actividad GST 3.2+0.2* 48+0.5
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IV.5.4 Purificacion de MTPA (TPA-Zn) con fines preparativos.

1V.5.4.1 Cromatografia de afinidad en Glutatién-Sepharosa 4B.

Luego de crecer las bacterias transformantes a escala preparativa en presencia
de 0.3 mM ZnCl, y lisarlas, se procedidé a purificar la proteina de fusion obtenida
mediante una cromatografia de afinidad en Glutatién-Sepharosa 4B. A la matriz quedd
fijada la proteina de fusion GST-MTPA. Luego de incubar con trombina, MTPA se
separé de la GST (que aun quedo fijada a la columna), eluyendo junto con la trombina
en la fraccion identificada como Fijado (F). La GST unida aun a la matriz se separé
eluyendo con GSH. La tabla 6 resume los valores determinados para cada fraccion en
un proceso de purificacién tipico. Como se observa, segun las cantidades
determinadas mediante la actividad GST, el 15.7% de la proteina de fusion no se fij6 a

la matriz.

Tabla 6. Cuadro resumen de un proceso de purificacion representativo. Se
presenta el valor medio + SD de 3 experimentos independientes. Lis — lisado
bacteriano, NF — fraccién no fijada, F — fraccién fijada, L — lavados, E1-4 — fraccion
eluida (GST).

Fraccion | V (ml) ‘mg totales (Bradford) | mg totales (actividad GST)

Lis 18.8 128 £ 17 61.1+1.3
NF 18.8 118 + 21 9.6+ 0.4
F 0.75 07+02 | e
L 2.1 030+008 | = -
E1 1.10 6.1+05 | = e
E2 0.91 37+03 | 0 e
E3 0.92 21+01 | e
E4 0.96 0.65+0.05 | = -mmemeeeeeee-
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IV.5.4.2 Cromatografia de exclusion molecular en Sephadex G-50.

La fraccion fijada (F) de la etapa de purificacién anterior se sometié a una
cromatografia de exclusién molecular en Sephadex G-50, con el objetivo de separar
MTPA de la trombina. La figura 26 muestra un cromatograma tipico de este paso de
purificacion. Como se observa, MTPA eluyé alrededor de la fraccion 7, en un pico que
abarco de las fracciones 5 a la 9.

El rendimiento final del proceso fue de 0.33 + 0.02 mg de MTPA por litro de
cultivo. La proteina recombinante obtenida en éstas condiciones, carece de Met en el
N-terminal y en su lugar presenta Gly-Ser provenientes de las 6 bases posteriores al

sitio de corte de la trombina (Fig. 15).

DO 226 nm
P

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
# fraccion

Figura 26. Cromatograma representativo (mas de 30 ensayos) de la purificacion
de MTPA en Sephadex G-50, equilibrado en tampon Tris-HCI 10 mM pH 8.6.

1V.5.4.3 Analisis de las distintas fracciones del proceso de purificacion mediante
SDS-PAGE.

Tanto la proteina pura obtenida, como cada una de las fracciones del proceso
de purificacién, se visualizaron en SDS-PAGE Tris-Gly y Tris-Tricina. La Figura 27
muestra un analisis en SDS-PAGE Tris-Gly al 12.5% de cada una de las fracciones del
proceso de purificacién. Como se observa en los carriles 2 y 3 (fracciones Lis y NF,
respectivamente), alrededor del peso molecular correspondiente a la proteina de
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fusion GST-MTPA (31 kD), la intensidad de la banda en la fraccion NF es menor que
en la Lis, lo cual evidencia que la mayoria de la proteina de fusién se fijé a la matriz de
afinidad en Glutation-Sepharosa 4B. En los carriles 4 y 6 (fraccion F y pico de MTPA)
se observa una banda de alrededor de 12 kD, lo cual debe corresponder a un dimero
de MTPA. En el carril 5, que corresponde a la primera fraccién de elucion con GSH
(E1), se observa una banda de gran intensidad alrededor de 26 kD, correspondiente al
peso molecular de GST de S. japonicum. También con menos intensidad se observa
una banda a la misma altura de la banda que desaparece en la fraccion NF,
correspondiente a la proteina de fusion GST-MTPA, lo cual evidencia que la digestion

con trombina no fue completa.

182.9kD —

113.7kD —
80.9kD —
63.8kD —

49.5 kD —
37.4kD —
<+GST-MTPA

26.0kD — v <« GST

20.5kD —

14910 — a8 <«MTPA

8.4 kD —
6 kD —

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 27. Analisis por SDS-PAGE en Tris-Gly de las distintas fracciones del
proceso de purificacion. Carriles 1 y 8: marcadores de peso molecular pretefiidos
(BenchMark, Invitrogen). Carriles 2, 3 y 5: fracciones Lis, NF y E1 (25 ug). Carriles 4 y
6: fracciones F y MTPA (6 pg). Carril 7: insulina en tampdn de Laemmli sin B-ME

(4 ng).

Las distintas fracciones del proceso de purificacion se analizaron ademas por
SDS-PAGE en Tris-Tricina, que es una técnica que proporciona mayor resolucién para
proteinas menores de 15 kD. Como se observa en la Figura 28, en los carriles 2 'y 3
(fracciones Lis y NF, respectivamente), al igual que sucedié en SDS-PAGE en Tri-Gly,
la intensidad de la banda correspondiente a la proteina de fusion GST-MTPA
disminuye en la fraccibon NF en comparacion con la Lis. Asimismo, en el carril 5
(fraccién E1) se visualizan una banda correspondiente a la GST de S. japonicumy otra
menos intensa correspondiente a la proteina de fusion GST-MTPA. Sin embargo, en
los carriles de las fracciones F y MTPA (carriles 4 y 6, respectivamente), en lugar de
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observarse una banda alrededor de 12 kD, como ocurria en el caso de la SDS-PAGE
en Tris-Gly, se observa una banda de alrededor 45 kD que debe corresponder a un
oligémero de MTPA. Por tanto, con este tipo de SDS-PAGE, en lugar de obtener una
mejor resolucién de MTPA, se favorecié una mayor oligomerizacion de esta proteina
debido al largo tiempo de corrida de esta electroforesis.

205 kD —
116 kD —
66 kD ~
45 kD — <+ MTPA
29 kD — < GST-MTPA
— <+ GST
6 kD —

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 28. Analisis por SDS-PAGE en Tris-Tricina de las distintas fracciones del
proceso de purificacion. Carriles 1 y 9: marcadores de peso molecular pretefiidos
(Sigma). Carriles 2, 3 y 5: fracciones Lis, NF y E1 (50 ug). Carril 4: fraccién F (6 pg).
Carriles 6 y 7: MTPA (10 y 12 pg respectivamente. Carril 8: insulina en tampén de
Laemmli sin B-ME (4 ug).

IV.6 Analisis de aminoacidos de MTPA.

Con el fin de comprobar la composicion aminoacidica de MTPA, y determinar la
concentracion exacta de proteina para obtener su coeficiente de extincion molar (para
asi poder conocer la cantidad exacta de proteina empleada en los estudios posteriores
con mitocondrias), se procedié a hidrolizar una muestra de MTPA y a determinarle la
cantidad de cada aminodacido. Esta muestra de MTPA se habia liofilizado en NH,Ac
20 mM pH 8.6, para que al volatilizarse éste, quedara la proteina libre de sales. El
cambio de tampén de Tris-HCI 10 mM pH 8.6 a NH4;Ac 20 mM pH 8.6 se realizé
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mediante una cromatografia en Sephadex G-25. La Figura 29 muestra un perfil de esta
cromatografia, donde se observa que MTPA eluyé6 en un pico que abarcd las

fracciones 2y 3.

DO 226 nm

# fraccion

Figura 29. Cromatograma representativo (2 purificaciones) de MTPA en
Sephadex G-25, equilibrado en tampén NH,Ac 20 mM pH 8.6.

El pico de MTPA en NH,Ac 20 mM pH 8.6, luego de ser liofilizado e hidrolizado,
se inyect6 en un analizador de aminodcidos. La Tabla 7 muestra la cantidad
determinada de cada aminoacido en dos andlisis diferentes correspondientes a
diferentes lotes de MTPA. Como se observa, la composicion aminoacidica coincidié
con la esperada. Las cisteinas se degradaron parcialmente y por eso no se tuvieron en
cuenta para la realizacién de los calculos, al igual que todos aquellos aminoacidos con
un margen de error superior al 10% con respecto a la relacion molar teérica esperada.
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Tabla 7. Analisis aminoacidico de MTPA. Asx y Gix representan Asp/Asn y Glu/GIn
respectivamente, y se representan juntas porque eluyen en un Unico pico en cada
caso. Los valores utilizados para el calculo de la cantidad de proteina en cada analisis,
se sefalan con un asterisco.

Relacion molar Relacion
encontrada molar
Andlisis 1 = Andlisis2 | Analisis1  Andlisis 2 Szl
Asx 0.981* 1.928 1.97 2.58 2
Thr 1.711 4.102* 3.44 5.49 6
Ser 2.848* 4.598* 5.73 6.15 6
Glx 2.351* 4.192* 4.73 5.61 5
Pro 2.482* 7.366 5.00 9.86 5
Gly 2.160* 4.160 4.35 5.57 4
Ala 1.599* 2.813 3.22 3.76 3
lle 0.302 0.807* 0.61 1.08 1
Lys 3.581 6.475* 7.21 8.67 9
Cys | - 7297 | 9.77 19

IV.7 Determinacion del coeficiente de extincion molar.

La determinacién del coeficiente de extincion molar de la forma apo (libre de
metal) a 220 nm se realiz6 con el objetivo de poder cuantificar la proteina usando su
absorcién a esta longitud de onda. Una pequefa alicuota de MTPA se diluy6 en HCI
0.1 M. Al liberarse el metal de la proteina en estas condiciones &cidas, la contribucion
del enlace Zn-S a la absorbancia desaparece, sin que la absorcién del metal libre sea
significativa. De esta forma, se independiza la absorcion de la proteina de las posibles
pérdidas de metal en el proceso de purificacion. La cuantificacion de la cantidad
exacta de proteina para esta determinacion se realizé por andlisis de aminoéacidos. El

coeficiente de extincién molar calculado resultd: €,00= 51 000 + 4 000 M cm”
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IV.8 Obtencion de la forma apo (TPA) de MTPA.

La TPA utilizada en los estudios con mitocondrias se obtuvo mediante una
cromatografia en Sephadex G-25 equilibrado en HCI 10 mM, logrando asi separar el
metal de la proteina al romperse los enlaces Zn-S en medio 4cido. La apoproteina se
detect6 a 220 nm, obteniéndose un perfil como el que se muestra en la Figura 30.

Como se observa, la forma apo eluyd en un pico que abarcé las fracciones 2, 3 y 4.

DO 220 nm

# fraccion

Figura 30. Cromatograma representativo (12 ensayos) de la purificacion de TPA
(forma apo) en Sephadex G-25, equilibrado en HCI 10 mM.

IV.9 Determinacion de la estequiometria de Zn unido a MTPA.

Hasta el momento se conoce que tanto en las metalotioneinas de crustaceos
como en las de mamiferos, los dominios con 9 cisteinas pueden unir 3 iones Zn?*,
mientras que el dominio de 11 cisteinas de mamiferos puede unir 4 iones Zn?*. Sin
embargo, no se conoce cuantos iones Zn** podria unir un dominio con 10 cisteinas.
Teniendo en cuenta esto, nos propusimos determinar la estequiometria de unién a
Zn** de MTPA mediante diferentes técnicas de anélisis, con el fin de poder establecer
si la décima cisteina en el dominio C-terminal de esta proteina podria aumentar la

capacidad de union de este metal.
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IV.9.1 HPLC-RP-ESI-MS

La Espectrometria de Masas (MS) se basa en la ionizacidén de los componentes
de la muestra y en la posterior separacién de los iones obtenidos en funcién de su
relacion masa-carga. Una de las formas de calcular la estequiometria de union
MTPA/Zn fue mediante la determinacion de la diferencia de pesos moleculares entre
las formas apo y holo de la proteina, determinados por Espectrometria de Masas de
lonizacién por Electrospray (ESI-MS) con HPLC-RP acoplado. La forma apo se inyectd
a una columna Zorbax C18 300A y la proteina se detecté por su absorbancia a
220 nm, observandose un pico mayoritario a 22.480 min con un “hombro” (o pico
minoritario) a 22.375 min (Figs. 31 y 32), cuyos espectros UV (Figs. 33 y 34) fueron
similares y caracteristicos de apometalotioneina (You y col., 1999; Dallinger y col.,
2001). A 2.082 min se observdo ademas un pico en el cromatograma de masas
(Fig. 31A) que corresponde al Tris.

El espectro de masas del pico minoritario de la forma apo mostr6 6 estados de
ionizacion (8+, 7+, 6+, 5+, 4+ y 3+), siendo 4+ el mas intenso con una relacién m/z
igual a 1543.8 (Fig. 35). La deconvolucién de este espectro de masas (Fig. 36) rindio

una masa molecular de 6171 £ 2 D.
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Figura 31. Cromatogramas de TPA en HPLC-RP-ESI-MS. A. Cromatograma de HPLC-RP. B. Cromatograma de masas.
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Figura 32. Ampliacion de los cromatogramas de TPA en HPLC-RP-ESI-MS. A. Cromatograma de HPLC-RP. B. Cromatograma de
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Figura 33. Espectro UV del pico minoritario de la forma apo en HPLC-RP-ESI-MS.
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Figura 35. Espectro de masas del pico minoritario de la forma apo en HPLC-RP-

ESI-MS.
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Figura 36. Deconvolucion del espectro de masas del pico minoritario de la forma

apo en HPLC-RP-ESI-MS.
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El espectro de masas del pico mayoritario de la forma apo mostr6 8 estados de
ionizacion (10+, 9+, 8+, 7+ 6+, 5+, 4+ y 3+), siendo 7+ y 4+ los mas intensos con
relaciones m/z de 883.1 y 1544.4, respectivamente (Fig. 37). La deconvolucion de este

espectro de masas (Fig. 38) rindié una masa molecular de 6174 £ 3 D.
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Figura 37. Espectro de masas del pico mayoritario de la forma apo en HPLC-RP-
ESI-MS.
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Figura 38. Deconvolucion del espectro de masas del pico mayoritario de la forma
apo en HPLC-RP-ESI-MS.

La forma holo se inyecté a una columna Vydac C4, y al igual que la forma apo, la
proteina se detecté por su absorbancia a 220 nm. Se obtuvo un pico mayoritario a
13.072 min y un pico minoritario a 13.641 min (Figs. 39 y 40). Ademads, en el
cromatograma de masas a los 6.239 min se observé un pico que corresponde al Tris
(Fig. 39 A).
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El espectro de masas del pico mayoritario de la forma holo, mostrd 7 estados
de ionizacién (9+, 8+, 7+ 6+, 5+, 4+ y 3+), siendo 5+ el mas intenso con una relacion
m/z igual a 1311.8 (Fig. 41). La deconvolucién de este espectro de masas (Fig. 42)

rindié una masa molecular de 6551 + 2 D.
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Figura 41. Espectro de masas del pico mayoritario de la forma holo en HPLC-RP-
ESI-MS.

El espectro de masas del pico minoritario de la forma holo mostré 7 estados de
ionizacion (9+, 8+, 7+ 6+, 5+, 4+ y 3+), siendo 5+ y 4+ los mas intensos. La

deconvolucién de este espectro de masas (Fig. 43) rindi6 una masa molecular de

6557 £ 2 D.
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Figura 42. Deconvolucion del espectro de masas del pico mayoritario de la
forma holo en HPLC-RP-ESI-MS.
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Figura 43. Deconvolucion del espectro de masas del pico minoritario de la forma

holo en HPLC-RP-ESI-MS.
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1V.9.2 ESI-MS

La diferencia de pesos moleculares entre las formas apo y holo de la proteina,
también se determiné por Espectrometria de Masas de lonizaciéon por Electrospray
(ESI-MS) en modo directo, es decir ambas formas se inyectaron directamente en el
espectrometro de masas sin purificarlas previamente por HPLC-RP acoplado. El
espectro de masas correspondiente a la forma apo mostré 3 estados de ionizacion
(6+, 5+, y 4+), siendo 6+ el mas intenso con una relacién m/z igual a 1029.8 (Fig. 44).

El célculo de la masa molecular resulté de 6177 £ 2 D.
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Figura 44. Espectro de masas representativo (2-3 analisis independientes) de la
forma apo en ESI-MS en modo directo.

Por otro lado, el espectro de masas de la forma holo mostr6 2 estados de
ionizacion (6+ y 4+), siendo 4+ el mas intenso con una relacién m/z igual a 1638.1
(Fig. 45). La forma 5+ no se observo, aunque podria estar alrededor del pico de

relacion m/z 1314.9. El célculo de la masa molecular resulté igual a 6564 + 16 D.

103



Resultados

] 4+
1638.1

50 1621.3
6+

. 1095.8

] 1454.6

304.1
30} & 1285.7

14325 1604.5

Abundancia relativa
1

20 332.1

875.5
] 3481 4862 LA ™
10 r 612.0 7428 |

1314.9

1005.8

‘ [ ‘ : |
1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

Figura 45. Espectro de masas representativo (2-3 analisis independientes) de la
forma holo en ESI-MS en modo directo.

El célculo del nimero de Zn** por molécula de MTPA, determinado tanto por
ESI-MS como por HPLC-RP-ESI-MS, se muestra en la Tabla 8, donde ademas se

resumen las masas moleculares de ambas formas de la proteina.
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Tabla 8. Masas moleculares de MTPA (forma holo) y TPA (forma apo), y numeros
de iones Zn* por molécula de MTPA, determinados por ESI-MS y HPLC-RP-ESI-
MS. Se presenta la media £ SD de 2-3 valores, en el caso de ESI-MS, y la media entre
el pico mayoritario y el pico minoritario = SD, en el caso de HPLC-RP-ESI-MS.
4Determinado segln la férmula de Yu y col. (1993) (apartado Ill.16.1), considerando
6 Zn** por molécula de MTPA vy el valor teérico de la masa molecular de la forma apo
(determinada utilizando la herramienta “ProtParam’”).

) Masa molecular lones Zn®* por

Metodo D) molécula de MTPA
ESI-MS 6177t2 |

Apo HPLC-RP-ESI-MS 6172+4 | s
tedrico 61752 | e
ESI-MS 6564 + 16 6.1 £0.3

Holo HPLC-RP-ESI-MS 6554 £ 3 6.03 +0.08
teorico 6555.5% | e

1V.9.3 Técnica de Fluorescencia de Rayos X por Reflexion Total (TXRF).

La TXRF es una espectroscopia basada en el fenémeno de fluorescencia de
rayos X, que utiliza la emisién secundaria o fluorescente de rayos X generada al
excitar una muestra con una fuente de rayos X. La muestra irradiada emite fotones de
rayos X secundarios, caracteristicos de cada uno de los elementos quimicos presentes
en ella, generandose un espectro de dispersibn de energia en el que aparecen
simultaneamente todas las transiciones asociadas a los elementos quimicos
presentes. Analizando la posicién de los maximos de intensidad, se identifican los
elementos presentes (analisis cualitativo), mientras que deconvolucionando e
integrando cada uno de los perfiles elementales se obtienen las proporciones masicas
de los elementos presentes (andlisis semicuantitativo). Si se anade un elemento
patrén de concentracién conocida, se obtiene la cuantificacion absoluta de dichos

elementos (analisis cuantitativo).
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En nuestro caso no fue necesario realizar un analisis cuantitativo, porque lo
que queriamos determinar era la proporcibn masica Zn:S, para asi calcular la
estequiometria Zn:MTPA, teniendo en cuenta que cada molécula de MTPA contiene
19 atomos de S.

El analisis cualitativo de las muestras de MTPA, revelé la presencia de los
elementos: S, Zn, K, Ca, Fe, Cu, Ni y Pb, segun el espectro de dispersién de energia
que se muestra en la Figura 46. El analisis semicuantitativo de los elementos

detectados se observa en la tabla 9.

Tabla 9. Anadlisis semicuantitativo de los elementos presentes en MTPA,
mediante TXRF. u.m.r. — unidades de masa relativa al S. Para cada elemento se
presenta la media = SD de 3 analisis independientes.

Elemento Cantidad
(u.m.r)
S 100 + 10
Zn 34.7+83
K 1.1+£0.1
Ca 1.0+ 0.1
Fe 0.59 £ 0.01
Cu 0.58 £ 0.01
Ni 0.085 + 0.007
Pb 0.04 £ 0.01
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Figura 46. Espectro de dispersion de energia por TXRF de MTPA, representativo
de 3 analisis independientes, utilizando un tiempo de conteo de 500 s.

A partir de las u.m.r del Zn con respecto al S, se calculé por regla de tres la
cantidad de Zn por molécula de MTPA. El resultado se presenta en la Tabla 10, en

comparacion con las estequiometrias determinadas por ESI-MS.

Tabla 10. Comparacion de las estequiometrias Zn:MTPA determinadas por
HPLC-RP-ESI-MS, ESI-MS y TXRF. Se presenta la media + SD de 2-3 valores.

lones Zn** por

Teenica molécula de MTPA
HPLC-RP-ESI-MS 6.03 £ 0.08
ESI-MS 6.1+0.3
TXRF 6.6+1.6
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IV.10 Construccion de un modelo preliminar de la estructura tridimensional del
dominio C-terminal de MTPA.

Con vistas a contrastar los resultados obtenidos en las diferentes técnicas de
anélisis, con la prediccion del nimero posible de iones Zn** enlazados por el dominio
C-terminal de MTPA, de acuerdo a la distribucion de las cisteinas en la estructura,
elaboramos un modelo preliminar de la estructura tridimensional de este dominio. La
construccion del modelo se realiz6 por homologia con las estructuras de los dominios
C-terminal de MT-1 de C. sapidus (1dmc) y de la MT de H. americanus (1j5l).

La Figura 47 muestra diferentes formas del modelo de estructura obtenido, en
las cuales se observa que una de las cisteinas del dominio se encuentra orientada
hacia el exterior, mientras que el resto (9) se encuentran orientadas hacia el interior de
la estructura. Por otro lado en la Figura 48, se observa cémo variaria en este modelo
la distancia entre el S de la cisteina intermedia del triplete de cisteinas y los S de las
cisteinas contiguas si se produjera una rotacién la cadena lateral de la cisteina

intermedia del triplete, alrededor del enlace CB-Cy.
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Figura 47. Modelo preliminar de la estructura tridimensional del dominio C-terminal de MTPA, construido por homologia con las
estructuras de los dominios C-terminal de MT-1 de C. sapidus y de la MT de H. americanus. A. Modelo esquelético que muestra las
posiciones de los atomos. B. Modelo de cinta del armazén en el que se observa una hélice a y el resto de las regiones irregulares o de
“loops” del dominio. C. Modelo de relleno espacial, en el que se muestran los radios de van der Waals de todos los atomos. En los 3
modelos la cisteina orientada hacia el exterior se sefiala con una flecha. Los colores representan: gris, C; azul, N; rojo, O; amarillo, S.
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Figura 48. Modelo preliminar de la estructura del dominio C-terminal de MTPA donde se muestra la distancia entre el S de la
cisteina intermedia del triplete de cisteinas y los S de las cisteinas contiguas. A. Modelo obtenido directamente. B. Modelo obtenido al
rotar la cadena lateral de la cisteina intermedia del triplete, alrededor del enlace CB-Cy. Los colores representan: gris, C; azul, N; rojo, O;

A

amarillo, S.
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IV.11 Determinacion del efecto de MTPA (TPA-Zn) y de su forma apo (TPA) sobre
el consumo de oxigeno de mitocondrias de higado de raton.

Teniendo en cuenta que el Zn** puede inhibir la respiracién mitocondrial a
concentraciones micromolares (Skulachev y col., 1967), y que recientemente se ha
propuesto que las metalotioneinas podrian ser importadas a las mitocondrias
hepéticas, nos propusimos evaluar el efecto de MTPA-Zng y su forma apo libre de
metal (TPA), sobre el consumo mitocondrial de oxigeno. En primer lugar realizamos el
ensayo en mitocondrias hepaticas de ratones de 2 meses, para luego ensayar con
mitocondrias de hepatopancreas de bogavante.

Una vez obtenidas las mitocondrias hepéticas con un rendimiento de alrededor
de 7.5 mg por gramo de tejido, se determiné la velocidad del consumo de oxigeno de
éstas, en presencia o ausencia de MTPA (TPA-Zn) y TPA (ambas a 10 uM), utilizando
un electrodo de oxigeno polarogréfico tipo Clark. La Figura 49 muestra un esquema de
las curvas obtenidas en cada caso, afadiendo la MTPA o la TPA en diferentes
momentos con respecto a la adicion del succinato y del ADP.

Como se observa en la Figura 50, MTPA produjo una disminucion significativa
del consumo de oxigeno iniciado por succinato (estado 4 de la respiracion), al ser
anadida después de este sustrato, mientras que la forma apo TPA produjo el efecto
contrario, al ser anadida en el mismo orden con respecto al succinato. Por otro lado,
sobre el consumo de oxigeno iniciado por ADP (estado 3 de la respiracion) (Fig. 51),
s6lo MTPA produjo una disminucion significativa del consumo al ser afadida después
del succinato, tanto antes de afadir ADP como después de haber anadido éste. El
aumento provocado por la TPA, independientemente del orden de adicion, no fue

significativo en ningun caso.
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oxigeno:[ y .

tiempo

Figura 49. Esquema representativo del efecto de MTPA y TPA sobre la velocidad
del consumo de oxigeno de mitocondrias de ratéon. ---- = no MTPA o TPA. — =
MTPA 3 uM: a), b) y ¢), o TPA 3uM: d) y ). S = Succinato. Barras: x = 3 min, y =
23.4 nmol de atomos de oxigeno. EI momento de cada adicion se representa con una
flecha.
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Figura 50. Efecto de MTPA y TPA sobre la velocidad del consumo de oxigeno
iniciado por succinato -S- (estado 4), de mitocondrias de raton. Los resultados
mostrados representan el valor medio = SD de 3 experimentos. Las letras diferentes
sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p<0.05; ANOVA seguido del test de Tukey).
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Figura 51. Efecto de MTPA y TPA sobre la velocidad del consumo de oxigeno
iniciado por ADP -A- (estado 3), de mitocondrias de ratéon. Los resultados
mostrados representan el valor medio = SD de 3 experimentos. Las letras diferentes
sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p<0.05; ANOVA seguido del test de Tukey).
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IV.12 Determinacion del efecto de MTPA (TPA-Zn) y de TPA sobre el consumo de
oxigeno de mitocondrias de hepatopancreas de H. americanus.

Luego de comprobar que tanto MTPA (TPA-Zn) como TPA tenian efecto sobre
el consumo de oxigeno de mitocondrias hepaticas de ratén, nos propusimos evaluar el
efecto de estas proteinas sobre mitocondrias de hepatopancreas de una especie
cercana a la langosta P. argus, como es el bogavante o langosta americana
H. americanus. En este caso, las mitocondrias se obtuvieron empleando medios
hiperténicos con respecto a los utilizados para las mitocondrias hepéticas, que
desarrollaron Tsokos y col. (1983) teniendo en cuenta que la hemolinfa de la langosta
es casi isotonica con el agua de mar. El rendimiento obtenido fue de 1 a 1.5 mg/g de
tejido.

La Figura 52 muestra la variacion que produjeron MTPA y TPA (ambas a
10 uM) sobre el consumo de oxigeno iniciado por succinato en las mitocondrias de
hepatopancreas. Como se observa en la Figura 52, MTPA inhibié considerablemente
el consumo de oxigeno iniciado por succinato, independientemente del orden de
adicion de MTPA con respecto a este sustrato. Contrariamente, TPA estimulé el
consumo de oxigeno en estas condiciones, de forma independientemente también al
orden de adicion de la apoproteina, aunque de forma no significativa.

El efecto de MTPA y TPA sobre el consumo de oxigeno iniciado por ADP (Fig.
53), tuvo un comportamiento similar al obtenido para el caso del succinato, siendo el
efecto inhibitorio de MTPA mas acentuado. En comparacion con el efecto obtenido
utilizando mitocondrias hepaticas, tanto el efecto de MTPA como el de TPA sobre
mitocondrias de hepatopancreas, fue mayor en ambos estados respiratorios.
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Figura 52. Efecto de MTPA y TPA sobre la velocidad del consumo de oxigeno
iniciado por succinato -S- (estado 4), de mitocondrias de H. americanus. Los
resultados mostrados representan el valor medio = SD de 3 experimentos. Las letras
diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p<0.01; ANOVA seguido del test de Tukey).
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Figura 53. Efecto de MTPA y TPA sobre la velocidad del consumo de oxigeno
iniciado por ADP -A- (estado 3), de mitocondrias de H. americanus. Los resultados
mostrados representan el valor medio + SD de 3 experimentos. Las letras diferentes
sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p<0.001; ANOVA seguido del test de Tukey).
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IV.13 Determinacion del efecto de MTPA (TPA-Zn) y de TPA sobre la produccién
de ROS (H,0,) de mitocondrias aisladas a partir del hepatopancreas de

H. americanus.

Luego de ver que tanto MTPA (TPA-Zn) como TPA, a la concentracién de
10 uM, pueden modular el consumo de oxigeno de mitocondrias hepaticas de ratén y
de mitocondrias aisladas a partir del hepatopancreas del bogavante H. americanus,
nos propusimos evaluar si a esta concentracion podrian ademas modular la
produccion mitocondrial de ROS. Para ello determinamos el H,O, producido por
mitocondrias del hepatopancreas de H. americanus, luego de ser estimuladas con
succinato, en presencia o ausencia de MTPA, TPA o Zn*". El H,O, intramitocondrial
fue medido espectrofluorométricamente, usando la sonda diclorodihidrofluoresceina
diacetato (H.DCFDA), que al perder los grupos acetatos y ser oxidada por el H,O,, se
convierte en el producto fluorescente diclorodihidrofluoresceina (DCF).

Como se observa en la Figura 54, MTPA produjo un incremento de la velocidad
de produccién de DCF de un 35%, mientras que TPA produjo una disminucion no
significativa, en comparacién con mitocondrias controles estimuladas con succinato. El
efecto producido por el Zn* en su forma libre fue siginificativamente mayor que el
producido por MTPA, llegando a aumentar la velocidad de producciéon de DCF en casi
un 100%.
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Figura 54. Efecto de MTPA, TPA y Zn* sobre la formacion de H,0,, determinado
mediante la aparicion de diclorodihidrofluoresceina (DCF), en mitocondrias de H.
americanus. Los resultados mostrados representan el valor medio = SD de 3-5
experimentos. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0.05; ANOVA seguido del test
de Tukey).
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Discusion

vV DISCUSION.

Aunque las metalotioneinas se estudian desde hace ya casi 50 afios, aun no se
conocen con exactitud las funciones fisiolégicas de esta gran familia de proteinas.
Como se comentaba en el capitulo de Introduccion, entre las multiples funciones que
se le han atribuido en mamiferos, ademas de su implicacién en la destoxificacion de
cadmio, esta su relacion con el metabolismo energético y con la proteccion frente al
estrés oxidativo. Sin embargo, en invertebrados existen sélo evidencias indirectas que
relacionan a las metalotioneinas con la proteccién frente al estrés oxidativo (Viarengo
y col., 1999) y al estrés por frio (English y Storey, 2003). Por esta razén, en el presente
trabajo se cloné y caracteriz6 estructuralmente una nueva metalotioneina procedente
de una especie de alto valor comercial, como es la langosta Panulirus argus, y se
evalué el efecto de esta proteina sobre la respiracion y la produccién de ROS
mitocondrial, utilizando mitocondrias aisladas como modelo experimental. Ademas, se
analizé la induccién del mRNA de esta proteina por cadmio en diferentes tejidos de la
langosta, como evidencia indirecta de su papel en la destoxificacion de este metal.

V.1 Caracterizacion del cDNA de la metalotioneina de P. argus.

El cDNA de la metalotioneina de P. argus se obtuvo mediante la combinacién
de las técnicas de RT-PCR y RACE. Al analizar la secuencia de este cDNA (Fig. 19)
se observd que la composicion nucleotidica de la region contigua al codén de
iniciacion ATG: CACCATGC, cumple en ambas direcciones (5’ y 3’) con las reglas de
Kozak (Kozak, 1989,1997) que describen las secuencias consensos del sitio de union
del ribosoma; lo cual nos indicé que realmente este es el codon de iniciacion, y no
otros codones ATG presentes en la secuencia. Esta secuencia ademas, coincide
exactamente con la descrita en H. americanus (Valls y col., 2001).

La senal de poliadenilacion (AATAAA) sigue los patrones consensos de
eucariontes y se encuentra a 11 pb del sitio de poliadenilacién al igual que en
H. americanus (Valls y col., 2001). Resulta curioso que en C. elegans (Freedman vy
col., 1993), adyacente a la sefal de poliadenilacion, se encontrd la secuencia ATTTA:
una sefal para la degradacion rapida de algunos mRNA de mamiferos (Shaw y
Kamen, 1986). Esta sefial no ha sido encontrada en P. argus ni en el resto de las
secuencias nucleotidicas de metalotioneinas descritas hasta el momento en los

invertebrados y en los mamiferos.
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V.2 Analisis de la secuencia aminoacidica de la metalotioneina de P. argus.

La secuencia aminoacidica deducida de MTPA (Fig. 19) presenta 59
aminoacidos, de los cuales 18 (aparecen como gris oscuro en la Figura 20) se
conservan en todas las secuencias conocidas de las metalotioneinas de crustaceos, y
si no se tiene en cuenta la MT-Cu de C. sapidus, el nimero de residuos conservados
seria 26 (gris oscuro y gris claro) (Fig. 20). Tanto la histidina como los aminoacidos
aromaticos estan ausentes en la secuencia, lo que junto a la presencia de un alto
numero de cisteinas, es una caracteristica de todas las metalotioneinas estudiadas
hasta la fecha (Binz y Kagi, 1999). En el N-terminal de la secuencia de MTPA se
observa ademas el patron caracteristico de las metalotioneinas de crustaceos:
P-[G]-P-C-C-x(3)-C-x-C, al cual se hizo referencia en el apartado |.2.

A pesar de que la secuencia aminoacidica deducida a partir del cDNA resulte
de 59 aminoacidos, el numero real de residuos de MTPA podria variar, porque es muy
probable que la metionina del N-terminal se pierda en el proceso post-traduccional,
como ha sido demostrado en H. americanus (Brouwer y col., 1989). Por otra parte en
las especies de cangrejos A. astacus (Pedersen y col., 1996), C. maenas (Pedersen y
col., 1994) y C. sapidus (Brouwer y col., 1995) se han encontrado isoformas que se
diferencian sélo en la metionina antes mencionada. En C. maenas se observé que al
inducir la sintesis de metalotioneina con bajas concentraciones de cadmio (0.5 ppm),
la Unica isoforma que se encuentra es la que carece de metionina en el N-terminal, lo
cual podria indicar que altas concentraciones de cadmio inhiben el procesamiento
enzimatico del N-terminal o bien que la velocidad del procesamiento es insuficiente
dado el incremento en la sintesis de metalotioneina producido por altas
concentraciones del metal (Pedersen y col., 1994). De ser entonces 58, el nimero de
residuos de MTPA coincidiria con el numero que presentan la mayoria de las
metalotioneinas de crustaceos no especificas de cobre.

La cisteina constituye el aminoacido més abundante de las metalotioneinas. En
MTPA aparecen 19 residuos de cisteina, lo que representa el 32% del total de
aminoacidos. Este numero de cisteinas se corresponde con el hallado en las
metalotioneinas de los siguientes crustaceos: C. maenas (Pedersen y col., 1994),
Eriocheir sinensis (AY057396) y Portunus pelagicus (AY057395). El resto de las
metalotioneinas de crustaceos presentan 18 residuos de cisteina, exceptuando la
metalotioneina especifica de cobre (MT-Cu) de C. sapidus (Syring y col., 2000) que
tiene 21. El analisis de alineamiento multiple de MTPA con todas las metalotioneinas
de crustaceos conocidas hasta la fecha, mediante el programa ClustalW (Fig. 20)
mostré que, de los 19 residuos de cisteina que aparecen en la MTPA, 14 se
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conservan. Esta cifra asciende a 18 si no tenemos en cuenta la metalotioneina
especifica de cobre de C. sapidus. En P. argus, el residuo de cisteina que no comparte
distribucion con ninguna de las metalotioneinas alineadas se encuentra formando un
triplete de cisteinas muy poco comun, que en crustaceos sélo ha sido encontrado en la
MT-Cu de C. sapidus (aparecen subrayados en la Figura 20); aunque como se
comentara posteriormente en el apartado V.6.3, la existencia de éstos tripletes de
cisteinas en las metalotioneinas no es un hecho exclusivo de los crustaceos.

La estructura tridimensional de las metalotioneinas de crustaceos con 18
cisteinas ha sido dilucidada en el cangrejo C. sapidus (metalotioneina-1) (Narula y
col., 1995) y en el bogavante H. americanus (Zhu y col., 1994). La Figura 55 muestra
un esquema de la disposicion de los enlaces metal-tiolato propuesta por Zhu y col.
(1994) para la metalotioneina de H. americanus, que es la misma disposicion de
enlaces del dominio B (N-terminal) de las metalotioneinas de mamiferos (Otvos y
Armitage, 1980; Furey y col., 1986; Arseniev y col.,, 1988; Messerle y col., 1990;
Robbins y col., 1991; Zangger y col. 1999). En estas estructuras 9 cisteinas enlazan
3 atomos de zinc mediante 6 enlaces tiolatos terminales y 3 puentes tiolatos. Hasta el
momento, ésta ha sido la estructura establecida para todos los dominios de las
metalotioneinas de crustaceos, suponiendo que todas estas proteinas estaban

formadas por dominios B-.

A 0 s

(O zn* 6 Cd*

Figura 55. Esquema de la disposicion de los enlaces metal-tiolato en los
dominios B de las metalotioneinas de H. americanus y de mamiferos.

El hecho de que aparezca una décima cisteina en los dominios C-terminal de
las metalotioneinas de C. maenas y de P. argus podria suponer la ruptura del patrén
de estructura B-p establecido hasta el momento para estas proteinas en crustaceos, ya

gue cabe la posibilidad de que este nuevo dominio pueda unir un cuarto atomo de zinc
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o cadmio mediante 4 enlaces tiolatos terminales y 6 puentes tiolatos. Es decir que
podria pensarse, que las metalotioneinas de C. maenasy de P. argus, en total unieran
3 iones Zn** o Cd** en el dominio B del extremo N-terminal, y 4 iones Zn** o Cd** en el
dominio del extremo C-terminal. Sin embargo, como se discutira mas adelante, hemos
comprobado que la capacidad de unién de iones Zn** de MTPA es similar al resto de
las metalotioneinas de crustéaceos.

Analizando el alineamiento multiple (Fig. 20), se observa ademas que
4 residuos de la secuencia de P. argus rompen el patrén de conservacion de las
metalotioneinas no especificas de cobre de crustaceos (residuos en negrita). Tres de
estos residuos corresponden a treoninas, y de ellos, uno se encuentra formando un
par Thr-Thr muy poco comun en las metalotioneinas. En los crustaceos este par de
residuos de Thr ha sido encontrado solamente en C. maenas (treoninas subrayadas).
El cuarto residuo no conservado corresponde a la sustitucién de una lisina por una
serina en la posicién 49. Asimismo, la region de conexion entre los dominios
N-terminal y C-terminal presenta un aminoacido mas con respecto al resto de las
metalotioneinas de crustaceos, no-especificas de cobre (Fig. 20).

En la Figura 20 se observa que existe un numero relativamente constante
(6-10) de lisinas en las metalotioneinas de crustaceos encontradas hasta el momento,
ubicadas en posiciones relativamente conservadas de la secuencia primaria
(posiciones encerradas en recuadros). De esta forma, la sustitucion de la lisina de la
posicion 49 se compensa con la sustitucién de una treonina por una lisina en la
posicion 50. De igual forma se compensa la pérdida de la arginina de la posicion 27
por la aparicion de una lisina en la posicion 24. Como se comentara més adelante en
el apartado V.6.1, las lisinas presentes en las metalotioneinas parecen ser importantes
en la internalizacion de estas proteinas a la mitocondria.

Como se observa en la Tabla 4, MTPA presenta una identidad de secuencia
del 69.5% con la tioneina-Zn de H. americanus, mientras que con la tioneina-Cu de
C. sapidus es solamente de un 38.1%, con lo cual es muy probable que MTPA sea
una tioneina especifica de Zn y Cd. Sin embargo, al no conocerse secuencias
consenso, que dicten unién a Cu®, para poder confirmar que MTPA es una
tioneina-Zn, habria que hacer ensayos de reemplazamiento de metales, o expresar la
proteina en presencia de CuSQO, en las mismas condiciones que en las que se expreso
con ZnCl.
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V.3 Analisis de la expresion del mRNA de MTPA en diferentes tejidos de P.
argus.

La expresion especifica de tejido de metalotioneinas con diferentes
preferencias de uniéon a metal (Zn/Cd é Cu) ha sido descrita en crustaceos y moluscos,
y es un hecho estrechamente relacionado a las funciones fisiolégicas que estas
metalotioneinas desarrollan en cada tejido (Brouwer y col. 1995; Dallinger y col., 1997;
Chabicovsky y col., 2003). En C. sapidus, tanto la isoforma | como la Il (isoformas
especificas de Cd) (Brouwer y col., 1995) fueron encontradas en el hepatopancreas,
mientras que en las agallas solo se encontré la isoforma |l. La expresién de ésta ultima
s6lo se induce por Zn y Cd a diferencia de la isoforma | que puede ser inducida
ademas por Cu (Brouwer y col., 2002). En Helix pomatia, un molusco terrestre, la
isoforma que se expresa en el hepatopancreas une preferentemente Cd (Dallinger y
col., 1993), mientras que la que se expresa en el manto une preferentemente Cu
(Berger y col., 1997). A la primera se le atribuy6 la funcién de destoxificacién (Dallinger
y col., 1997), mientras que a la segunda se le atribuyé la de homeostasis del Cu en
conexion con la sintesis de hemocianina (Berger y col., 1997).

Sin embargo, a diferencia de como ocurre en mamiferos, en invertebrados no
se ha descrito aun la presencia de una isoforma ubicua. Por esta razén, se analizé la
cantidad relativa de mRNA de MTPA en diferentes tejidos de P. argus mediante el
método de RT-PCR semicuantitativa.

Los resultados (Fig. 21) demostraron la expresion del mRNA de MTPA en
todos los tejidos analizados de P. argus. Para comprobar que se trataba efectivamente
de la misma isoforma y no de isoformas con tamafnos similares y extremos N- vy
C-terminales semejantes (a los que pudieran unirse los cebadores), todos los
fragmentos obtenidos fueron clonados y secuenciados. La secuencia obtenida en
todos los casos fue la misma que la obtenida a partir del hepatopancreas, por lo que
no cabe dudas de que estamos en presencia de una misma isoforma que se expresa
en todos estos tejidos. Por tanto, este es el primer caso de una metalotioneina ubicua
descrito en invertebrados y es la primera vez que se comprueba la expresion de
metalotioneina en musculo y tejido nervioso de crustaceos.

Como se observa en la Figura 21, la mayor expresion del mRNA de MTPA
tiene lugar en el hepatopancreas, lo cual concuerda con los estudios de Chavez-
Crooker y col. (2003), a nivel de proteina, para la metalotioneina de H. americanus.
Mediante ensayos inmunoenzimaticos estos autores demostraron que la concentracion

de metalotioneina del hepatopancreas es de 5 a 10 veces mayor que en el resto de los
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tejidos analizados (rifién, agallas, musculo y corazoén); siendo el masculo y el corazén,

los tejidos con menor concentraciéon de metalotioneina.

V.4 Analisis de expresion del mRNA de MTPA en respuesta a cadmio en
explantes de tejido de P. argus.

Una caracteristica distintiva de la expresion de los genes de las metalotioneinas
es que son inducibles por una amplia variedad de compuestos y condiciones de
estrés, incluyendo citoquinas, hormonas glucocorticoides, especies reactivas de
oxigeno e iones metdlicos. Sin embargo, algunas isoformas son relativamente
insensibles a estos inductores (Davis y Cousins, 2000; Vasak y Hassler, 2000).
Teniendo en cuenta que los iones metalicos son los inductores mas potentes, y que el
cadmio es mejor inductor que otros iones metalicos (Swain y col., 2004), se decidié
estudiar la regulacion de la expresién de MTPA en explantes de diferentes tejidos de la
langosta luego de una exposicion a cadmio de 5 horas. En estas condiciones se
produjo una induccion significativa en: hepatopancreas, intestino y tejido nervioso.
Estos resultados (Fig. 22) apoyan la idea de que en el hepatopancreas, asi como en
los tejidos donde tuvo lugar la induccion de metalotioneina por cadmio, MTPA juega
muy probablemente un papel importante en la destoxificacion de cadmio y en general
en la proteccidon contra metales no esenciales. Esta funcion ha sido bien establecida
en mamiferos usando ratones transgénicos que sobreexpresan el gen de la
metalotioneina, asi como en ratones con deleciones (knock-outs) de éste gen
(Klaassen y col., 1999; Vasak y Hassler, 2000), y recientemente en el nematodo
C. elegans, mediante experimentos de knock-out y/o silenciamiento del gen (knock-
down) de la metalotioneina con iRNA (Swain y col., 2004).

Estudios previos han demostrado que la expresion de metalotioneina en
diferentes tejidos de invertebrados es inducible por cadmio (Pedersen y col., 1998;
Syring y col.,, 2000; Chabicovsky y col., 2003). Sin embargo, la induccién de
metalotioneina por cadmio en tejido nervioso de invertebrados no habia sido descrita
hasta el momento. Estos datos podrian servir como base para realizar estudios mas
detallados dirigidos a entender las multiples funciones de estas proteinas y su
evolucion. De hecho, su caracter ubicuo y su alta inducibilidad por cadmio sugieren
que MTPA podria llevar a cabo en el tejido nervioso de la langosta, funciones similares
a las desempenadas por MT-I/1l en el cerebro de mamiferos.

En mamiferos, MT-1 y MT-2 son expresadas en la mayoria de los tejidos
incluyendo el cerebro, mientras que MT-3 y MT-4 son expresadas fundamentalmente
en el sistema nervioso central (CNS) y en el epitelio escamoso estratificado,
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respectivamente (Vasak y Hasler, 2000; Davis y Cousins, 2000). Aunque a MT-1, MT-2
y MT-3 se le han atribuido papeles importantes en la regeneracién y proteccion del
CNS frente a diferentes dafnos, sus funciones precisas aun no se conocen (Palmiter,
1998; Hidalgo y col., 2001). Sin embargo, se supone que las funciones de MT-3 en el
CNS difieren de las de sus contrapartes ubicuas, ya que la expresion de MT-1 y MT-2
es regulada por citoquinas, glucocorticoides y metales pesados, mientras que la de
MT-3 es relativamente insensible a estos estimulos (Vasak y Hasler, 2000; Davis y
Cousins, 2000; Palmiter, 1998; Hidalgo y col., 2001).

El andlisis de los estimulos que podrian afectar la expresion de MTPA en el
tejido nervioso de P. argus, podria ayudar a comprender el papel fisiolégico de esta
molécula en este tejido. Ademas seria interesante comprobar si existe una
metalotioneina especifica de tejido nervioso en este organismo, y si la expresion de las
metalotioneinas de crustaceos descritas hasta el momento tiene lugar en otros tejidos,
diferentes de aquellos a partir de los cuales han sido purificadas o clonadas.

La presencia de mas de una isoforma en los cangrejos Scylla serrata (Lerch y
col., 1982) y C. sapidus (Brouwer y col., 1995) hace suponer la existencia de mas de
una isoforma en las distintas especies de crustaceos. Es probable entonces que en
cada especie puedan existir diferentes isoformas, con carécter especifico o ubicuo en
cuanto a su expresion, en relacion con las distintas funciones a desarrollar en cada

organo o tejido.

V.5 Expresion por via recombinante y purificacion.

Generalmente la metalotioneina es expresada por via recombinante en su
forma unida a metal (forma holo). La desventaja fundamental de expresarla como
forma apo, es que al ser la estructura mas flexible, es un blanco facil para las
proteasas del hospedero y conllevaria una notable disminucién del rendimiento de la
proteina recombinante. Ademas, al ser mas susceptible a la oxidacién, se requieren
condiciones fuertemente reductoras durante el proceso de purificacion.

El sistema de expresién utilizado en la mayoria de los trabajos recogidos en la
literatura, al igual que en el presente trabajo, es en forma de proteina de fusién con
GST. Como ya se ha descrito en el capitulo de Materiales y Métodos, al emplear dicho
sistema de expresion, la proteina recombinante se expresa con algunos aminoacidos
de mas en el extremo N-terminal. EI nimero de aminodacidos adicionales depende de
la enzima de restriccion del extremo 5’ empleada durante el clonaje. En nuestro caso,
al emplear BamHil (Fig. 15), MTPA se expresé con dos aminodacidos adicionales en el
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N-terminal (N-Gly-Ser). Esta modificacion de la secuencia de MTPA podria suponer
una alteracién de la estructura y por tanto, de la funcién de la proteina. Sin embargo,
ya ha sido demostrado que esta modificacién no interfiere con las caracteristicas de
union a metal de otras metalotioneinas (Xiong y Ru, 1997; Capdevila y col., 1997).
Ademas, como se vera mas adelante, en nuestro caso no se ha afectado la funcién, ya
que la MTPA recombinante es capaz de entrar a la mitocondria y afectar la respiracion
y la produccién de ROS mitocondrial.

El rendimiento final del proceso de obtencion de MTPA recombinante fue de
0.33 + 0.02 mg/L de cultivo de bacteria, lo cual se encuentra dentro del rango descrito
para otras metalotioneinas de invertebrados, obtenidas mediante el mismo sistema de
expresion. Al obtener MTN de Drosophila y MTH de H. americanus, en estas
condiciones, Valls y col. (2000, 2001) obtuvieron rendimientos de 0.3 y 0.5 mg/L de
cultivo de bacteria, respectivamente. No obstante, este rendimiento es mucho menor
qgue el encontrado por Vergani y col. (2003) al expresar MT-A de Oncorhyncus mykiss
(trucha arco iris) utilizando el plasmido de expresion pGEX-6P-1. La diferencia en
rendimiento podria deberse al hecho de que la utilizacion del vector pGEX-6P-1
permite separar la proteina de interés de la GST, cortando con la proteasa
PreScission. Esta proteasa, a diferencia de la trombina (proteasa utilizada en el caso
de pGEX-4T-1), es activa a bajas temperaturas y requiere menos tiempo para digerir la
proteina de fusion, con lo cual se protege la integridad de la proteina de interés. Sin
embargo, la desventaja del sistema de expresion en pGEX-6P-1 es que resulta
econdémicamente mas caro.

Al finalizar el proceso de purificacion se obtuvo una MTPA recombinante pura,
como se comprobd mediante andlisis de composicion de aminoacidos (Tabla 7).

V.6 Caracterizacion estructural de MTPA

V.6.1 Determinacion de la capacidad de unién de zinc de MTPA.

Con vistas a evaluar si la aparicion de una décima cisteina en el dominio
C-terminal de MTPA, efectivamente supone un aumento de capacidad de unién de
metal como habiamos planteado en el apartado anterior, nos dispusimos a determinar
la cantidad de Zn** unido por molécula de MTPA, obtenida por via recombinante en
presencia de ZnCl,. La cantidad de Zn®** presente en MTPA se determiné por ESI-MS
(en modo directo o acoplado a HPLC-RP) y TXRF.
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V.6.1.1 Analisis mediante ESI-MS.

El analisis mediante ESI-MS se realizé tanto en modo directo, como acoplado a
HPLC-RP. Segun se muestra en las Figs. 31, 32, 39 y 40, en HPLC-RP-ESI-MS el
cromatograma tanto de la forma holo, como de la apo de MTPA, presenta un pico
mayoritario con un “hombro” o pico minoritario. La diferencia de peso molecular entre
estos picos fue de 6 y 3 D, en el caso de la forma holo y apo, respectivamente. Dicha
diferencia es mucho menor que el peso de un atomo de zinc (65.38 D). Este hecho,
unido al resultado del andlisis aminoacidico, sugiere que los picos minoritarios no son
contaminantes ni se diferencian en el nimero de iones Zn?** enlazados, sino que son
formas con diferente grado de protonacién.

La estequiometria Zn:MTPA determinada por ESI-MS tanto en modo directo,
como acoplada a HPLC-RP, sugiere que MTPA une 6 iones Zn** de forma especifica
(Tabla 8). Asimismo, de acuerdo a los espectros de masas obtenidos, no parecen
existir otras formas de MTPA-Zn ademas de la forma MTPA-Zng, al menos de forma
abundante en solucién. Estos resultados contrastan con los obtenidos por Valls y col.
(2001), quienes detectaron por ESI-MS una mezcla de dos formas holo predominantes
de MTH (la metalotioneina de H. americanus): una MTH-Zns mayoritaria y una
MTH-Zn; minoritaria, al obtenerla por via recombinante a partir de un cultivo
suplementado con ZnCl, 0.3 mM. Estos autores trataron la mezcla de holoformas con
la resina Chelex-100, comprobando que el séptimo ién Zn** estaba débilmente
enlazado al agregado MTH-Zn.

Por otro lado, la masa molecular de MTPA determinada por espectrometria de
masas, tanto en el modo directo (ESI-MS) como en HPLC-RP-ESI-MS, coincidi6 con la
tedricamente calculada para una estequiometria de 6 iones Zn®* por molécula de
proteina, lo cual indica que durante el proceso de obtencién y purificacion de MTPA
por via recombinante, no se formaron puentes disulfuros en la molécula, a pesar de
que en SDS-PAGE Tris-Gly se observé una masa molecular aparente de 12 kD. Este
resultado indica que el peso molecular aparente observado en SDS-PAGE Tris-Gly es
un artefacto de esta técnica y no del proceso de purificacion.

Ademas de permitir el calculo de la estequiometria de unién a Zn?*, el analisis
mediante ESI-MS permite evaluar la flexibilidad conformacional de ambas formas de
MTPA: la forma holo y la forma apo.

Algunos estudios descritos en la literatura indican que la conformacion de una
proteina en solucion influye sobre el estado de carga observado en los espectros de
masas de electrospray (Loo y col., 1991; Yu y col., 1993). Se ha encontrado que la
mayor abundancia de relaciones m/z altas (estados de carga bajos), se corresponde
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con la proteina en su estado nativo, en forma globular; mientras que una mayor
abundancia de estados de carga altos, es caracteristico de una conformacién mas
desnaturalizada y extendida, en la cual los grupos funcionales que aceptan protones
estan mas accesibles.

En este sentido, nuestros resultados concuerdan con dichos estudios. Asi, la
forma holo en ambos tipos de espectrometrias de masas tiene cargas del estado de
ionizacion menores (5+ en el pico mayoritario de HPLC-RP-ESI-MS y 4+ en ESI-MS)
(Figs. 42 y 45) en comparacién con las de la forma apo (7+ y 4+ en el pico mayoritario
de HPLC-RP-ESI-MS y 6+ en ESI-MS) (Figs. 38 y 44), ya que ésta ultima, ademas de
estar a pH éacido (que favorece la protonacion), ha perdido la conformacion nativa
luego de perder el metal. Asimismo, el pico mayoritario de la forma holo en HPLC-RP-
ESI-MS, presenta una carga del estado de ionizacién mas abundante superior a la del
pico de la forma holo en ESI-MS, ya que en HPLC-RP-ESI-MS, MTPA se inyectd en
un gradiente de acetonitrilo, con lo cual la proteina estaba parcial o completamente
desnaturalizada a pesar de no haber perdido los 6 iones Zn*".

En general, estos resultados corroboran la idea que existe acerca de que la
apotioneina es una forma mas desplegada en comparaciéon con su forma unida a
metal (Liu y col., 2003).

Por otro lado, una de las cuestiones estructurales que ha sido estudiada en las
metalotioneinas es si todos los grupos tioles del “cluster” estan desprotonados. En
otras proteinas capaces de unir metales, la protonacién de los grupos unidos a Zn®* ha
sido asociada con una disminucion de su reactividad (Myers y col., 1995). Mediante
estudios de espectrometria de masas se ha establecido que las formas MT-Cd y
MT-Zn, reconstituidas a partir de la apoMT-2a de conejo, contienen dos grupos tiolatos
desprotonados por cada ién bivalente unido (Yu y col., 1993; Fabris y col., 1996). La
diferencia de s6lo 1.48 D entre el valor de la masa molecular de MTPA determinada
por HPLC-RP-ESI-MS (el promedio de la masa de los picos mayoritario y minoritario),
con respecto a su valor teérico (determinada segun la ecuacién de Yu y col., 1993),
concuerda con lo establecido por estos autores, indicando que en MTPA, al igual que
en la MT-2a de conejo, existen dos grupos tioles desprotonados por cada i6n Zn?*
enlazado, lo cual a su vez podria sugerir que ambas metalotioneinas poseen una

reactividad similar.
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V.6.1.2 Analisis mediante TXRF.

El andlisis semicuantitativo de los elementos presentes en MTPA mediante
TXRF, revel6 la presencia de cantidades insignificantes de cobre (un ién por cada 9
moléculas de MTPA) (Tabla 9). Esto concuerda con los resultados obtenidos por Valls
y col. (2001), quienes determinaron la ausencia de cobre en las holoformas de MTH,
obtenidas a partir de cultivos suplementados con ZnCl, 300 puM.

Por otro lado, al expresar MTH con CuSO, 500 uM en el medio, la proteina
present6 tanto cobre como zinc unidos a su estructura (Valls y col., 2001). De acuerdo
a estos datos, y en conjunto con lo ya discutido en apartado V.2., la ausencia de cobre
en MTPA podria ser otro indicio de que esta proteina sea una tioneina-Zn.

Como se observa en la Tabla 10, la estequiometria de Zn** unido a MTPA
determinada por TXRF, resulté de 6.6 + 1.6 iones Zn®* por molécula de proteina, lo
que contrasta con la estequiometria de 6 iones Zn**/MTPA determinada por ESI-MS
tanto en modo directo, como acoplado a HPLC-RP. Sin embargo, como se observa en
la Tabla 10, la incertidumbre en la determinacion de la estequiometria por TXRF es
muy alta en comparacion con las de las ESI-MS.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, concluimos que por cada molécula
polipeptidica de MTPA se unen 6 iones Zn*, de forma similar a como ocurre en otras
metalotioneinas de crustaceos. Sobre la base de estructuras terciarias ya dilucidadas
en crustaceos, como son la metalotioneina-1 del cangrejo C. sapidus y de la
metalotioneina de H. americanus, con las cuales MTPA presenta bastante homologia
(Tabla 4), sugerimos que los 6 iones Zn?* estan distribuidos en dos “clusters” de 3 Zn**

cada uno: un “cluster” en el dominio C-terminal, y otro en el dominio N-terminal.

V.6.2 Analisis espectrofotométrico.

El espectro UV de la forma apo (Fig. 33) revel6 que la contribucién de la
cadena polipeptidica a la absorcion de la molécula es relativamente baja en
comparacion con la contribucién que suponen los enlaces Zn-S de la forma holo. La
ausencia de absorbancia alrededor de 250 nm para la forma apo concuerda con la
ausencia de aminoacidos aromaticos en esta proteina.

El valor de absorcion molar a 220 nm de la forma apo de MTPA (€2 = 51 000
M™ cm™) resulté semejante a los valores determinados para la forma apo de cangrejo
(€220 = 50 000 M cm™) (Overnell y col., 1988) y de mamiferos (€,00 = 48 200 M cm™)
(Buhler y Kagi, 1979).
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V.6.3 Prediccion de la estructra tridimensional del dominio C-terminal de MTPA.

A pesar de haber determinado la estequiometria 6:19 (Zn:S) por 3 técnicas
diferentes, podria darse el caso de que un séptimo atomo de Zn** hubiera sido unido
por MTPA a través de un enlace tetrahédrico formado por 3 Sy un N u O (Overnell y
col., 1988). Al ser este Ultimo un sitio de mas baja afinidad en comparacion con los
tetrameros compuestos por 4 S, el séptimo Zn®** podria haberse perdido durante el
proceso de filtracién en gel, sin que hubiésemos podido cuantificarlo por ninguna de
las técnicas de andlisis empleadas.

Con el fin de predecir la distribucién espacial de las cisteinas del dominio
C-terminal de MTPA, para que nos permitiera esclarecer si efectivamente todas las
cisteinas podrian formar enlaces tetrahédricos con el Zn**, o por el contrario una de
ellas podria no formar parte del “cluster”, construimos un modelo preliminar de la
estructura tridimensional del dominio C-terminal de MTPA, obtenido por homologia con
otras estructuras disponibles en las bases de datos.

Como se observa en la Figura 47, el modelo obtenido permitié definir que la
cisteina intermedia del triplete de cisteinas se encuentra orientada hacia el exterior.
Aunque no esta ubicada en la zona de la hélice «, sino en una regién irregular o de
“loops” de mayor flexibilidad, es muy dificil desde el punto de vista energético que tres
cadenas laterales de residuos contiguos se encuentren orientadas en la misma
direccion (configuracién cis), ya que la configuracion del enlace peptidico que suele
estar mas favorecida es la forma trans (a excepcion de cuando esta involucrada una
prolina). De hecho en las estructuras 1dmc (C. sapidus) y 1j51 (H. americanus) esta
posicion estd ocupada por una lisina, la cual también esta orientada en configuracion
trans. Por tanto, asumiendo la estructura mostrada en la Figura 47, es muy probable
que esta cisteina no esté involucrada en un tetrdmero de coordinacién de Zn**, ya que
su S se encontraria a una distancia de 7.5y 7.09 A (Fig. 48A) de los S de las cisteinas
mas cercanas en la estructura (cisteinas contiguas), mientras que la distancia media
entre los S de las cisteinas que podrian formar tetrameros en este modelo es de
4.12+0.35 A. A pesar de que la cadena lateral de esta cisteina podria rotar alrededor
del eje formado por el enlace C-C, acercandose hacia el interior de la molécula como
se observa en la Figura 48B, no obstante, el S seguiria quedando hacia el exterior y
muy lejos (6.98 y 5.02 A respectivamente) del resto de las cisteinas, como para que
pueda unir Zn en coordinacién con alguna de las otras cisteinas.

Por tanto, este modelo preliminar de la estructura tridimensional de MTPA
confirma los resultados obtenidos en cuanto a la estequiometria de unién Zn:MTPA.
Es decir, que MTPA une 6 iones Zn por molécula.
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La existencia de tripletes de Cys en las metalotioneinas no es exclusivo de
crustaceos; tales repeticiones han sido encontradas en las especies de protistas
Tetrahymena pigmentosa y Tetrahymena pyriformis, con un total de 4 motivos
Cys-Cys-Cys en las isoformas inducidas por cadmio (Piccinni y col., 1994). Sin
embargo en la isoforma inducida por cobre, encontrada posteriormente en
T. pigmentosa (Santovito y col., 2001), no se encontraron dichos tripletes.

La MT-1b humana también presenta un ftriplete de cisteinas (Heguy y
col., 1986). Esta isoforma de humanos presenta una cisteina extra (12 en lugar de 11)
en el dominio o (C-terminal) de la proteina, ubicada en un ftriplete de cisteinas.
Asimismo, en la lombriz de tierra Eisenia foetida, se ha encontrado una metalotioneina
compuesta por un unico dominio, que presenta al igual que el dominio o de la MT-1b
humana, 12 cisteinas, de las cuales 3 forman un triplete (Gruber y col., 2000).
Mediante espectrometria de masas se determind que esta metalotioneina de
E. foetida, inducida por cadmio, une 4 iones Cd** al igual que el dominio C-terminal de
las metalotioneinas de mamiferos compuesto por 11 Cys. Con lo cual se dedujo, que
la configuracion espacial del “cluster” Cd-S de la metalotioneina de E. foetida debe ser
similar al del dominio a (C-terminal) de las metalotioneinas de mamiferos y por tanto
una de las 12 cisteinas no participa en la uniéon de cadmio. Gruber y col. (2000)
sugirieron que la cisteina no implicada en la unién de cadmio podria ser la cisteina
extra del triplete comentado, ya que en las metalotioneinas de otras lombrices de
tierra, en esa posicién de la secuencia aminoacidica, aparece una alanina en lugar de
una cisteina. Por esta razén propusieron que la aparicion de la cisteina adicional en la
metalotioneina de E. foetida podria ser el resultado de un evento de mutacién tardio.

La aparicién de un residuo de cisteina extra en el dominio C-terminal de MTPA,
que no parece tener un papel en el aumento de la capacidad de unién de zinc por
dicho dominio, se asemeja en gran medida a los resultados encontrados por Gruber y
col. (2000). So6lo queda como interrogante si efectivamente su aparicién se debe a un
evento de mutacion tardio sin importancia o por el contrario podria tener alguna
implicacién para la funcion de éstas proteinas.

En la metalotioneina de levadura no todas las cisteinas intervienen en la
formacién del cluster. Esta metalotioneina tiene 53 aminoacidos, y de ellos 12 son
cisteinas. De los 53 aminoacidos, sélo los 40 del extremo N-terminal forman parte del
cluster, en el cual 10 cisteinas unen Cu. Sobre el resto de residuos del extremo
C-terminal (13 aminoacidos, de los cuales 2 son cisteinas) se ha sugerido que podrian
servir para iniciar interacciones proteina-proteina (Peterson y col., 1996). La cisteina
extra de MTPA, podria estar involucrada en la unién intermolecular de monémeros de
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la proteina, a través de puentes disulfuros o puentes S-Me?*-S. Cabe sefalar que ésta
cisteina estd ubicada en el dominio C-terminal, que es el dominio implicado en la
dimerizacién oxidativa de la metalotioneina de mamiferos, a través de puentes
disulfuros intermoleculares entre las cisteinas de este dominio (Zangger y col., 2001b).
Lamentablemente, la importancia funcional de este tipo de dimerizaciones de las
metalotioneinas no se conoce.

Sin embargo, en el caso de MTPA, la cisteina “extra” no parece haber
favorecido la formacion de puentes S-S intermoleculares, y por tanto la
oligomerizacién de la proteina, ya que en SDS-PAGE Tris-Gly se observd una banda
de aproximadamente 12 kD, como suele observarse con las metalotioneinas de
mamiferos (McCormick y Lin, 1991). Incluso la banda de MTPA resulté ser de menor
peso molecular que la observada por Valls y col. (2001) para la metalotioneina de
H. americanus, con lo cual la incognita de la importancia (si es que la hay) de la
apariciéon de la décima cisteina queda por ser aclarada.

V.7 Estudio de la funcion de MTPA en la mitocondria.

V.7.1 Determinacion del efecto de MTPA (TPA-Zn) y de su forma apo (TPA)
sobre el consumo de oxigeno de mitocondrias de higado de ratéon y del
hepatopancreas de la langosta H. americanus.

Como se comento en el capitulo de Introduccion, desde 1967 se conoce que el

Zn** puede inhibir la respiracion mitocondrial a concentraciones micromolares

(Skulachev y col., 1967). Aunque este ibn es capaz de inhibir los 4 complejos de la

cadena respiratoria (Skulachev y col., 1967), parece ser que el Complejo Il (complejo

bcy) es el sitio primario de su accion (Lorusso y col., 1991; Link y von Jagow, 1995).
Sin embargo, en condiciones fisioloégicas el zinc libre en el citosol esta

disponible solamente en el orden nano - picomolar (Simons, 1991; Atar y col., 1995),

por lo cual no se le ha dado mucha importancia al significado fisiolégico de la

capacidad del zinc de inhibir la respiracion mitocondrial. En este sentido, nuestros

resultados (Figs. 50-53) demuestran que MTPA-Zng inhibe la respiracién mitocondrial a

concentraciones fisiolégicas (Shaikh, 1991) en el orden micromolar. Esto, unido al

hecho de que la MT se trasloca hasta el espacio intermembrana de mitocondrias
hepaticas (Ye y col., 2001), y que in vitro es capaz de transferir el zinc a otras
proteinas en funcién de las condiciones redox (Maret y Vallee, 1998), sefala el posible
mecanismo mediante el cual el zinc pueda ejercer sus ya mencionados efectos en la
mitocondria. Es muy poco probable que el efecto inhibitorio de la metalotioneina sobre
la respiracién mitocondrial se deba a la liberacion de los iones Zn?* a la solucién, ya
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que de acuerdo a la constante aparente de afinidad de la MT-2 de conejo por el Zn**,
la concentracién de este ion que podria existir de forma libre en equilibrio con la
metalotioneina seria aproximadamente 10" M (Romero-Isart y Vasak, 2002), y se ha
visto que 10® M de ZnCl, no tiene efectos sobre la respiracién (Simpkins y col., 1994).

Por otra parte, nuestros resultados sobre el efecto de la metalotioneina de P.
argus (MTPA) sobre la respiracion de mitocondrias hepatopancreaticas de un
crustaceo tan cercano a esta especie, como es el caso del bogavante H. americanus,
constituyen el primer estudio que se realiza sobre este tema en invertebrados y estan
en concordancia con lo descrito en la literatura para mamiferos (Simpkins y col., 1994;
Simpkins y col., 1998; Ye y col., 2001). De esta forma, el efecto inhibitorio (89%) que
provocd MTPA-Zng sobre el consumo de oxigeno de mitocondrias de hepatopancreas,
al anadirla después del ADP, fue similar al encontrado por Ye y col. (2001) en
mitocondrias de ratas, al afadir MT-2-Zn; de higado de conejo a la misma
concentracion (10 uM), luego del ADP (inhibicién de un 80%). Ambos efectos fueron
mas acentuados que los ejercidos por la MT-1-Zn; de higado de conejo, que a esa
concentracion inhibio la respiraciéon solamente un 30% (Ye y col., 2001). En contraste,
Simpkins y col. (1998) observaron una inhibicion mucho menor de la respiracion
mitocondrial estimulada por ADP, en presencia de las mismas metalotioneinas
empleadas por Ye y col. (2001). La diferencia entre ambos ensayos consistiéo en que
Simpkins y col. (1998) usaron directamente la metalotioneina comercial obtenida de
Sigma, la cual esta compuesta en su mayoria por MT-Cd; (Chassaigne y Lobinski,
1998), y como se ha visto in vitro, el Cd** inhibe al citocromo bc; alrededor de 100
veces menos que el Zn** (Link y von Jagow, 1995).

Sin embargo, la forma apo de MTPA tuvo un efecto contrario al de la forma
holo, ya que como se observa en la Figura 53, estimulé el consumo de oxigeno
alrededor de un 15%, al anadirla antes del ADP. Esta estimulacion resulté menor que
la encontrada por Ye y col. (2001), que al anadir apo-MT1 de conejo a
concentraciones de 2 y 4 uM (también antes del ADP), a mitocondrias de higado de
rata, obtuvieron un 20 y un 40% de estimulacion, respectivamente.

Es importante destacar, que el Zn puede disminuir la velocidad de consumo de
oxigeno de mitocondrias estimuladas con ADP, no sélo por su capacidad de inhibir la
cadena de respiracion, sino también porque puede causar hinchamiento mitocondrial
(Cash y col., 1968), lo cual ha sido asociado con la apertura del poro de transicién de
la permeabilidad mitocondrial, la pérdida del potencial de membrana, y el
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa del transporte de electrones mitocondrial
(Zoratti y Szabo, 1995). En este sentido, se ha demostrado que la presencia de Mg?*
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en el tampon de respiracion mitocondrial, a concentraciones iguales o superiores a
1 mM, previene el hinchamiento mitocondrial inducido por zinc durante 20 minutos de
incubacion (Wudarczyk y col., 1999). Teniendo en cuenta esto, incluimos Mg?* en
dicho tampdn a una concentracion de 3.3 mM en el ensayo con mitocondrias
hepatopancreaticas, y de 5 mM, en el ensayo con mitocondrias hepaticas. Ademas, la
incubacién mas larga con MTPA (afadiéndola antes del succinato) no sobrepasé los
12 minutos. Por tanto, la disminucion del consumo de oxigeno mitocondrial que
provoca MTPA-Zn, parece deberse a un efecto inhibitorio sobre el transporte de
electrones y no a cambios en la integridad de las mitocondrias, ya que de haber
ocurrido desacoplamiento deberiamos haber visto un aumento del consumo de
oxigeno en la respiracién de mitocondrias estimuladas solamente con succinato.

El efecto observado de MTPA sobre la velocidad de la respiracion, en
conjuncion con los trabajos ya mencionados de Simpkins y col. (1998), y Ye y col.
(2001), sugiere una relacion de las metalotioneinas con el metabolismo energético.
Existen ademas otros trabajos que hacen pensar en dicha relaciéon. Por ejemplo, los
ratones MT —/— presentan niveles mas bajos de lactato en sangre e higado, en
comparacion con ratones normales, luego de una inflamacién inducida por endotoxina
(Rofe y col., 1996), sugiriéndo una alteracién en el proceso de la glicélisis. Al mismo
tiempo, la activacion de la glicélisis por Zn en cultivos primarios de hepatocitos
provenientes de estos ratones, es menor comparada con la activacién que provoca el
Zn sobre la glicdlisis de cultivos de hepatocitos de ratones normales (Rofe y col.,
2000). Ademds, como se comenté en el capitulo de Introduccion, los ratones MT —/—
han mostrado una obesidad moderada y tienen altos niveles de leptina (el producto del
gen obeso) en sangre (Beattie y col.,, 1998). En el tejido adiposo marrén (tejido
productor de calor) de ratas se ha encontrado una considerable expresién inducida por
frio de MT-1 (Beattie y col., 1996). En invertebrados también se ha visto que el frio es
un factor que induce considerablemente la expresion de metalotioneina (English y
Storey, 2003). Todos estos datos apuntan hacia la existencia de un vinculo, tanto en
vertebrados como en invertebrados, entre las metalotioneinas y el metabolismo
energeético.

La cuestién que no queda clara es como la metalotioneina podria atravesar la
membrana mitocondrial externa de preparaciones de higado y de hepatopancreas. En
general la membrana mitocondrial externa de diferentes tejidos y organismos, tiene
canales selectivos de aniones dependientes de voltaje (VDAC), a través de los cuales
pueden pasar moléculas de hasta 6-8 kD, basado en la permeabilidad a PEG y
dextranos (Xu y col., 1999; Zalman y col., 1980). Sin embargo, este limite podria estar
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sobreestimado debido a la flexibilidad de estas moléculas. Ademas, no se conocen
proteinas, sino s6lo metabolitos como piruvato, succinato, citrato, NADH, fosfato, entre
otros, que puedan atravesar la membrana mitocondrial externa a través de estos
canales (Colombini, 2004).

Muy pocas proteinas mitocondriales (13 en humanos y 8 en S. cerevisiae) son
codificadas y sintetizadas por la mitocondria (Gordon y col., 2000; Lithgow, 2000). La
mayoria de las proteinas (cientos) que componen este organelo, son codificadas por el
genoma nuclear y son sintetizadas en el citosol por los ribosomas, generalmente como
precursores que contienen una presecuencia 0 secuencia senal en el N-terminal, que
garantiza su importacion a la mitocondria (Endo y Kohda, 2002). El transporte a través
de la membrana mitocondrial externa y de la membrana mitocondrial interna es
mediado por los complejos de las translocasas TOM y TIM, respectivamente. Sin
embargo, alrededor de un 30% de las proteinas importadas a este organelo, carecen
de la presecuencia en el N-terminal. En particular, todas las de la membrana
mitocondrial externa y algunas de las proteinas del espacio intermembrana y de la
membrana mitocondrial interna (Diekert y col., 1999). Estas otras proteinas poseen
generalmente multiples secuencias sefales internas, que habitualmente coinciden con
los segmentos transmembrana hidrofébicos, que determinan la topologia de estas
proteinas en la membrana. No obstante, aun no se conoce en detalle como podrian
entrar muchas de las proteinas del espacio intermembrana, que carecen de
presecuencia N-terminal y aparentemente también de secuencias senales internas.
Por ejemplo, el apocitocromo ¢ (Diekert y col., 2001), la SOD1, la “chaperona” de
cobre para la SOD o también conocida como CCS (Sturtz y col., 2001), y la proteina
Cox17, implicada en el suministro de Cu a la citocromo c¢ oxidasa durante el
ensamblaje de esta ultima dentro de la mitocondria (Maxfield y col., 2004).

El apocitocromo ¢, al igual que otras proteinas periféricas de la cara externa de
la membrana mitocondrial interna, como las citocromo ¢ hemo liasas (Diekert y
col., 1999), utiliza el complejo TOM para atravesar la membrana mitocondrial externa
(Diekert y col., 2001). Sin embargo, a diferencia de éstas ultimas, aun no se han
determinado las secuencias sefales internas del apocitocromo c¢. Lo que si se conoce,
es que los aminoacidos basicos (sobre todo las lisinas que son las mas abundantes en
la secuencia) son importantes en la interaccién del apocitocromo con las cargas
negativas de los fosfolipidos de la cara externa de la membrana mitocondrial externa,
y que el proceso de translocacion es irreversible por la transferencia del grupo hemo a
la apoforma a partir de la citocromo ¢ hemo liasa (CCHL) (Diekert y col., 2001).
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En el caso de la CCHL de Neurospora crassa, la secuencia sefal interna de
importacion al espacio intermembrana de la mitocondria es una parte de la secuencia
(de los 60 aminoacidos que tiene en total) probablemente involucrada ademas en la
unién del grupo hemo. Esta secuencia es altamente hidrofilica debido a que presenta
aproximadamente un 30% de aminoacidos cargados tanto positiva como
negativamente (Diekert y col., 1999).

En MTPA el 25% de sus residuos son aminoacidos cargados, teniendo el
mismo numero de Lys en posiciones conservadas que el resto de las metalotioneinas,
incluidas las de mamiferos (Fig. 20 y Tabla 1). En este sentido, Ye y col. (2001)
demostraron que la modificacion quimica por carbamilacion de los residuos de lisina
conservados en la MT-1 de rata, disminuy6 el efecto inhibitorio producido por esta
proteina sobre la respiracion mitocondrial. Dicha carbamilacion no afecta la capacidad
de unién de Zn?* por la MT (Zeng, 1991), con lo cual lo que se debe afectar es el paso
de la proteina a través de la membrana. De ahi que Ye y col. (2001) propusieron que
la MT podria entrar a la mitocondria hepatica a través de un mecanismo basado en
una interaccion critica entre los residuos de Lys con los fosfolipidos de membrana
mitocondrial externa, y la retencion en el espacio intermembrana mitocondrial, podria
deberse a la union de ATP (Jiang y col., 1998; Ye y col., 2001). Por tanto, este
mecanismo también podria cumplirse en el caso de MTPA.

Por otro lado, la CCHL puede atravesar la membrana mitocondrial externa,
manteniendo su plegamiento (Steiner y col., 1995). En el caso de MTPA, el hecho de
que el efecto de la forma apo sobre la velocidad de la respiracién mitocondrial, sea
totalmente opuesto al efecto que provoca la forma holo, indica que para entrar a la
mitocondria, la forma holo no pierde los iones Zn?*, y en consecuencia, atraviesa de
alguna forma la membrana mitocondrial externa sin perder su conformacion nativa. Si
esto no fuera asi, y la forma holo entrara como forma apo, la primera ejerceria un
efecto mas retardado (luego de perder los iones Zn** de alguna forma) y similar al que
ejerce la forma apo sobre la respiracion, lo cual no concuerda con nuestros resultados.

Por tanto, nuestros resultados indican que MTPA entra a la mitocondria
hepatopancreatica en su forma unida a metal, y es altamente probable que, al igual
que en mamiferos (Ye y col., 2001), los aminoacidos cargados de MTPA juegen un
papel importante en este proceso. El mecanismo o transportador a través del cual se
produce la traslocacién y retencion de MTPA en mitocondrias hepatopancreaticas
queda aun por descubrir. Ademas, el hecho que MTPA sea capaz de inhibir la
respiracion de mitocondrias provenientes tanto de higado de mamiferos, como de
hepatopancreas de crustaceos, indica que el mecanismo de importacion a la
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mitocondria hepética, y el de inhibicién de la cadena de transporte de electrones, se
han conservado durante la evolucién.

Es curioso que el Zn?* inhiba la respiracién de mitocondrias obtenidas a partir
de diferente tejidos (higado, corazén préstata, etc.), mientras que la metalotioneina se
encuentra de forma constitutiva solamente en el espacio intermembrana de
mitocondrias de higado (Ye y col., 2001; Costello y col., 2004). Ademas, la adicién de
MT-2-Zn; de conejo inhibe la respiracién de mitocondrias hepaticas pero no la de otros
tejidos (Ye y col., 2001). La ausencia de metalotioneina en las mitocondrias de otros
tejidos diferentes al higado, indica que su presencia en la mitocondria hepatica, no es
un simple resultado del equilibrio con la metalotioneina citosolica (Ye y col., 2001),
sino que se debe a la posible existencia de factores especificos en el higado, y como
hemos visto en este trabajo, en el hepatopancreas, que condicionan esta localizacion
subcelular de la metalotioneina. Si fuera s6lo consecuencia de un equilibrio, entonces
deberia haberse detectado metalotioneina en mitocondrias de corazén de ratones
transgénicos, donde la concentracion de metalotioneina en este érgano, result6 mas
alta que la encontrada en el higado (Zhou y Kang, 2000), y sin embargo no se detecté
en dicho organelo. Los futuros estudios estructurales y bioquimicos sobre los distintos
componentes del complejo TOM en mitocondrias de diferentes tejidos (actualmente los
gue mejor se conocen son los de S. cerevisiae 'y N. crassa) ayudaran a esclarecer si
efectivamente la metalotioneina (y otras proteinas del espacio intermembrana que
aparentemente carecen de secuencias sefales) entra a través de este complejo,
permitiendo establecer un posible mecanismo de su importacién a la mitocondria.

Es relevante el hecho de haber observado por primera vez que la
metalotioneina puede entrar a mitocondrias provenientes del hepatopancreas de
crustaceos e influir sobre la velocidad de la respiracién, ya que existe muy poca
informacion acerca del metabolismo mitocondrial de éstos animales, y el
hepatopancreas es un érgano muy importante involucrado en diversas funciones. El
hepatopancreas es el responsable de la sintesis y secrecién de enzimas digestivas y la
subsecuente captacion de nutrientes, pero ademas esta implicado en la excrecién, el
ciclo de la muda, el almacenamiento de reservas inorganicas y el metabolismo de los
lipidos y los carbohidratos (Gibson y Barker, 1979). Por tanto, nuestro trabajo puede
servir de punto de referencia para futuros estudios que intenten relacionar los cambios
metabolicos que sufren los crustaceos durante su desarrollo y reproduccién, con
elementos reguladores del metabolismo aerobio.
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V.7.2 Determinacion del efecto de MTPA y de TPA sobre la produccion de ROS

(H,O,) de mitocondrias aisladas a partir del hepatopancreas de

H. americanus.

Con el desarrollo de la fotosintesis por los antecesores de las actuales
cianobacterias, hace alrededor de 3.5 billones de afos, aparecié el oxigeno en la
atmoésfera y por tanto se hizo posible el surgimiento de la respiracion aerobia
(Popov, 2003). Sin embargo, como se comento6 en el capitulo de Introduccion, no todo
el oxigeno consumido por los organismos aerobios es reducido a agua por el complejo
citocromo oxidasa en la Ultima reaccion de la cadena de respiracién mitocondrial.
Mientras que para la reduccién completa de una molécula de oxigeno a agua, se
necesitan 4 electrones, la mayoria de los componentes de la cadena transportadora de
electrones mitocondrial transfieren uno o dos electrones. Por tanto, alguno de los
transportadores reaccionan directamente con el oxigeno molecular (del 1 al 2% del
oxigeno total consumido; Boveris y Chance, 1973) formando el anion superéxido
(O27), que luego puede ser convertido a perdxido de hidrégeno (H20,), y éste a su vez,
ser reducido parcialmente a radical hidroxilo (OH’) (Turrens, 2003).

La contribucion relativa de cada sitio de la cadena de transporte de electrones,
a la produccién global de O, varia en dependencia de la velocidad de dicho
transporte. Cuando la velocidad de la respiracion mitocondrial es baja, los
componentes de la cadena estan altamente reducidos, y por tanto, las
concentraciones de O, del estado estacionario fisiolégico se incrementan (Boveris y
col.,, 1972). La formacion de O, podria ademas ser incrementada en presencia de
inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial, como por ejemplo la rotenona, que
inhibe al Complejo I, o la antimicina A, que inhibe al Complejo Ill. La induccion de la
produccion de ROS mitocondrial, por los inhibidores de la cadena de transporte de
electrones, ha sido atribuido a la capacidad de éstos de aumentar el estado reducido
de los intermediarios, antes del sitio de bloqueo, que constituyen los donantes
primarios de electrones en la generacion de O, mitocondrial (ROS primario) (Turrens,
2003).

Los estudios antes mencionados han sido desarrollados sobre todo en
vertebrados, y especificamente, en mamiferos. Sin embargo, en invertebrados, se
conoce muy poco acerca de la formacion de las ROS, y en invertebrados marinos, no
se conoce practicamente nada acerca de la generacion de estos radicales libres por
parte de las mitocondrias (Abele y col., 2002). Teniendo en cuenta esto, nos
propusimos analizar la cantidad de H,O, generada (a través de la cuantificacién de
DCF) por las mitocondrias hepatopancreaticas, incubadas en presencia o ausencia de
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MTPA-Zng y su forma apo, con vistas a contrastar el efecto inhibitorio que produjo
MTPA-Zng sobre el consumo de oxigeno mitocondrial, con el efecto que provocaria
sobre la produccién de ROS.

De acuerdo a nuestros resultados, la adicion de MTPA-Zng a las mitocondrias
procedentes del hepatopancreas de H. americanus, no sélo inhibe el consumo de
oxigeno (Figs. 52 y 53), sino que también aumenta en un 25% la velocidad de
produccion de ROS del estado 4 de la respiracion mitocondrial (Fig. 54). Este
resultado corrobora lo discutido anteriormente de que MTPA actia inhibiendo la
velocidad de la cadena de transporte de electrones y no desacoplandola de la sintesis
de ATP, ya que los desacopladores suprimen la formacién de ROS del estado 4 de la
respiracion mitocondrial (Korshunov y col., 1997).

Como habiamos comentado en el capitulo de Introduccion, esta bien
establecido que el Zn** puede estimular la produccién mitocondrial de ROS (Sensi y
col., 1999). La explicacién convencional para este efecto, es que se debe al bloqueo
que este ion produce en el transporte de electrones mitocondrial, a nivel del Complejo
lll, donde se han localizado dos sitios de unién para el Zn** en la estructura en cristal
del citocromo bc; (Berry y col., 2000).

El Complejo Il cataliza la transferencia de electrones desde el ubiquinol al
citocromo ¢, a través de un mecanismo conocido como ciclo Q, que permite bombear
protones de la matriz al espacio intermembrana de la mitocondria (Fig. 56) (Mitchell,
1975; Trumpower, 1990; Hunte y col., 2003). El mecanismo consiste en dos sitios
separados de unién de quinonas, uno para la oxidacion de ubiquinol (sitio Q,) y el otro
para la reduccion de ubiquinona (sitio Q;), y un flujo de electrones bifurcado en el sitio
Q.. En este punto (Q,), el primer electron proveniente del ubiquinol es transferido
secuencialmente a la ISP y luego al citocromo c;, mientras que el segundo electrén es
transferido a los grupos hemo b, y by, consecutivamente, rindiendo un anién
ubisemiquinona (en la primera “vuelta” del ciclo) o ubiquinol (en la segunda “vuelta” del
ciclo) en el sitio Q;. De esta forma, el resultado neto es que por cada dos moléculas de
ubiquinol oxidadas en el sitio Q,, se liberan cuatro H* al espacio intermembrana (lado
P o positivo), mientras que en el sitio Q; se reduce una molécula de ubiquinona a
ubiquinol y se consumen dos H' de la matriz mitocondrial (lado N o negativo)
(Trumpower, 1990).
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Figura 56. Mecanismo de transferencia de electrones en el ciclo Q del Complejo
lll. Las flechas discontinuas representan el movimiento del ubiquinol o la ubiquinona
entre los sitios N (Q)) y P (Q,). Con barras blancas se sefalan los sitios donde actiuan
los inhibidores antimicina A, mixotiazol y estigmatelina.

Especificamente, el Zn** bloquea el canal a través del cual el ubiquinol alcanza
el sitio Q, (Berry y col., 2000), lo cual provoca un aumento del estado de reduccion del
“pool” de ubisemiquinol (CoQH-) y la prolongacion de su tiempo de vida media,
favoreciendo la transferencia de electrones al O, (Skulachev, 1998). La autoxidacion
de CoQH- inicia reacciones en cadena, produciéndose aniones superoxido, que luego
son convertidos a H,O, por la accion de la SOD2 (Turrens, 2003).

En este sentido, la entrada de la metalotioneina al espacio intermembrana de la
mitocondria podria facilitar el acceso del Zn** al canal del sitio Q,, transfiriéndolo
directamente mediante un mecanismo de oxido-reduccién (Maret y Vallee, 1998). De
esta forma, es légico que la adicion de MTPA-Zng haya estimulado la velocidad de la
produccion de H,O,,

Por otro lado, la forma apo provoc6d una disminucién de la velocidad de la
produccion de H,O, de alrededor de un 20% (Fig. 53), que no fue estadisticamente
significativa. Esto podria deberse a que el incremento (32.5%) (Fig. 52) que provocé la
forma apo sobre el consumo de oxigeno de mitocondrias de hepatopancreas en el
estado 4, quizas no haya sido suficiente para generar cambios en la produccion de
ROS, en comparacion con el efecto acentuado que provocé MTPA sobre la velocidad
de la respiracién (71.9% de inhibicion) (Fig. 52).
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Al afadir la misma cantidad de Zn** libre, equivalente a la unida por MTPA, el
efecto sobre la velocidad de la producciéon de H.O, fue aproximadamente 4 veces
mayor que el provocado por MTPA-Zns. Teniendo en cuenta este resultado, podria
decirse que la metalotioneina tiene un efecto protector sobre la produccién de ROS, ya
que al unir Zn?* evita que éste genere los niveles mas altos de ROS, que podria
provocar si estuviera en su forma libre.

La diferencia entre el efecto que provoca el Zn** en su forma libre con respecto
a su forma enlazada a MTPA, podria deberse a la especificidad de su accion. Al ser
transferido por la metalotioneina en el espacio intermembrana, su liberacion es mas
especifica, uniéndose fundamentalmente al Complejo Ill, y quizas también al citocromo
¢, quedando retenido la mayor parte del Zn** en este compartimento sin entrar a la
matriz mitocondrial. Sin embargo, al ser suministrado de forma libre, ademas de unirse
a las proteinas antes mencionadas, inhibiendo la velocidad del transporte de
electrones, podria atravesar de alguna forma tanto la membrana externa como la
interna, llegando hasta la matriz mitocondrial, donde podria inhibir enzimas claves en
la defensa contra el estrés oxidativo, como la tiorredoxina reductasa mitocondrial
(Rigobello y col., 1998), entre otras.

La tiorredoxina reductasa es una selenoproteina que como su nombre indica,
reduce a la tiorredoxina, que a su vez es el donante de hidrégeno de un numero
importante de enzimas, entre las cuales se encuentran las tiorredoxinas peroxidasas
(peroxirredoxinas) (Arner y Holmgren, 2000). Esta ultima interviene en la reduccién del
peroxido de hidrogeno a agua en el interior de la mitocondria (Kowaltowski y col.,
2001). Por tanto, la inhibicion de la tiorredoxina reductasa podria incrementar en gran
medida los niveles de H,O, de la matriz mitocondrial (Fig. 57), los cuales a su vez
podrian inactivar a la peroxirredoxina por oxidacién irreversible, conduciendo a la
apoptosis (Wood y col., 2003).

Por otro lado, el hecho de que MTPA-Zng haya incrementado la produccién de
H.O, en lugar de disminuirla, corrobora la idea de que esta proteina entra solamente
hasta el espacio intermembrana, ya que de haber entrado hasta la matriz mitocondrial
hubiera podido reaccionar directamente con el H,O, de este compartimento (que es el
Unico que detecta la sonda empleada), oxidandose hasta el estado de oxidacién de
disulfuro (Quesada y col., 1996).
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Figura 57. Eliminacion del H,O. mitocondrial a través del sistema de
tiorredoxina. La inhibicién del Complejo Ill por el Zn*, provoca un aumento en la
cantidad de O,™- generado por este complejo. Estos radicales libres son eliminados por
la superédxido dismutasa dependiente de Mn** (SOD2), convirtiéndolos en H,O,. El
H.O, es reducido a agua por la peroxirredoxina (Prx). La tiorredoxina (TrxSH) oxidada
por la Prx es regenerada por la tiorredoxina reductasa (TrxR), que usa NADPH como
donante de electrones.

Los resultados obtenidos concuerdan con otros trabajos que hacen referencia
al papel protector de la metalotioneina frente al estrés oxidativo, tanto en mamiferos
como en invertebrados. Lazo y col. (1995) observaron que células troncales
embrionarias carentes de los genes MT-1 y MT-2 son altamente sensibles a agentes
generadores de radicales libres tales como: t-butilo hidroperéxido, t-butilo hidroquinona
y paraquat. Sin embargo, la sobreexpresién de MT-1 en estas células, las hizo
resistentes a los agentes mencionados (Pitt y col., 1997). Asimismo, la sobreexpresién
de MT-2a humana en células de corazén de ratén disminuyé la citotoxicidad causada
por especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno, y atenudé marcadamente la
oxidacion de moléculas reporteras como diclorofluoresceina y acido cis-parinarico,
mientras que por el contrario, en células derivadas de ratones deficientes de los genes
MT-1y MT-2, se observd un incremento de la oxidacién intracelular (Lazo y col., 1998).

Ademas, se ha demostrado que la metalotioneina tiene un efecto protector contra la
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accion citotoxica del NO (Schwarz y col., 1995; Theocharis y col., 2003). Por ejemplo
la incubacion con MT-3, previene la neurotoxicidad provocada por NO en cultivos
primarios de neuronas (Montoliu y col., 2000).

En invertebrados, el papel antioxidante de la metalotioneina ha sido
demostrado extensamente en el mejillén Mytilus galloprovincialis (Viarengo y
col., 1999), aunque existen otros trabajos que hacen referencia al posible papel
protector de estas proteinas frente al estrés oxidativo, luego de una exposicion a
metales (Geret y col., 2002; Romero-Ruiz y col., 2003; Geracitano y col., 2004). La
induccion de metalotioneina en M. galloprovincialis, como consecuencia de una pre-
exposicién a Cd**, abolié el incremento en la produccién de ROS inducido por un
tratamiento con Fe®* en extractos de la glandula digestiva, y por un tratamiento con
H.O, en células aisladas de la misma glandula. Ademas, los animales pre-tratados con
Cd?* presentaron un porciento de supervivencia mayor frente a un estrés oxidativo
generado por Fe*. La resistencia dependiente de Cd** frente al estrés oxidativo se
asocid solo al incremento de los niveles de metalotioneina, ya que otros sistemas de
defensa anti-oxidantes (glutation reducido, catalasa, superdxido dismutasa y glutation
peroxidasa) no sufrieron cambios (Viarengo y col., 1999).

En resumen, hemos aislado a partir del hepatopancreas de P. argus, un nuevo
cDNA de metalotioneina, que se expresa en diferentes tejidos de esta langosta y
codifica para una proteina (MTPA) de 59 aminoacidos (teniendo en cuenta la Met del
N-terminal). Al realizar el analisis de alineamiento mudltiple de la secuencia
aminoacidica deducida, se observa que MTPA presenta homologia con todas las
Cd/Zn metalotioneinas de crustaceos descritas hasta la fecha, y en menor grado con
la isoforma especifica de cobre de C. sapidus.

MTPA presenta 10 cisteinas en el dominio C-terminal, lo cual podria suponer
un aumento de la capacidad de unidon de metal con respecto al resto de las
metalotioneinas de crustaceos que presentan 9 cisteinas en el dominio C-terminal. Sin
embargo, al expresar y obtener MTPA por via recombinante, hemos comprobado que
la estequiometria de unién de Zn?* de esta proteina es de 6 iones por molécula, al
igual que la de otras metalotioneinas de crustaceos que presentan 18 cisteinas (9 en
cada dominio). La prediccion de la estructura tridimensional del dominio C-terminal de
MTPA, indica que es muy probable que la cisteina extra no este implicada en la union
de Zn?* a través de enlaces tetraédricos S-Zn?*, lo cual corrobora la estequiometria
determinada mediante las diferentes técnicas de analisis empleadas.
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Por otro lado, hemos comprobado que tanto la forma holo, como la forma apo
de MTPA, pueden afectar tanto la velocidad de la cadena de transporte de electrones
como la produccién de ROS, a través del control de los niveles intramitocondriales de
Zn?*. MTPA-Zn*g inhibe la velocidad de la cadena de transporte de electrones,
aumentando como consecuencia los niveles intramitocondriales de ROS, debido, muy
probablemente, a que entra hasta el espacio intermembrana y transfiere el zinc
directamente a determinadas proteinas de la cadena de transporte electénico
mitocondrial. A pesar de esto, se puede decir que MTPA ejerce un efecto protector
contra el estrés oxidativo, ya que la estimulacion de la produccion de ROS por esta
proteina, es mucho menor en comparacién con la provocada por cantidades
equivalentes de Zn** libre. Posiblemente, esta funcion de MTPA podria deberse a que
promueve la reclusion del Zn** en el espacio intermembrana, disminuyendo el flujo de
este i6n hacia la matriz mitocondrial, donde los efectos del Zn** pueden ser mas
toxicos. El hecho de que MTPA afecta al consumo de oxigeno de mitocondrial
constituye el primer estudio que se realiza sobre este tema en invertebrados y
concuerda con otros resultados descritos en la literatura para mamiferos, que sugieren
una relacién de las metalotioneinas con el metabolismo energético. De hecho, la
metalotioneina sélo puede entrar a mitocondrias de tejidos claves en el metabolismo
energético, como son el higado en mamiferos, y el hepatopancreas en invertebrados.
Sin embargo, existen interrogantes que aun quedan por resolver: si efectivamente
existe dicha relacién, ;cdmo es posible que los ratones knock-out de genes de las
metalotioneinas 1 y 2 sean fenotipicamente normales? ;Podria existir en mamiferos,
un sistema paralelo de “emergencia” que compensa la carencia de metalotioneina?
Estamos seguros que dentro de muy pocos afos ya existiran respuestas para estas
incognitas. Por el momento, parafraseando las palabras de Isaac Newton a las cuales
haciamos referencia al principio de este manuscrito, nos conformamos con haber
explorado y analizado unas pocas gotas de agua del inmenso océano que aun queda
por descubrir.
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\' CONCLUSIONES

1. A partir del hepatopancreas de P. argus hemos obtenido la secuencia completa de
un cDNA que codifica para una proteina (MTPA) de 59 aminoacidos. MTPA
presenta homologia con todas las metalotioneinas de crustaceos, pero tiene 19
cisteinas (9 en el dominio N-terminal y 10 en el dominio C-terminal), a diferencia de
la mayoria de las metalotioneinas de este grupo de animales que presentan 18
cisteinas (9 + 9).

2. El gen que codifica para MTPA se expresa de forma ubicua en todos los tejidos
analizados de la langosta, observandose los mayores niveles de expresion en el
hepatopancreas. Por primera vez en crustaceos se observa la expresién de una
metalotioneina no solo en tejidos digestivos, sino también en musculo y tejido
nervioso. El caracter ubicuo de MTPA, asi como la elevada inducibilidad de su
expresion por cadmio en el tejido nervioso, sugiere que esta proteina podria
desempenar en este tejido de la langosta funciones similares a las ejercidas por
MT-I/Il en el cerebro de mamiferos.

3. La estequiometria de Zn?* unido a MTPA es de 6 iones por molécula, al igual que
la del resto de metalotioneinas de crustaceos que presentan 18 cisteinas. La
prediccién de la estructura tridimensional del dominio C-terminal de MTPA, indica
que es muy probable que la cisteina extra presente en este dominio, no esté

implicada en la unién de Zn*".

4. MTPA (TPA-Zn) disminuye el consumo de oxigeno mitocondrial no sélo en el
higado, sino también en el hepatopancreas, mientras que su forma apo (TPA) tiene
un efecto contrario. Parece ser que MTPA entra con el zinc unido probablemente
hasta el espacio intermembrana de la mitocondria y actia como inhibidor de la
cadena de transporte electrénico, y no como desacoplante mitocondrial.

5. En concordancia con la inhibicién que produce sobre la velocidad de la cadena de
transporte mitocondrial, MTPA (TPA-Zn) estimula la produccion de ROS de
mitocondrias hepatopancreaticas. Sin embargo, se puede decir que MTPA ejerce
un efecto protector contra el estrés oxidativo porque la estimulacién que produce
es mucho menor en comparacion con la provocada por cantidades equivalentes de

Zn** libre. El efecto protector podria deberse a que MTPA promueve la reclusién
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del Zn** en el espacio intermembrana, disminuyendo el flujo de este i6n hacia la

matriz mitocondrial, donde los efectos del Zn?* pueden ser més téxicos.
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