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RESUMEN

El idn cobre (Cu Il/Cu |) participa como cofactor de enzimas que regulan la degradacion
de proteinas por el Sistema Ubiquitina-Proteosoma y también modula receptores del
Sistema Nervioso Central (SNC) (Mathie et al, 2006). Sin embargo, no se ha
determinado si el efecto de cobre sobre la excitabilidad neuronal esta relacionado con
cambios en la degradacion de proteinas que regulan la transmision neuronal.
Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio indican que cobre (CuCl2; 10 uM)
induce la formacién de agregados intracelulares y la poli-ubiquitinacion de proteinas
en células tratadas por 3hrs. En la presente tesis encontramos que este efecto
depende de una red de microtubulos estables, ya que colchicina bloquea el efecto de
cobre sobre el patrén de ubiquitinacion. Ademas determinamos que cobre no inhibe
directamente la actividad de proteosoma 20S y 26S purificado, indicando que cobre
actuaria sobre la maquinaria de ubiquitinacion (Ubiquitina/E1/E2/E3) para inducir la
formacion de proteinas poli-ubiquitinadas. Sin embargo, la induccion de proteinas poli-
ubiquitinadas inducidas por cobre saturaria la entrada de proteinas al proteosoma,
facilitaria la acumulacion de agregados endégenos citosélicos, inmunoreactivos para
anticuerpos anti-ubiquitina, de un didmetro aproximado de 1-5 um?, localizados en la
cercania de la membrana nuclear. Estudios realizados con un reportero de la actividad
del proteosoma celular independiente de ubiquitinacién, constituido por la proteina de
fusidon ornitina decarboxilasa (que contiene senal de degradacion por proteosoma)y la
proteina fluorescente Zsgreen, indican que cobre a 12 hrs. de incubacidn induce
eficientemente la formacion de estructuras citosdlicas, con caracter de agresoma, ya
que éstas se acumulan en la cercanias del nucleo a través de un mecanismo

dependiente de microtubulos.
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Para entender las posibles repercusiones funcionales que cobre pudiera ejercer sobre
la red neuronal a tiempos cortos de incubacién (3 hrs.), cuando ya se aprecia la
acumulacién de estructuras con caracter de agresoma, decidimos analizar la actividad
sindptica de neuronas de hipocampo de rata, utilizando electrofisiologia en célula
completa, transitorias de calcio, inmunofluorescencia y Western blot. Los resultados
indican que cobre aumenta la actividad sindptica de estas neuronas, aumentando la
frecuencia de las corrientes AMPAérgicas (Control: 0,210 + 0,046 Hz, Cobre: 0,680 *
0,159 Hz), las transitorias de calcio intracelular (Control: 0,050 + 0,013 Hz; Cobre: 0,113
+ 0,020 Hz) y la respuesta evocada a AMPA (Control: ECsg 8,3 + 0,5 uM; Cobre: ECs 2,9
+ 0,2 uM), lo que correlaciona con un aumento de los niveles de la subunidad GIuR1
del receptor AMPA y PSD-95, determinado respectivamente por inmunofluorescencia
indirecta y Western blot. Esto podria estar acompafiado por un mayor anclaje de los
receptores a la membrana debido al aumento de PSD-95 producto de la inhibicidon
indirecta del proteosoma por cobre, ya que un inhibidor de ligasas E3 bloquea el
efecto de cobre sobre la amplitud eléctrica. El aumento en la actividad sinaptica
inducida por cobre también seria mediado por microtubulos, ya que colchicina inhibe
este incremento (Cobre: 0.379 + 0.128 Hz; Cobre+Colchicina: 0.174 + 0.013 Hz). Los
resultados de este trabajo pueden contribuir a entender el complejo papel que tiene el
cobre sobre la regulacién del sistema ubiquitina proteosoma, la formacién de
agresomas y el control de la transmisidn sinaptica. Estos hallazgos son relevantes para
entender los efectos que este idn, pudiera tener en enfermedades que presentan una

desregulacion de cobre, como la observada en la enfermedad de Alzheimer (EA).

X



