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RESUMEN

El zinc es un elemento de importancia biolégica ya que participa en la actividad
enzimatica de una gran variedad de proteinas y en procesos como la transcripcion
del ADN, la remodelacién de la matriz extracelular y la correcta cristalizacion de la
insulina, entre otros. Sus mecanismos de regulacion incluyen a las metalotioneinas
que se unen directamente al zinc citosoélico y a los transportadores de zinc que se
encargan de moverlo a lo largo de la célula. Se sabe que los granulos de insulina
en las islas pancredticas y las vesiculas pre-sinapticas de las neuronas
glutamatérgicas en el hipocampo contienen altas concentraciones de zinc. En el
nematodo Caenorhabditis elegans se encontraron unos granulos intestinales que
contienen grandes cantidades de este metal y en Drosophila hydei se describieron
unas vesiculas con alto contenido de zinc en los tubulos Malpighianos, tejido que
en los insectos se encarga de la homeostasis i6nica de la hemolinfa mediante la
excrecion de iones en el lumen del intestino. Las vesiculas y granulos antes
mencionados, son conocidos como organelos relacionados a los lisosomas (LROS)
debido a que comparten caracteristicas con los lisosomas. El proceso de formacién
de los LROs se da por la participacion de la proteina adaptadora AP-3, de los
complejos proteicos para la biogénesis de los LROs BLOC-1,-2,-3, y de las
proteinas G monoméricas Rab32 y Rab38. En este proyecto se investiga, la funciéon
de los LROs en el almacenamiento del zinc utilizando a Drosophila melanogaster
como modelo. Para lograrlo se emplearon cepas de moscas mutantes en tres
subunidades del complejo AP-3, en una de BLOC-2 y en la Rab32. Mediante
espectrometria de absorcién atdmica, se cuantific6 el contenido de zinc en las
moscas mutantes. Adicionalmente, se estudié el desarrollo y la progenie de las
mismas, asi como el nivel de expresion de las metalotioneinas mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa de tiempo final. Finalmente, los tabulos Malpighianos e
intestino se incubaron con una molécula que fluoresce al quelar el zinc (FluoZin-3)
para evaluar la localizacion del zinc intracelular en estos tejidos. El resultado mostré
gue las moscas mutantes en AP-3, en Rab32 y en la subunidad HPS5 de BLOC-2

tienen bajas concentraciones de zinc. Se ubico a los LROs que contienen zinc



dentro de los tubulos Malpighianos de la mosca silvestre, pero no asi en la mosca
mutante en la subunidad u3 de AP-3 (carmine). La carencia de LROs no afecté el
desarrollo ni la progenie de las moscas crecidas en dietas con diferente contenido
de zinc. Sin embargo, en la cepa carmine se observo que se indujo la expresion de
las metalotioneina A en las moscas que recibieron la dieta normal. Esto revela la
manera como se regula el exceso de zinc en la ausencia de los LROs. Con estas
evidencias proponemos que los LROs o granulos pigmentarios son un sitio de
almacenamiento de zinc en Drosophila melanogaster que funciona en paralelo con

las metalotioneinas.

10



ABSTRACT

Zinc is an important biological element that participates in the enzymatic activity of
a variety of proteins and processes such as DNA transcription, extracellular matrix
remodelling and the crystallization of insulin, amongst others. The mechanisms of
zinc regulation involve the direct binding of cytosolic zinc to metallothioneins and to
zinc transporters which are responsible for the intracellular movement of zinc. It is
known that insulin granules of pancreatic islets and the pre-synaptic vesicles of the
glutamatergic neurons of the hippocampus contain high concentrations of zinc. In
the nematode, Caenorhabditis elegans, intestinal granules contain high quantities of
zinc and in Drosophila hydei vesicles with a high content of zinc have been described
in the Malpighian tubules, the organ mediating hemolymph ion homeostasis via the
excretion of ions in the lumen of the intestines. The aforementioned vesicles and
granules are known as lysosome related organelles (LROs) given that they share
characteristic features with lysosomes. The formation of LROs requires the adaptor
protein AP-3, the protein complexes for the biogenesis of the LROs BLOC-1,-2,-3,
and of the monomeric G proteins Rab32 and Rab38. In this project, the function of
the LROs in the storage of zinc will be investigated using Drosophila melanogaster

as a model.

Flies with mutations in three different subunits of the AP-3 complex, in one subunit
of the BLOC-2 complex and in Rab32 were used. By means of atomic absorption
spectrometry, the content of zinc in the mutant flies was quantified and compared to
wild type flies. Furthermore, the level of expression of the metallothioneins was
determined by means of RT-PCR. Fecundity and time required to complete
development was compared between mutant flies and wild type controls raised in
diets with low and high zinc content. Finally, the Malpighian tubules and intestines
were incubated with a molecule that fluoresces upon zinc chelation (FluoZin-3) to

evaluate the localization of intracellular zinc within these tissues.
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The results showed that the mutants of AP-3, Rab32 and of the subunit HPS5 in
BLOC-2 show a three-fold reduction in the total content of zinc in the fly bodies. In
wild-type flies, the LROs that contain zinc could be readily visualized in the
Malpighian tubules; however these zinc-containing LROs were not observed in the
mutant of the subunit u3 in AP-3 (carmine). The lack of LROs in carmine does not
affect the time required to complete development or the amount of progeny of flies
grown in diets of varying dietary zinc availability. However, in mutants of carmine,
when raised on normal diet, the expression of metallothionein A was markedly
induced, suggesting that metallothionein A can regulate excess zinc in the absence
of LROs. Collectively, my results suggest that, in addition to the previously described
metallothioneins, some LROS (pigment granules) function as zinc storage sites in

Drosophila melanogaster.
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Los organelos relacionados alos lisosomas funcionan como

almacenes de zinc en Drosophila melanogaster

INTRODUCCION

El papel biolégico del zinc

El zinc es un elemento esencial para diversos procesos bioldgicos ya que es un
cofactor de muchos tipos de proteinas, contribuyendo a su actividad enzimatica o
estabilidad (revisado en Maret et al., 2001; Walker et al., 2004). A la mayoria de
estas proteinas se les une el zinc durante la sintesis y frecuentemente el ion
permanece unido a la proteina debido a la alta afinidad de sus sitios de unién. Sin
embargo, existen motivos de unién a zinc, como los dedos de zinc donde este
elemento puede unirse reversiblemente, controlando asi la actividad de proteinas.
Tal es el caso del factor de transcripcion de metales-1 (MTF-1 por sus siglas en
inglés) que en presencia de zinc induce la expresion transcripcional de las
metalotioneinas (Mtns) (Laity et al., 2007). Las Mtns son proteinas de bajo peso
molecular, ricas en residuos de cisteina que forman sitios de union a metales
divalentes (Tapiero et al., 2003). Las Mtns tienen la capacidad de unir hasta siete
iones de zinc con diferentes afinidades en el rango nano y picomolar, actuando asi
como amortiguadores de este metal mediante su secuestro y liberacion en eventos
donde se necesita (Fig. 1). La expresion de las Mtns se induce por la elevacién de
la concentracion de zinc, aunque también por iones metalicos toxicos como el
cadmio, el mercurio, el cobalto y el cobre. Dicha regulacion transcripcional es
mediada por secuencias de DNA que actian en cis (Metal Response Elements -
MRESs). Para ello el metal se une al MTF-1 en el citosol y esto le permite migrar al
nacleo donde se une a las secuencias MREs de ADN proporcionando el estimulo
necesario para la transcripcion de los genes de Mtns (Tapiero et al., 2003).
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Figura 1. Homeostasis del zinc celular. a) El transporte de zinc a través de la membrana se da por
medio de proteinas importadoras de la familia ZIP y exportadoras de la familia ZnT; b) las
metalotioneinas son proteinas de unidén a zinc que acoplan hasta siete iones de zinc; c) en algunos
tipos celulares el zinc se concentra en vesiculas.

El transporte celular de zinc

Ademas de la regulacién por Mtns se han sugerido al menos otros dos mecanismos
homeostéticos del zinc: su transporte a través de la membrana plasmatica por medio
de proteinas exportadoras e importadoras, y su almacenamiento dentro de

vesiculas intracelulares llamadas zincosomas (Fig. 1) (Plum et al., 2010).

El transporte de zinc a través de la membrana plasmatica y de la membrana de las
vesiculas intracelulares estd mediado por dos familias de proteinas
transmembranales: los transportadores ZIP (Zrt and Irt like Proteins) y los
transportadores ZnT (Zinc Transporter). Los transportadores ZIPs facilitan la
entrada de zinc del medio extracelular al citosol (Gaither y Eide, 2000). De manera
opuesta, los miembros de la familia ZnT remueven el zinc del citosol o permiten la

entrada de éste hacia el lumen de las vesiculas (revisado en Kambe et al., 2004;
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Colvin et al., 2000). Ambas familias de estos transportadores se han conservado

evolutivamente en los invertebrados (Lye et al., 2012).

Los LROs como sitios de almacenamiento de zinc

~ Vacuolas
densas

Figura 2. Organelos relacionados a los lisosomas con alto contenido de zinc. A)
Micrografia electronica de las vesiculas pre-sindpticas en la region CA3 del
hipocampo analizadas por tinciéon de Timm. Cole et al., 1999. B) Granulos de insulina
en una seccion pancreatica de un ratdn macho silvestre tefiidos con la técnica de
Timm. Pound et al., 2009. C) Micrografia de transmision electrénica de vacuolas
densas en la parte proximal de los tlibulos Malpighianos de Drosophila hydei
estudiadas por microanalisis de rayos X. Zierold y Wessing, 1990. D) Imagen de
fluorescencia de los granulos intestinales en C. elegans teflidos con FluoZin3. Roh
etal., 2012.

15



Otro mecanismo regulador de la concentracién de zinc intracelular, hasta la fecha
poco entendido, es el que permite su almacenamiento en vesiculas que algunos
autores llaman zincosomas (Plum et al., 2010). Desde hace tiempo se sabe que en
las neuronas glutamatérgicas de las fiboras musgosas del hipocampo se almacenan
grandes cantidades de zinc, que se libera durante la secrecion del neurotransmisor
(Haug, 1967) (Fig. 2A). Asi mismo, se sabe que el zinc se almacena en los granulos
de insulina de las células beta pancreaticas (Havu et al., 1977) (Fig. 2B) participando
en la correcta cristalizacion de la hormona (Baker et al., 1988), y recientemente, se
demostrd, que organelos relacionados a los lisosomas en las células intestinales de
Caenorhabditis elegans, llamados granulos intestinales, son el sitio principal de
almacenamiento del zinc (Fig. 2D) (Roh et al., en el 2012). Mientras tanto, en
Drosophila hydei se han identificado unas vesiculas con alto contenido de zinc en
los tubulos Malpighianos (Fig. 2C) (Zierold y Wessing, 1990).

La evidencia anterior muestra que el zinc puede almacenarse en vesiculas
comunmente llamadas organelos relacionados a los lisosomas o LROs (por sus
siglas en inglés, “Lysosome-related organelles”). EI nombre LROs se debe a la
presencia de proteinas lisosomales asociadas a éstas vesiculas y por la reactividad
a tinciones con colorantes especificos para lisosomas como el LysoTracker (Hersh
et al.,, 2002). Estas vesiculas acidicas acumulan cantidades milimolares de zinc
cuando éste esta en exceso (Frederickson et al., 2000), teniendo la ventaja de ser
un mecanismo mas rapido para excluir el zinc del citosol que el de la sintesis de
novo de metalotioneinas (Wellenreuther et al., 2009). Sin embargo, hasta la fecha,
se desconoce la funcion biolégica del zinc vesicular y ademas si estas vesiculas

tienen una funcién de almacenamiento a nivel fisiol6gico en el organismo.

Los complejos AP
La presencia de transportadores en las membranas de los LROs, asi como la
existencia de proteinas transmembranales en cualquier otro organelo requieren del

trafico vesicular, el cual se encarga del transporte de proteinas y lipidos dentro de
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la célula, llevando la carga a varios destinos dentro y fuera de ella (Lodish et al.,
2008). Entre los complejos proteicos que participan en el trafico vesicular se
encuentran las proteinas adaptadoras AP (por sus siglas en inglés “Adaptor
Protein”). Las AP son complejos proteicos que por un lado reconocen a una sefal
de direccionamiento de las proteinas carga y por el otro reclutan a proteinas del
recubrimiento vesicular como la clatrina (Motley et al., 2003). De esta manera
concentran a las proteinas de carga en las vesiculas acarreadoras, las cuales, a su

vez, se transportan de la membrana donadora a la membrana del organelo blanco.

En los mamiferos, se han identificado cinco complejos AP (AP1-5) cada uno
formado por las subunidades B1-5, ul1-5, c1-5y, dependiendo de qué complejo se
trate, tendran la subunidad v, a, 8, € y , respectivamente (Fig. 3) (revisado en Park
y Guo, 2014).

al) 02 03 » o4 »
pl u2 n3 p4
Core Y & A & 4 ‘¥ 4 4
M f.;ﬁ%/ £ F@/ B3
‘/ “/' o %
Hinge «’ ' .' i s
g \/ i / ’/, ’/,
& & & &
Ear= - :
AP-1 AP-2 AP-3 AP-4 AP-5

Figura 3. Diagrama de los complejos AP. Todos los complejos AP consisten de cuatro subunidades
distintas que forman un dominio central (Core), una visagra (Hinge) y una oreja (Ear), excepto el
complejo AP-5 que carece del dominio visagra. Los dominios de visagra y oreja participan en el
reconocimiento de las proteinas de la cubierta como la clatrina, mientras que la subunidad p del
dominio central reconoce a la sefial de direccionamiento de la proteina de carga. Tomado de Park y
Guo, 2014.

Cada complejo AP lleva a cabo funciones especificas de direccionamiento hacia los
distintos organelos celulares (Fig. 4). AP-1 se asocia con las vesiculas cubiertas con
clatrina en el TGN (trans-Golgi Network) y en los endosomas de reciclaje, asi
contribuye a la regulacion de la polaridad por medio del direccionamiento de las
proteinas transmembranales al dominio basolateral de las células epiteliales y al

dominio somatodendritico de las neuronas (Bonifacino et al., 2014). AP-2 se localiza
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en la membrana plasmatica y facilita la endocitosis, mediada por clatrina de un
amplio rango de proteinas, incluyendo a receptores, moléculas de adhesién y
proteinas virales (Motley et al., 2003; Rappoport et al., 2009). AP-3 se localiza

principalmente en los endosomas tubulares e interviene en el transporte desde los

AP-2
. =
estrecha
LRO e
f Lisosoma
Endosoma
de
reciclaje
AP-1 Endosoma
/v tardio
AP-3
Pr==1}
~ 7 Ap4
) Endosoma
temprano
RN AP4
Golgi

Figura 4. Localizacion y trafico de los complejos AP. AP-1 se localiza en el TGN y en los endosomas
de reciclaje. AP-1 media el direccionamiento basolateral en las células epiteliales. AP-2 participa en
la endocitosis mediada por clatrina de la membrana plasmatica. AP-3 esta localizado en los
endosomas tempranos y es responsable de la formacion de los LROs. AP-4 se encuentra en el TGN
y media el trafico vesicular del TGN a los endosomas o a la membrana basolateral. Ap-5 esta
localizado en los endosomas tardios y su funcion aun es desconocida. Tomado de Park y Guo, 2014.

endosomas tubulares hacia los endosomas tardios, ademas de que esta
relacionado con la biogénesis de los LROs (Boehm et al., 2001; Peden et al., 2004;
Theos et al.,, 2005). Por su parte, AP-4 se ubica preferentemente en el TGN y

participa en el transporte del TGN a los endosomas, independientemente de la
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clatrina (Dell’Angelica et al., 1997; Dell’Angelica et al., 1999). AP-5 se localiza en
los endosomas tardios y participa en el direccionamiento endosomal

independientemente de la clatrina (Hirst et al., 2015).

Asi entonces, los complejos AP-3 son importantes reguladores de la biogénesis de
los LROs y esto se evidencia en la afeccién de la biogénesis de los LROs, en
enfermedades hereditarias y en modelos de ratones knockout, donde se altera la
funcion de estos complejos. Las cepas murinas mocha y pearl, derivadas de
mutaciones en las subunidades 6 y B3A del complejo AP-3 respectivamente,
presentan anormalidades en los melanocitos y en otros tipos de LROs (Kantheti et
al., 1998; Falcén-Pérez et al., 2007). En el fenotipo de mocha, ademas, se observa
un déficit neurolégico asociado con una disminucion en la expresion del
transportador ZnT-3 en las vesiculas pre-sinapticas que normalmente contienen

zinc y glutamato (Kantheti et al., 1998).

El Sindrome Hermansky-Pudlak (HPS)

El Sindrome Hermansky-Pudlak (HPS) es una enfermedad recesiva autosomal cuyo
curso se manifiesta por sangrados prolongados debidos a defectos en la agregacion
plaguetaria a consecuencia de la ausencia de los granulos densos de las plaquetas.
Asi mismo se observa pérdida de color en los ojos y en la piel o albinismo, derivado
del dafio en la formacién de los melanosomas (Huizing et al., 2009). Hasta la fecha,
en los humanos, se han identificado al menos ocho variantes del HPS, una asociada
con una subunidad del complejo AP-3 y el resto con otros complejos proteicos
llamados BLOC (por sus siglas en inglés “biogenesis of lysosome-related organelles
complex”) (Fig. 5) (revisado en Wei, 2006).
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Figura 5. Productos de genes afectados en el Sindrome Hermansky-Pudlak. Las mutaciones en los
genes ortélogos que codifican para las subunidades B3A y & de AP-3 causan un fenotipo similar al
HPS en los ratones. Las mutaciones en los genes de Drosophila ruby y pink que codifican para las
subunidades B3A de AP-3 y HPS5 de BLOC-2, respectivamente, inducen defectos en la formacion
de los granulos pigmentarios. La imagen muestra a las subunidades de los complejos y a aquellas
subunidades afectadas por el HPS en los humanos (h), en el raton (m) y en Drosophila melanogaster
(d). Tomado de Raposo y Marks, 2007.

Los complejos BLOCs

Los complejos BLOCs son tres complejos multiproteicos que participan en la
biogénesis de los LROs. El complejo BLOC-1 esté integrado por ocho subunidades
(dysbindin, pallidin, muted, capuccino, snapin, BLOS1, BLOS2 y BLOS3), el
complejo BLOC-2 por tres (HPS3, HPS5 y HPS6) y el complejo BLOC-3 por dos
(HPS1 y HPS4) (Fig. 5). Se sabe que BLOC-1 y BLOC-2 se localizan en los
endosomas tempranos y facilitan el trafico de proteinas a los melanosomas en los
melanocitos (Di Pietro et al., 2006). Por su parte, se ha propuesto que BLOC-3 esta
involucrado en la regulacion del trafico de proteinas y/o en la dinamica de los
organelos de varios tipos celulares (Nazarian et al., 2003). Por lo que no es
sorprendente que las mutaciones en alguna de sus subunidades induzcan sintomas
del HPS, aunque la funcion molecular precisa de estos complejos aun se
desconozca. De hecho se ha reportado que una mutacion en la subunidad
Dysbindin de BLOC-1 genera la variante 7 del HPS (Li et al., 2003), y que las
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mutaciones en cualquiera de las subunidades de BLOC-2 y BLOC-3 generan el
resto de las variantes de HPS, con excepcién de la variante HPS-2 que se genera
por la mutacion de la subunidad B3A del complejo AP-3 (Wei, 2006).
Adicionalmente, se demostrd una interaccion fisica y funcional de BLOC-1 con AP-
3 y BLOC-2 que facilita el trafico de proteinas en los endosomas (Di Pietro et al.,
2006).

Las proteinas Rab

El trafico de membranas entre organelos es fundamental para el mantenimiento de
las células eucariotas. Las proteinas Rab garantizan que las proteinas carga lleguen
a su destino correcto. Las proteinas Rab pertenecen a la familia de las pequefias
GTPasas tipo Ras. Las proteinas Ras intervienen en todo el proceso del tréfico
vesicular incluyendo la formacion vesicular, el transporte de la vesicula dentro del
citosol, el anclaje de la vesicula a la membrana blanco y la posterior fusion
membranal. Estas proteinas se pueden presentar en dos estados caracteristicos:
activo e inactivo. En su estado inactivo tienen unido un GDP (guanosin difosfato) y
en su estado activo llevan consigo un GTP (guanosin trifosfato). El intercambio de
GDP por GTP lo realiza una enzima llamada GEF (del inglés Guanine nucleotide
Exchange Factor), mientras que para pasar al estado inactivo una proteina llamada
GAP (del inglés GTPase-Activating Protein) desfosforila al GTP. En su estado activo
las proteinas Rab se unen a proteinas o complejos proteicos llamados efectores
que permiten el anclaje de las vesiculas a su membrana blanco (revisado en

Huatagalung y Novick, 2011).

En este proyecto trabajamos con Rab32 que, junto con la Rab38 son proteinas clave
en la formacion de los melanosomas. Ademas, recientemente se mostré que estas
proteinas redireccionan a los complejos BLOC-2 y AP-3 a los melanosomas en los
melanocitos (Bultemay Di Prieto, 2013).
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Desarrollo de los granulos pigmentarios en Drosophila melanogaster

En el modelo de Drosophila melanogaster existen mutaciones que afectan a las
subunidades del complejo AP-3: ruby (33), garnet (5), carmine (u3) y orange (c3).
Las moscas mutantes se caracterizan por defectos en la pigmentacion, siendo el
color del ojo la manifestacion mas clara de la aberracion. El color de los ojos de la
mosca se debe a la presencia de dos pigmentos: los omocromos de color café, y
las drosopterinas de color rojo brillante. Los omocromos se derivan de la biosintesis
del triptéfano, mientras que las drosopterinas son derivados del GTP (revisado en
Ewart y Howells, 1998). La mutante garnet muestra una alteracion en la biogénesis
de los LROs pues produce menos pigmentos omocromo y drosopterina en los
granulos pigmentarios (Ooi et al., 1997; Falcon-Pérez et al., 2007). Estos pigmentos
se almacenan en dos tipos de granulos pigmentarios, los granulos Tipo | y los
granulos Tipo Il. Los granulos Tipo | aparecen alrededor de las primeras 48 horas
cuando la mosca esta en la fase de pupa, y tienen un diametro aproximado de
0.07um. Con el paso de las horas estos granulos incrementan su diametro y

densidad hasta alcanzar un tamafio promedio de 0.48um antes de la eclosion de la

Figura 6. Tipos de granulos pigmentarios en la retina de Drosophila. A) Granulo
pigmentario Tipo | maduro contenido en la célula pigmentaria primaria (PPC) cerca al
pseudocono (ps). B) Estructura fibrosa del Granulo pigmentario Tipo Il dentro de una
célula pigmentaria secundaria (SPC). Tomado de Shoup, 1966

mosca. Los granulos que provienen del Golgi, se liberan en el citoplasma donde
completan su diferenciacion a granulos pigmentarios maduros. Aparecen
inicialmente en la region media y proximal de las células pigmentarias secundarias

y posteriormente en las células pigmentarias primarias (Fig. 6A) (Shoup, 1966). Al
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mismo tiempo, un segundo tipo de granulos (granulos Tipo Il) con una apariencia
fibrosa se presentan solo en las células pigmentarias secundarias, aunque aun se
desconoce si también provienen del aparato de Golgi. La maduracion del granulo
consiste en un incremento del material dentro del granulo y de la densidad del
mismo ya que, su tamafio (en promedio de 0.75 X 0.50p) y su forma eliptica no se

modifican durante el desarrollo (Fig. 6B) (Shoup, 1966).

El complejo AP-3 participa en la formacién de los granulos pigmentarios de
Drosophila

Los granulos pigmentarios de tipo | de Drosophila son los LROs. En trabajos
recientes se ha demostrado la utilidad de estos granulos como modelo de estudio
de la formacién de los LROs. De hecho, la primera pista sobre la via de trafico
vesicular que forma a los LROs provino del descubrimiento de que el gen garnet en
Drosophila codifica para la subunidad & del complejo AP-3. Las moscas mutantes
garnet tienen una menor cantidad de granulos pigmentarios en comparacion con las
moscas silvestres, lo que da como resultado una cantidad reducida de pigmentos
rojos y cafés (Fig. 7A-B) (Ooi et al., 1997). Las moscas mutantes en el resto de las
subunidades del complejo AP-3 presentan un fenotipo similar al que tiene la mosca
mutante garnet (Fig. 7 C-D; 7 E-F; 7 G-H) (Mullins et al., 1999; Kretzschmar et al.,
2000; Mullins et al., 2000). Los defectos en la mutante garnet son defectos en la
pigmentacién general dado que otros 6rganos pigmentados como los tubulos
Malpighianos y los testiculos, también se afectan (Brehme y Demerec, 1942; Lloyd,
1995). Por lo tanto, estos resultados muestran que el complejo AP-3 es critico para

la formacion de los granulos pigmentarios.

23



Figura 7. Andlisis de los granulos
pigmentarios en las moscas
silvestres y mutantes en las
subunidades del complejo AP-3.
Micrografia electrénica de un corte
del ojo de una mosca silvestre A) y
una mutante B) en la subunidad 3.
Ooi et al., 1997. Fotomicrografia
electrénica de un corte del ojo de una
mosca silvestre C) y una mutante D)
en la subunidad p3. Mullins et al.,
1999. E) Micrografia electrénica de
un corte del ojo de una mosca
silvestre E) y una mutante en la
subunidad B3. Kretzschmar et al.,
2000. Micrografia electrénica de un
corte del ojo de una mosca silvestre
G) y una mutante en la subunidad
o3. Mullins et al., 2000. Los granulos
pigmentarios estan indicados por las
flechas. PG: granulo pigmentario.
Rh: Rhandomeros.

Los tubulos Malpighianos

Los tubulos Malpighianos (TM) de Drosophila consisten de dos pares de tubos
epiteliales que nacen del intestino grueso durante la embriogénesis. Estos se
encuentran distribuidos en direcciones opuestas, los mas largos o tubulos
anteriores, se orientan hacia la cabeza de la mosca, mientras que los tibulos mas
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cortos o tubulos posteriores, se unen a la
parte final del intestino grueso (Jung et al.,
2005) (Fig. 8).

Los TM junto con el intestino grueso forman
el sistema de regulacibn osmotica que
elimina productos y compuestos téxicos
presentes en la hemolinfa, y que retiene o
reabsorbe a las sustancias utiles para el
organismo. La fase final de secrecion ocurre
en el recto, donde los iones y el agua se
reabsorben, removiéndolos de la orina y
transportandolos del intestino grueso a los

TM (Singh et al., 2007).

O

Tubulos
anteriores

Intestino

Tubulos
posteriores

Figura 8. Tubulos Malpighianos de
Drosophila melanogaster. La mosca cuenta
con cuatro tubulos, dos anteriores y dos
posteriores. Los tubulos de la mosca
silvestre son de color amarillo debido a la
acumulacion de riboflavina.
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JUSTIFICACION

El zinc es un elemento esencial en varios procesos biolégicos, pero su sitio de
almacenamiento en el organismo se desconoce. Existe evidencia que los LROs
pueden almacenar zinc, sin embargo, se desconoce si pueden funcionar como un
mecanismo regulatorio de la concentracion de este metal a nivel celular y fisioldgico.
Se sabe que AP-3, los complejos BLOC y Rab 32 estan implicados en la formacién
y el correcto funcionamiento de los LROs. Existen cepas de moscas que tienen
mutados a los genes de AP-3, de BLOC-2 y de Rab32 que nos permitiran investigar
si estos complejos estan comprometidos en el almacenamiento del zinc celular en
Drosophila melanogaster. Ademéas hay enfermedades como el Sindrome
Hermansky-Pudlak, originado por alteraciones en los complejos BLOC y AP-3, en
donde se desconoce si el zinc podria estar jugando un papel importante. Evaluar
esta posibilidad nos podria ayudar a comprender mejor el papel fisiologico del zinc

en condiciones normales y patoldgicas.
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HIPOTESIS

Los organelos relacionados a los lisosomas (LROs) son un sitio de almacenamiento

de zinc en Drosophila melanogaster.

OBJETIVOS

1. Evaluar el contenido de zinc de las distintas mutantes de AP-3 (carmine u3,

ruby B3, garnet 8) que participan en la formacion de los zincosomas.

2. Evaluar el contenido de zinc de la mutante carmine (u3) en dietas con alto y

bajo zinc.

3. Evaluar el desarrollo y la sobrevivencia de la mutante carmine (u3) en dietas

con alto y bajo zinc.

4. Analizar el nivel de expresion de las metalotioneinas en la mutante carmine

(u3) que carece de zincosomas.

5. Observar los zincosomas presentes en los tibulos Malpighianos e intestino

de Drosophila melanogaster.

6. Evaluar el contenido de zinc de la mutante pink (subunidad HPS-5 del
complejo BLOC-2) y de la mutante lightoid (Rab32).
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METODOLOGIA

Mantenimiento de los stocks

Las moscas se mantuvieron a 24°C en alimento estandar que contenia: agar (6.5%),
sacarosa (9.7%), glucosa (21.3%), levadura (22.6%), maiz (9.7%), acido propionico
(0.5%), soya (4.6%), melaza (19.3%) y nipagina (0.01%). Al momento de llevar a
cabo los experimentos, las moscas se habian desarrollado en dietas donde

Unicamente se varid la concentracion de zinc afnadiendo a la solucidon estandar
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Figura 9. Genotipo y fenotipo ocular de la mosca silvestre y de las moscas mutantes
para las subunidades del complejo AP-3, la subunidad HPS-5 de BLOC-2, la Rab32
y la tiorredoxina.

ZnS0O, o el quelante especifico de zinc TPEN a una concentracion de 200 uM
reduciendo asi la biodisponibilidad dietética de zinc. Las cepas utilizadas en este

estudio fueron obtenidas del Centro de Drosophila en Bloomington (Universidad de
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Indiana, E.U). Se usaron las siguientes cepas: cm! (#21), rb! (#88), g! (#3958), pP
(#553), Itd! (#338) y cl! (#261). La mosca silvestre usada se colect6 originalmente
por Rudi Costa de Tannes, Italia y se llama Tan-3 (Sadraie y Missirlis, 2012). El

fenotipo ocular de las cepas mutantes se documenté (Fig. 9).

Espectrometria de absorcién atomica

Con el fin de cuantificar la concentracion total de zinc en la mosca completa, la
concentracion de zinc se determind por espectrometria de absorcion atomica.
Machos y hembras se utilizaron indistintamente. La edad de las moscas colectadas
estuvo entre los 4 y 7 dias. Las muestras se recolectaron a 4°C y se almacenaron
a -80 °C. Posteriormente, se liofilizaron durante 6.5 horas. De la muestra liofilizada
se tomaron 200 mg de masa seca y se digirieron en HNO3s (69%) durante 48 horas
a 60°C. Una vez digeridas en HNOs, se midio la concentracion de zinc en un
espectrofotometro de absorcion atomica. Se prepararon curvas de calibracion para
cada metal a partir de soluciones estdndares con concentraciones conocidas,

usando como vehiculo acido nitrico al 1%.

Analisis del desarrollo

Con el objetivo de evaluar el desarrollo de las diferentes mutantes de Drosophila,
se cruzaron 12 hembras y 3 machos, posteriormente se registré el tiempo a partir
de la deposicién del embrion hasta que aparecié la primera mosca y enseguida se
realiz6 el conteo del numero total de moscas de cada cruza parental. Se compararon
los datos generados entre las diferentes progenies que crecieron en las dietas con
diferentes concentraciones de zinc. Los datos se graficaron y el andlisis estadistico

se hizo mediante un analisis de la varianza de dos vias, por genotipo y por dieta.

Tincién con FluoZin-3in vivo

Con el propésito de observar la localizacion anatémica del sitio de almacén de zinc
en Drosophila melanogaster, se colectaron muestras de intestino y de tubulos
Malpighianos en PBS (137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 2 mM KH2POa,

pH 7.4). Posteriormente, los intestinos se sumergieron en una solucion 10 pM de
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FluoZin-3 (Life Technologies, Cat. F-24195) con medio S2 (Life Technologies, Cat.
21720-024) durante 30 minutos. En seguida se realizaron tres lavados de 5 minutos
con PBS y los intestinos se montaron vivos sobre los portaobjetos. El registro de la
imagen se realizdé en un microscopio confocal (Roh et al., 2012).

RT-PCR

Con el objetivo de caracterizar el efecto de las mutaciones y de las dietas sobre la
expresion de las metalotioneinas, se aislé el ARN mensajero de los homogenizados
de mosca total utilizando el reactivo de Trizol LS Reagent (Life Technologies, Cat.
10296-010) y posteriormente se sintetizé el cDNA usando la enzima Super Script
Il Reverse Transcriptase (Life Technologies, Cat. 18080-094). Las reacciones de
PCR se llevaron a cabo con la enzima PrimeSTAR HS DNA Polymerase (Takara,
Cat. RO10A). Como control positivo se emple6 el cDNA del gen de la proteina

ribosomal 49 (Rb49). Los iniciadores se describen enseguida:

Tabla 1. Secuencias de los iniciadores para cada una de las cinco metalotioneinas de la mosca.

Proteina blanco Secuencia5 > 3’ Direccion Tamafio del
producto (pb)
. CATGCGGAAGCGGATGCAAAT Sentido
Metalotioneina A - - 97
CAGGCGGATTTCTTGTCGCC Antisentido
. GGGTTGTGGAACAAACTGCC Sentido
Metalotioneina B - - 130
TTGGCCCGCTTATTTGTTGC Antisentido
. AAAGGCTGCGGAACAAACTG Sentido
Metalotioneina C - - 112
TGCAACACTGATCTTTGGGG Antisentido
. AGGCTTGTGGAACAAACTGC Sentido
Metalotioneina D - - 123
AGTTTTTGGTGGAGCAGCACT Antisentido
. AAGGGATGTGGAAACAACTGC Sentido
Metalotioneina E - - 137
AATCCAAATGGATCCGGCCA Antisentido

El programa de PCR que se utiliz6 se muestra en la Tabla 2. Las reacciones se

analizaron en geles de agarosa al 1.2%.
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Tabla 2. Programa de PCR utilizado en la amplificacion de las metalotioneinas.

apa empera a (° empo
Desnaturalizacién 94 10
Alineamiento 55 15 30 ciclos
Extension 72 10

RESULTADOS

El complejo AP-3 estéd involucrado en la homeostasis del zinc

Con el objetivo de conocer el nivel de zinc en las moscas mutantes en las
subunidades del complejo AP-3 que carecen de granulos pigmentarios, se midio la
concentracion de este elemento en homogeneizados de mosca completa. Los
resultados muestran que las tres moscas mutantes ruby (3), garnet (8) y carmine
(u3) presentan bajo nivel de zinc, sugieriendo que el complejo AP-3 esta involucrado
en la homeostasis del zinc celular (Fig. 10a). En la Fig. 10b se muestra que no hay

diferencia significativa en el nivel de hierro entre la mosca silvestre y las mutantes,
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Figura 10. Concentracion de zinc y hierro en las moscas que carecen de las subunidades del
complejo AP-3. a) La mosca silvestre tiene una concentracién promedio de zinc de 0.19 mg, a
diferencia de la mutante carmine que contiene tres veces menos zinc (0.05 mg). Las otras dos
moscas mutantes, ruby y garnet también contienen bajas concentraciones de zinc, 0.05 y 0.06,
respectivamente. b) Las concentraciones de hierro son iguales entre los diferentes genotipos. Cada
barra representa X + DE. Se muestra el resultado de tres muestras independientes. *** p < 0.001.

31



tampoco para el manganeso y el cobre (datos no mostrados), demostrando que el

complejo AP-3 funciona de manera especifica en la homeostasis del zinc.

Dado que las diferentes mutantes de AP-3 redujeron la concentracion de zinc al
mismo nivel, los siguientes experimentos se realizaron Unicamente tomando en
cuenta a la mosca silvestre y a la mutante carmine (u3). Una vez que se conocio el
nivel de zinc en la mosca mutante, la siguiente pregunta fue saber cual es el efecto
del zinc en la mosca cuando ésta se desarrolla en dietas con alto y bajo zinc. El
resultado indica que la mosca silvestre presenta una concentracion promedio de
0.21 mg de zinc/g de masa seca en la dieta control, pero cuando crece en la dieta
con 200 uM de TPEN, presenta una concentracion promedio de 0.12 mg de zinc/g
de masa seca, es decir, la mitad del valor que tenia en la dieta control. Cuando las
moscas se desarrollaron en la dieta con 1 mM de zinc, la concentracion promedio
de zinc en la mosca silvestre fue de 0.37 mg de zinc/g de masa seca, casi el doble
del valor que tenia en la dieta control. En cambio, en la mosca carmine (u3) que
contiene tres veces menos zinc, es decir, 0.07 mg de zinc/g de masa seca en la

dieta control, al crecer en la dieta con 200 uM de TPEN, su nivel de zinc no cambia
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Figura 11. Efecto de la concentracion de zinc en moscas alojadas en dietas control, TPEN (200 uM)
y (zinc 1 mM). Se muestra el contenido de zinc en funcion del genotipo de la mosca. En una dieta
control, la mosca silvestre tienen una concentracion promedio de zinc de 0.21; mientras que carmine
(u3) contiene 0.07. En la dieta con 200 uM de TPEN la mosca silvestre presenta una concentracion
promedio de 0.12 y carmine (u3) una concentracién promedio similar a la que tenia en la dieta control
(0.07). Cada barra representa X + DE de tres experimentos independientes. Las unidades se dan
en mg zinc/g masa seca. * p < 0.005. *** p < 0.001.
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en comparacion al que presenté cuando se desarrollé en la dieta control. Cuando
las moscas carmine (u3) se desarrollaron en la dieta con 1 mM de zinc, la
concentracion promedio de zinc en la mosca alcanz6 una concentracion promedio

de 0.12 mg de zinc/g de masa seca (Fig. 11) .

Las bajas o altas concentraciones de zinc dietético no afectan el desarrollo y
la sobrevivencia de la mosca carmine (u3)

Posteriormente, se realizd un experimento para analizar el efecto de la dieta en el
desarrollo y la sobrevivencia de la mosca carmine (u3) en comparacion con la
mosca silvestre. Ambas cepas de moscas se desarrollaron en cuatro diferentes
dietas: bajo zinc (TPEN 200uM), control, alto zinc (1ImM) y muy alto zinc (10 mM).
En la Fig. 12 se muestra, en funcion de la dieta, el tiempo que tard6 en surgir la
primera mosca (Fig. 12a) y el numero total de moscas (Fig. 12b). En el experimento
donde se analizd el tiempo de aparicién de la primera mosca (Fig. 12a) no se
observo diferencia significativa. Al parecer la dieta con 10 mM de zinc no afecta el
tiempo de desarrollo, mientras que, cuando se analiz6 la progenie (Fig. 12b), se
observo que hubo similitud en la cantidad de moscas crecidas en las dietas TPEN

(200 uM), control y zinc 1 mM. Sin embargo, cuando las moscas se desarrollaron
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Figura 12. Efecto de la dieta y el genotipo en el desarrollo de Drosophila. El grafico muestra, en
funcion de la dieta a) el tiempo que tard6 en surgir la primera pupa y b) el nUmero total de las moscas.
Se observa un descenso en el nUmero de moscas debido a la suplementacién de la dieta con 10
mM de zinc, pero este descenso es igual en la cepa silvestre y la cepa carmine (u3). Cada barra
representa X * DE. Se muestra el resultado de un experimento de diez cruzas (repeticiones)
independientes. *** p < 0.001.
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en la dieta con 10 mM de zinc el numero total de moscas, en ambos genotipos,
disminuy6é a menos de la mitad en comparacién con la dieta control. Al parecer, la
concentracion de 10 mM de zinc afecta de manera similar a la cantidad total de

moscas en las cepas silvestre y carmine (u3).

La mosca carmine (u3) induce la expresion de las metalotioneinas
Una vez que conocimos el efecto del zinc dietético en la mosca carmine (u3),
nuestro interes se enfocé en investigar qué estaria pasando con la expresion de las

metalotioneinas (Mtns) en la mosca que carece de los granulos pigmentarios. Se
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Figura 13. Induccion de la expresion de las metalotioneinas en las moscas desarrolladas en dietas
con 1 mM de zinc. El nivel de expresion de las cinco metalotioneinas en las moscas desarrolladas
en la dieta con 1 mM de zinc es mayor que en las moscas crecidas en la dieta control sean éstas
silvestres o carmine (u3). Es mayor el nivel de expresion de las MtnA, MtnC y MtnE en la mosca
carmine (u3) crecida en la dieta control que en la mosca silvestre.

hizo la RT-PCR en las moscas desarrolladas en las dietas control y con 1 mM de
zinc. La Fig. 13 muestra que hay mayor expression de las cinco Mtns en las moscas

desarrolladas en la dieta con 1 mM de zinc tanto en las moscas silvestres como en
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las moscas carmine (u3). En la dieta control, la mosca carmine (u3) expresa mas
ARNmM que codifica para la MtnA que la mosca silvestre Tan3 (Fig. 13). Esto parece
ser el caso tambien para la MtnC y la MtnE, sin embargo, cuando las moscas se
desarrollaron en la dieta con zinc el nivel de expresion de ARNm de las Mtns Cy E
fue similar en ambas cepas. El nivel de expresion de la MtnB y la MtnD tanto en la
mosca silvestre como en la mosca carmine (u3) fue semejante en ambas dietas.
Estos resultados sugieren que se induce la expresion de las Mtns por el incremento
de zinc en la dieta, y que se induce la expresion de la Mtn A en la mosca carmine

(u3) crecida en la dieta control.

Los granulos pigmentarios de los tubulos Malpighianos contienen zinc
Ahora faltaba identificar a las vesiculas que almacenan el zinc en Drosophila
melanogaster. De acuerdo con los antecedentes mostrados en la Fig. 2, se opto por

extraer el intestino y los tubulos Malpighianos de las moscas. La primera diferencia

Silvestre p3
a) Tan3 b) carmine

O

Tubulos

Anteriores
Tubulos

Anteriores

! Intestino
Intestino

Tubulos

Posteriores

Tubulos
Posteriores ~

Figura 14. Tdbulos Malpighianos de larva de Drosophila melanogaster. a) Tubulos
Malpighianos de una larva silvestre. b) Tubulos Malpighianos de una larva mutante
en la subunidad p3 del complejo AP-3. Ambos tdbulos son de larvas en el tercer
estadio de desarrollo.
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gue se observo fue el color de los tubulos Malpighianos (Fig. 14). En las moscas
silvestres el color de los tubulos es amarillo a diferencia de los tibulos blancos que
tiene la mosca carmine (u3). La diferencia de color observada en ambas moscas
fue reportada por Nickla en 1972 quien demostro que la riboflavina es el principal

componente de color amarillo en los tubulos Malpighianos de la mosca silvestre.

Con el objetivo de visualizar el zinc dentro de las vesiculas, los tubulos Malpighianos
e intestino de las larvas silvestres y mutantes se incubaron con FluoZin-3. Se
muestra la fluorescencia generada a partir de la union del zinc al FluoZin-3 en la
larva silvestre y en la larva mutante (Fig. 15). La mosca carmine (u3) no present6
autofluorescencia ni fluorescencia generada por la unién FluoZin-3 y el zinc,
sugeriendo que el complejo AP-3 es crucial en la biogénesis de las vesiculas que

almacenan el pigmento amarillo (riboflavina) y el zinc.

Autofluorescencia FluoZin-3 Sobreposicion

Silvestre

carmine (u3)

Figura 15. Imagenes de fluorescencia de los tubulos Malpighianos de las larvas silvestres de
Drosophila melanogaster incubados con FluoZin-3. Las larvas silvestres desarrolladas en una dieta
control presentan vesiculas autofluorescentes que contienen zinc, a diferencia de las larvas carmine

(H3).
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Las mutantes pink (HPS5) y lightoid (Rab32) también carecen de LROs y tienen
bajas concentraciones de zinc.

Otros complejos que participan en la formacién de los LROs, ademas de AP-3, son
los complejos BLOC-1,-2y -3, asi como Rab32 y Rab38. En este ultimo experimento
se cuantifico el nivel de zinc que tienen las moscas mutantes en los genes lightoid
gue codifica para la Rab32 y pink que codifica para la subunidad HPS5 de BLOC-2.
Adicionalmente se introdujo la mosca mutante clot que codifica para una
tiorredoxina presente dentro de los granulos pigmentarios. La Fig. 16a muestra que
las mutantes pink (BLOC-2) y lightoid (Rab32) tienen tres veces menos zinc (0.05y
0.07 mg de zinc/g de masa seca, respectivamente) que la mosca silvestre (0.19 mg
de zinc/g de masa seca), a diferencia de la mutante clot (tiorredoxina) la cual tiene
una concentracién de zinc (0.29 mg de zinc/g de masa seca) por arriba de la mosca
silvestre. Por otra parte, la Fig. 16b muestra que no hay diferencia entre el nivel de
hierro de la mosca silvestre con la mosca mutante lightoid (Rab32) y clot
(tiorredoxina) siendo este fenotipo especifico para el zinc. No sucede o mismo con
la mosca mutante pink (BLOC-2) en la cual aumenta la concentracién de hierro.
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Figura 16. Concentracion de zinc y hierro en las moscas mutantes pink (subunidad HPS5 del
complejo BLOC-2), lightoid (Rab32) y clot (tiorredoxina). a) La mosca silvestre tiene una
concentracion promedio de zinc de 0.19 mg, a diferencia de las mutantes pink (BLOC-2) y
lightoid (Rab32) que contienen tres veces menos zinc, 0.05 y 0.07 mg/g masa seca,
respectivamente. La mosca mutante clot por el contrario, tiene una concentracién promedio
de zinc 0.29 mg. b) Las concentraciones promedio de hierro son semejantes entre las mutantes
lightoid (Rab32), clot (tiorredoxina) y la mosca silvestre, 014, 0.11 y 0.12 mg hierro/g masa
seca. La concentracion promedio de hierro en la mutante pink (BLOC-2) es de 0.17 mg/g masa
seca. Cada barra representa X + DE. Se muestra el resultado de tres muestras independientes.
*p <0.05. ** p <0.01. ** p <0.001.
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DISCUSION

La formacion de los LROs a través del trafico vesicular

En las células, el transporte de proteinas y lipidos es mediado por el trafico vesicular
que incluye a pequefas vesiculas y a grandes organelos intracelulares como el
reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi, endosomas y lisosomas (Sato et al.,
2014). El transporte de proteinas entre estos compartimentos y el medio extracelular
se lleva a cabo por la formacion y fusion de vesiculas de una membrana donadora
a una membrana aceptora, respectivamente (Marks et al., 2013). El destino que
tomaran las proteinas transportadas, se encuentra regulado por las proteinas
adaptadoras, como AP-3 (Peden et al., 2004). En este trabajo se utilizaron moscas
mutantes en las subunidades del complejo AP-3 como modelo de la ausencia de
vesiculas llamadas organelos relacionados a los lisosomas (LROs, por sus siglas
en inglés). Como se menciond anteriormente, existen varios tipos de LROs entre
ellos se encuentran los granulos de insulina, las vesiculas pre-singpticas que
contienen glutamato, los melanosomas y los granulos pigmentarios en los ojos de
Drosophila melanogaster (DellAngelica et al., 2000). Algunos de estos LROs
contienen niveles elevados de zinc, tal es el caso de los granulos de insulina (Pound
et al., 2009) y de las vesiculas pre-sinapticas en las neuronas glutamatérgicas (Cole
et al., 1999), sin embargo, ninguno de los dos tipos de organelos son considerados
como almacenes del zinc celular. Recientemente, se han identificado unas
vesiculas con alto contenido de zinc en el intestino de Caenorhabditis elegans que
los autores consideran son el sitio de almacenamiento de zinc en este organismo
(Roh et al., 2012), sin embargo, el proceso de biogénesis de estas vesiculas aln se
desconoce. Por otro lado, cuando las moscas silvestres de Drosophila hydei se
alimentan con una dieta rica en zinc, se observan vesiculas con alto contenido de
este metal en los tubulos Malpighianos (Zierold y Wessing, 1990), lo que hace

suponer que éstas podrian estar participando en la homeostasis del zinc celular.
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Los LROs son un sitio de almacenamiento de zinc

La hipétesis de este proyecto es que dichas vesiculas son el sitio de
almacenamiento de zinc dentro de Drosophila melanogaster. Para probar esta
hipotesis empleamos al mecanismo de formacion de los LROs ya que sirve como
herramienta para demostrar si estas vesiculas son el sitio de almacenamiento del
zinc. Ademas de trabajar con moscas mutantes en las subunidades del complejo
AP-3, empleamos a la mutante pink en la subunidad HPS-5 del complejo BLOC-2,
a la mutante lightoid en la Rab32 y a la mutante clot en una tiorredoxina, que se

localiza dentro de los granulos.

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de zinc en la mosca silvestre (Tan3) y
en las mutantes de las subunidades p3 (carmine), B3 (ruby) y 5 (garnet) del complejo
AP-3 revelaron gue las tres moscas mutantes tienen bajas concentraciones de zinc
en comparacion con la mosca silvestre, lo que indicaria que el complejo AP-3 estaria
involucrado en la homeostasis del zinc celular. Estos datos coinciden con el
resultado generado por la microscopia del tejido con FluoZin-3, donde la mosca
carmine (u3) carece de vesiculas que almacenan zinc. Estos datos concuerdan con
un estudio hecho en el raton mocha, nulo para la subunidad & de AP-3, donde no
se detecta historeactividad al zinc en las vesiculas pre-sinapticas de las fibras
musgosas del hipocampo (Kantheti et al., 1998).

Con el objetivo de analizar el nivel de zinc en la mutante carmine (u3) cuando se
somete a dietas con alto y bajo zinc, las moscas se desarrollaron en una dieta con
un quelante de zinc, TPEN (200 pM), y en una dieta con 1 mM de zinc. El resultado
muestra que cuando las moscas se desarrollaron en la dieta con TPEN el nivel de
zinc solo disminuyé en la mosca silvestre haciéndonos suponer que en la mosca
carmine (u3) no existe mas zinc libre que el TPEN pueda quelar, por lo que, el zinc
gue tiene carmine (u3) estaria unido a proteinas cumpliendo funciones basicas para
la sobrevivencia de la mosca. Por otro lado, el nivel de zinc incremento tanto en la
mosca silvestre como en la mosca carmine (u3) cuando crecieron en la dieta con 1

mM de zinc, sin embargo, la magnitud del incremento no fue la misma. La mosca
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silvestre alcanzé una concentracion de zinc casi del doble de la que poseia en
condiciones control, mientras que el nivel de zinc en la mosca carmine (u3) apenas
y rebaso el 0.1 mg de zinc/g de masa seca. Este diferencial se puede explicar debido
a gue la mosca carmine (U3) carece de vesiculas que sean capaces de almacenar

el exceso de zinc y su Unico mecanismo de captura son las metalotioneinas (Mtns).

La carenciade LROs en la mutante carmine (u3) se reemplaza con lainduccion
de metalotioneinas

Por lo tanto, el siguiente objetivo fue analizar el nivel de expresion de las cinco Mtns
gue posee Drosophila. El incremento en el nivel de expresion de las cinco Mtns tanto
en la mosca silvestre como en la mosca carmine (u3) da sustento a la hipotesis de
gue este mecanismo de regulacidn participa en la captura del zinc en presencia y
en ausencia de las vesiculas que lo capturan. Estos datos coinciden con un estudio
previo donde se vio un incremento en la expresion de las Mtns debido al aumento
de zinc (Yepiskoposyan et al., 2006). Un dato interesante es el nivel de expresion
de la Mtn A en la mosca carmine (u3) en la dieta control, siendo éste mayor al que
presenta la mosca silvestre en las mismas condiciones. Una posible explicacion a
este fendmeno es que al carecer de vesiculas que capten el zinc, la Mtn A estaria
cumpliendo la funcion de los dos sistemas de captura, por esta razén es necesaria

mas Mtn A para la captura del metal.

La carencia de LROs en la mutante carmine no afecta la sobrevivencia de las
moscas en bajas o altas concentraciones de zinc dietético

Conociendo la concentracidén de zinc y el nivel de expresion de las metalotioneinas
en la mosca carmine (U3), la siguiente pregunta a responder fue si el desarrollo y la
progenie se ven afectadas por el bajo nivel de zinc que posee carmine (u3). La Fig.
12 muestra que no hubo efecto en el desarrollo ni en la sobrevivencia debido a la
concentracion de zinc dietético. Estos datos concuerdan con los estudios hechos en
ratones knockout donde se eliminé el transportador ZnT8 y ZnT3 de los granulos de
insulina (Pound et al., 2009) y de las vesiculas pre-sinapticas de las fibras musgosas

del hipocampo (Cole et al., 1999), respectivamente, y se vio que los ratones no
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exhiben cambio alguno en su desarrollo y comportamiento a pesar de que los
granulos de insulina y las vesiculas pre-sindpticas presentan bajas concentraciones

de zinc.

Otros mutantes en la via de formacion de los LROs también disminuyen la
concentracion de zinc en la mosca completa

Ademas de trabajar con el complejo AP-3, analizamos la concentracion de zinc en
la mutante pink en la subunidad HPS-5 del complejo BLOC-2, en la mutante de
lightoid (Rab32) y en la mutante clot en una tiorredoxina. Los resultados mostraron
que, tanto la mosca mutante en la subunidad HPS-5 como en la Rab32 tienen bajo
nivel de zinc, a diferencia de la mosca clot cuya concentracion de zinc esta por arriba

de la que tiene la mosca silvestre.

Implicaciones en el sindrome Hermansky-Pudlak

Este resultado es importante ya que para nuestro conocimiento ésta es la primera
evidencia que relaciona a la mutacion de la proteina HPS-5, implicada en el
sindrome Hermansky-Pudlak (HPS, por sus siglas en inglés), con una deficiencia
en los almacenes de zinc. Se sabe que en este sindrome hay malformacién de los
melanosomas y de los granulos densos de las plaquetas, los cuales son un tipo de
LROs (Huizing et al., 2008), sin embargo, en ningun estudio sobre HPS se ha
relacionado este sindrome con una alteracion en el nivel de zinc. Adicionalmente,
las mutaciones en el gen que codifica a la subunidad 3 de AP-3 han sido asociadas
con el sindrome Hermansky-Pudlak tipo 2 (Dell’Angelica et al., 1999; Feng et al.,
1999). Como se menciond anteriormente la mosca ruby, mutante en la subunidad
B3 de AP-3, presenta un bajo nivel de zinc. Con estos antecedentes nos planteamos
la hipotesis de que en el HPS hay un bajo nivel de zinc en el organismo, adicional

al fenotipo caracteristico del sindrome.
El papel de Rab32 en el trafico vesicular

Se conoce que Rab32 y Rab38 participan en la formacién de los melanosomas y

gue median el transporte de las proteinas transmembranales responsables de la

41



sintesis de melanina (revisado en Hearing, 2005). En un estudio con melanocitos
knockdown para Rab32 y mutados en un aminoécido de Rab38, se observo que la
la tirosinasa, enzima que cataliza la sintesis de melanina, dejé de situarse en las
vesiculas distribuidas a lo largo del citoplasma, en la periferia de la célula y en el
Golgi para localizarse casi exclusivamente en la region perinuclear. Este cambio en
la distribucion subcelular, sugiere que el knockdown de Rab32 es el resultado de
una alteracion en el trafico intracelular de la tirosinasa (Wasmeier et al., 2006). Estos
antecedentes indican que al alterar a las proteinas Rab32 y Rab38 se altera también
la localizacion de las proteinas transmembranales en los melanosomas. Esto es
interesante ya que, en nuestro modelo, el direccionamiento incorrecto de los
transportadores de zinc, que estarian introduciendo este elemento desde al
citoplasma al interior de los zincosomas, podria explicar la baja concentracién de

este metal en la mosca mutante en Rab32.

Una observacion que puede explicar porque la mosca clot tiene niveles de
zinc mas altos que la mosca silvestre

El gen clot codifica para una tiorredoxina requerida para la sintesis de drosopterinas,
el componente rojo del ojo de Drosophila. La proteina se encuentra dentro los
granulos pigmentarios, sitio donde se almacenan los pigmentos que le dan color al
ojo de la mosca. Estos granulos tienen una proteina transmembranal del tipo
ABCG2 que se encarga de transportar al interior una variedad de compuestos, entre
ellos la riboflavina, pigmento que se encuentra en mayor cantidad dentro de los
tubulos Malpighianos y que le da el color amarillo caracteristico a los tbulos de la
mosca silvestre. Si la mutante carmine (u3) carece de estos granulos, no tendra
donde almacenar el zinc y la riboflavina, generando una mosca con bajo nivel de
zinc y con los tubulos pigmentarios blancos. En la mosca clot no tendria por qué
existir deficiencia en el zinc debido a que el producto del gen clot es una proteina
soluble y no transmembranal. Lo que resulta curioso es la alta concentracion de zinc
que tiene, por arriba de la que posee la mosca silvestre. Un estudio realizado en
1961 por Nolte mostré6 que en la mutante clot los granulos pigmentarios de las

células pigmentarias primarias y de las células en la parte basal de la retinula son
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mas grandes que en la mosca silvestre. Esta observacion de Nolte sugiere que el
aumento del tamafio de los LROs en el mutante clot podria coincidir con el aumento

de zinc que se almacena en la mosca completa.
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CONCLUSIONES

En este trabajo concluimos que:

1. El complejo AP-3 es necesario para la formacién de los zincosomas en los

tubulos Malpighianos.

2. Cuando hay ausencia de zincosomas se induce la expresion de la

metalotioneina A de la mosca carmine (u3) en la dieta control.

3. La subunidad HPS5 del complejo BLOC-2 y la Rab32 estan involucrados en

el almacén de zinc.
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PERSPECTIVAS

Las principales perspectivas de este trabajo son:

1. Confirmar la induccidén de metalotioneinas mediante PCR en tiempo real.

2. Dado que las metalotioneinas compensan la falta de zincosomas. Analizar el
desarrollo de la mosca que resulte de la cruza entre la mosca carmine (u3) y

la mosca mutante en la metalotioneina A.

3. Teniendo en cuenta la baja concentracién de zinc en la mutante en la
subunidad HPS5 de BLOC-2 y en Rab32, observar mediante tincién con

FluoZin-3 la presencia o ausencia de los zincosomas.
4. Debido a la respuesta que se observo al someter a la mosca silvestre a dietas

con diferente concentracién de zinc. Analizar la capacidad de los zincosomas

como almacenes de zinc.
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