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Resumen. La enfermedad de Wilson, es un trastorno hereditario autosó-

mico recesivo causado por mutaciones del gen de la trifosfatasa de adenosina

(ATP7B). Dicha mutación ocasiona intoxicación con cobre, generando mani-

festaciones clínicas por los efectos tóxicos del metal, principalmente a nivel

del hígado y el encéfalo. Recientemente se han desarrollado modelos genéti-

cos de la enfermedad para su estudio clínico. Sin embargo, la utilidad de los

mismos es limitada por el hecho de que en tales modelos no se observan ma-

nifestaciones neurológicas. El presente estudio tuvo como objetivo desarrollar

un modelo de la enfermedad de Wilson en Drosophila melanogaster. Inicial-

mente se evaluó el efecto de la suplementación con concentraciones de 31 µM

y 47 µM de cobre en la sobrevida. Posteriormente se realizaron estudios de

conducta para determinar si existían alteraciones en el desempeño motor aso-

ciadas al tratamiento con la dosis de 47 µM de cobre. Los resultados obteni-

dos sugieren que el tratamiento con cobre disminuye la viabilidad de la Dro-

sophila. La disminución de la sobrevida estuvo asociada a un aumento y una

disminución de los registros de actividad motora en las etapas tempranas y

tardías de la intoxicación respectivamente. Por último, se evaluó el papel del

sistema de neurotransmisión dopaminérgico sobre las alteraciones conduc-

tuales inducidas por el cobre. El tratamiento con el precursor de la dopamina,

L-dopa, indujo un aumento de la actividad motora similar al inducido por el

cobre. Por el contrario, el tratamiento con Flufenazina, un antagonista de los

receptores dopaminérgicos D2, fue capaz de impedir las alteraciones conduc-

tuales en todas las edades evaluadas. Estos resultados sugieren que la Drosop-

hila melanogaster podría ser empleada como modelo para el estudio de posi-

bles intervenciones con potencial terapéutico en la enfermedad de Wilson.
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Abstract. Wilson disease is a hereditary disorder caused by mutations of

the ATP7B gene, which leads to intoxication with copper as a result of an un-

balance of copper homeostasis. The clinical manifestations resulting from

this intoxication are related to the affectation of liver and the encephalon in

most cases. Several animal models are currently available for the study of

the malady. However, in such models no neurological symptoms are ob-

served, which limits their use for the study of pathogenic effects of this dis-

ease on the central nervous system. The aim of the present study was to eval-

uate if copper feeding could induce a disease state in Drosophila

melanogaster to model Wilson disease. The effect of the feeding of copper at

the doses of 31 µM and 47 µM on the survival was initially evaluated. Next,

behavioral experiments were conducted to determine whether the motor

performance was altered by the 47 µM concentration. The results suggest

that copper treatment decreases the viability of the flies. In addition, the de-

crease of viability was associated to an increase and decrease of spontaneous

motor activity at early and late stages of the intoxication, respectively. Fi-

nally, the role of the dopaminergic neurotransmission system on the ob-

served motor alterations was evaluated. The dopamine precursor L-dopa in-

creased motor activity. In contrast, D2 receptor antagonist, Fluphenazine,

was able to block both the increase and decrease of motor activity scores in-

duced by copper. These results suggest that Drosophila melanogaster could

be used as a model organism for the study of possible interventions with po-

tential neuroprotective effects in Wilson disease.
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INTRODUCCIÓN

El cobre es un metal esencial para la

función de diversas reacciones enzimáticas,

por lo cual desempeña un papel importante

en procesos biológicos tales como la forma-

ción del tejido conectivo, la homeostasis

del hierro y la protección contra la acción

de radicales libres como el anión superóxi-

do (1). La enfermedad de Wilson es un de-

sorden del metabolismo del cobre caracteri-

zado por la acumulación del metal princi-

palmente a del hígado y del Sistema Nervio-

so Central. La etiología de la enfermedad

está dada por la mutaciones en el gen

ATP7B, perteneciente a la sub-familia P1B

de las ATPasas tipo P (2-4). La ATP7B es al-

tamente expresada en el hígado, donde

cumple un papel importante en la excresión

del cobre cuando los niveles intracelulares

del metal son elevados (5, 6). Además, estu-

dios recientes han demostrado la expresión

de esta proteína en el cerebro de Drosophi-

la melanogaster (7, 8). Dicha mutación se

hereda con carácter recesivo, y se manifies-

ta como un desbalance de la homeostasis
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del cobre debido a la excreción disminuida

del metal. La manifestación clínica más fre-

cuentemente observada durante las etapas

iniciales es la enfermedad hepática en un

40% de los pacientes, mientras que un 35%

de los afectados muestran inicialmente sín-

tomas neurológicos, mientras que un 10%

presenta síntomas psiquiátricos. Por otra

parte, los síntomas neurológicos predomi-

nan en las etapas intermedias y avanzadas

(9, 10).

El compromiso neurológico en la en-

fermedad de Wilson se manifiesta como di-

sartria, distonia, temblores (11), mientras

que los síntomas psiquiátricos comprenden

depresión, síndrome esquizofrénico y un

cuadro de confusión mental (11, 9). Los

modelos animales de esta enfermedad son

imprescindibles para la implementación de

nuevos enfoques terapéuticos innovadores

tales como la terapia génica. Hasta ahora se

han caracterizado varios modelos genéticos

de la enfermedad en ratones (12, 13) y en

ratas (14, 15). Sin embargo, estos modelos

animales no presentan las manifestaciones

neurológicas de la enfermedad (16), lo cual

limita su utilidad. Por lo tanto se hace ne-

cesario el desarrollo de modelos de la enfer-

medad que presenten dichas manifestacio-

nes con la finalidad de poder evaluar el im-

pacto de intervenciones con potencial tera-

péutico sobre el progreso de esta entidad

nosológica. La Drosophila melanogaster es

ampliamente utilizada en varias áreas de la

investigación biomédica. De particular inte-

rés son los modelos de enfermedad neuroló-

gica como Parkinson (17-20), Alzheimer

(21, 22), Ataxia de Friederics (23), Hun-

tington (24-28) y síndrome del X frágil (29)

desarrollados durante los últimos años. Las

ventajas del uso de la Drosophila melano-

gaster como herramienta de estudio de es-

tas enfermedades radica en que este orga-

nismo posee un sistema nervioso más sim-

ple que el de los mamíferos. Sin embargo,

es capaz de realizar conductas motoras

complejas como caminar, trepar, volar, lo

cual permite evaluar el funcionamiento

neurológico (30).

La dopamina es un neuromodulador en

el sistema nervioso central de los mamífe-

ros. Numerosos estudios han demostrado

que en el cerebro de la Drosophila adulta

existen seis pares de núcleos de células do-

paminérgicas (31-33). Además, se ha de-

mostrado que de manera semejante a los

mamíferos, este sistema neurotransmisor

desempeña un papel importante como mo-

dulador del comportamiento motor en la

Drosophila. De hecho, las alteraciones mo-

toras observadas en modelos de la enferme-

dad de Parkinson, han sido asociadas a la

degeneración o disfunción de las células do-

paminérgicas (34).

El objetivo del presente estudio fue

evaluar el efecto de la intoxicación con co-

bre en la sobrevida y en la actividad motora

espontánea de la Drosophila melanogaster,

con la finalidad de determinar la posibilidad

de su empleo como modelo animal de la en-

fermedad de Wilson. Se observó una dismi-

nución de la viabilidad asociada con altera-

ciones de la actividad motora. Además, el

tratamiento con los fármacos dopaminérgi-

cos sugieren que dicho sistema neurotrans-

misor está involucrado en las alteraciones

conductuales observadas. Estos resultados

sugieren que la Drosophila melanogaster

podría ser empleada como modelo para el

estudio del componente neurológico de la

enfermedad de Wilson así como de posibles

intervenciones con potencial terapéutico en

dicha enfermedad.

MATERIALES Y MÉTODOS

Animales
Se utilizó la cepa Oregon de la mosca

de la fruta Drosophila melanogaster. Se to-

maron inicialmente moscas machos y hem-

bras jóvenes durante las primeras 12 horas

después de su eclosión de las pupas y

Vol. 54(1): 47 - 57, 2013

Intoxicación con cobre en Drosophila melanogaster 49



mantenidas con un ciclo de 12 horas luz 12

horas oscuridad. Los ceparios fueron genera-

dos y las moscas se mantuvieron en un me-

dio estándar a base de harina de maíz como

se ha descrito previamente (35). En breve:

0,3 gramos de agar-agar, 5 gramos de harina

de maíz, 1,5 gramos de levadura, 5 mL de

una solución saturada de azúcar morena, se

mezclaban con 43,5 mL de agua destilada.

Una vez homogenizada, la mezcla era calen-

tada hasta alcanzar el punto de ebullición.

Luego se le agregaba 0,065 gramos de metil

parahidroxibenzoato en 1 mL de etanol al

100%. Los ceparios fueron generados colo-

cando unos 10 mL del medio de cultivo en

frascos de vidrio y cerrados con tapones de

algodón. El grupo control fue alimentado

con medio de cultivo estándar mientras que

a cada grupo tratado se le suplementó con

una concentración de Sulfato de cobre (Sig-

ma, USA) en el medio de 31 µM, o 47 µM en

los experimentos correspondientes a la ela-

boración de la curva dosis respuesta. El co-

bre era disuelto en el medio justo antes de

dispensar dichos medios en los tubos de cul-

tivo. Cada 3 días las moscas se colocaron en

tubos que contenían medio de cultivo fresco.

Determinación de parámetros
poblacionales

Luego de emerger de la pupa las mos-

cas fueron mantenidas por un período de

12 a 24 horas, en su cepario de origen an-

tes de ser colocadas en números de cinco

por tubos de ensayo, los cuales contenían

2 mL de medio de cultivo. La sobrevida era

evaluada de simultáneamente en un grupo

control y un grupo experimental cada

3 días en el momento de transferirlas al me-

dio de cultivo fresco. La sobrevida se defi-

nió como el porcentaje de animales que

permanecían vivos cada día en que se reali-

zaba la observación. Las moscas se conside-

raron muertas cuando no se observaba nin-

gún movimiento voluntario al estimularlas

mecánicamente.

Actividad motora espontánea
Se midió la actividad motora espontá-

nea de moscas elegidas al azar y colocadas

individualmente en viales que contenían

medio de cultivo fresco. Se utilizaron unos

30 animales por grupo y se midió la activi-

dad motora espontánea por 24 horas utili-

zando un monitor de actividad para Drosop-

hila (DAM 2 Trikinetics) utilizando interva-

los de medición de 5 minutos. Las moscas

eran colocadas individualmente en tubos

que contenían medio de cultivo estándar o

suplementado con cobre y/u otros fármacos

en un extremo, mientras que un tapón de al-

godón colocado en el extremo opuesto per-

mitía el intercambio de gases. La concentra-

ción utilizada de los fármacos fue 200 µM

para la flufenazina (Sigma, USA) y 1 mg/mL

para la l-dopa (Sigma, USA). El tratamiento

con dichos fármacos fue iniciado el día 1 de

edad y mantenido durante todo el experi-

mento. Los estudios de actividad motora

fueron realizados en condiciones controla-

das con una temperatura ambiente de 25°C

y 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

Los datos eran almacenados en una hoja de

cálculo para su análisis y se determinaba la

actividad promedio dividiendo el número to-

tal de movimientos entre el número de in-

tervalos de 5 minutos (288) registrados du-

rante las 24 horas de observación.

El análisis de los datos se realizó utili-

zando el programa GraphPad software. Para

la determinación de la diferencia significa-

tiva entre los grupos se utilizó la prueba log

rank test basado en el chi cuadrado. Se rea-

lizaron análisis de varianza, seguidos de la

prueba de Dunns para la comparación de

los parámetros de longevidad entre los gru-

pos. Se fijó la significancia estadística con

una p < 0,05. Los datos de actividad moto-

ra representados en la Fig. 2 fueron analiza-

dos por medio de un ANOVA de medidas re-

petidas y los datos correspondientes al estu-

dio del efecto de los fármacos dopaminérgi-

cos empleando el ANOVA de dos vías.
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RESULTADOS

En el presente estudio, el tratamiento

con cobre a las dosis de 31 µM y 47 µM en

el medio de cultivo disminuyó significativa-

mente la viabilidad de las moscas (Fig. 1A).

La comparación de las curvas de sobrevida

(prueba de Mantel-Cox) de los grupos trata-

dos con cobre con respecto al grupo con-

trol arrojó diferencias significativas tanto

del grupo tratado con 47 µM (p<0,0145,

Chi cuadrado 10,54) como del grupo trata-

do con 31 µM µg/mL de cobre (p<0,0013,

Chi cuadrada 10,33). La mediana de la so-

brevida fue de 42 días en el grupo control,

mientras que los grupos tratados con 47 µM

y 31 µM de cobre fue de 35 y 21 días res-

pectivamente.

El análisis de varianza de una vía reve-

ló diferencias significativas entre la sobrevi-

da promedio de los grupos tratados con 47

µM y 31 µM de cobre (29,43 ± 1,47 µM y

25,99 ± 1,66 respectivamente) con respec-

to al grupo control (37,20 ± 1,39 días). La

diferencia entre ambos grupos tratados con

cobre no alcanzó significancia estadística.

Efecto de la exposición al cobre sobre la
vitalidad de la Drosophila melanogaster

Como se observa en la Fig. 2, el trata-

miento con una dosis de 47 µM de cobre in-

dujo una respuesta bifásica en los registros

de actividad motora. Las moscas intoxica-

das con cobre mostraron un incremento de

la actividad motora en las etapas iniciales

(día 2 y día 8: p< 0,001 y p<0,01 respecti-

vamente) de la intoxicación y una disminu-

ción en etapas posteriores (día 10 al día 20

p<0,05 en todos los casos).

Los cambios en la actividad motora
espontánea inducidos por cobre
son mediados por el sistema
de neurotransmisión dopaminérgico

Para determinar si las alteraciones mo-

toras observadas en las moscas tratadas con

cobre eran mediados por cambios en la neu-

rotransmisión dopaminérgica, se evaluó el

desempeño motor de moscas intoxicadas

con una dosis de 47 µM de cobre y tratadas

con ligandos de los receptores dopaminér-

gicos. Se realizaron registros de la actividad

motora los días 2, 8, 10, 14 y 20. Se observó

un aumento significativo de la actividad

motora en las moscas tratadas con cobre

luego de 2 y 8 días de iniciado el tratamien-

to. El precursor de la dopamina, l-dopa, in-
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Fig. 1. Efecto del tratamiento con cobre en la

sobrevida de Drosophila melanogaster.

A) Curva de sobrevida de Drosophila ali-

mentada con medio de cultivo estándar

o suplementado con 31 µM o 47 µM de

cobre. B) Efecto del tratamiento con

cobre en la sobrevida promedio. ***

(p<0,001 Cu 31 µM vs el grupo con-

trol), ** (p<0,01 Cu 47 µM vs el grupo

control).



dujo un aumento significativo y de similar

magnitud al aumento inducido por el co-

bre. Por otra parte, el antagonista selectivo

de los receptores dopaminérgicos D2, flufe-

nazina, impidió el aumento de la actividad

motora inducido por el tratamiento con co-

bre y con l-dopa. A partir del día 10 de into-

xicación con cobre se observó un cambio de

fase en los registros de actividad motora, ya

que el cobre comenzó a inducir una dismi-

nución progresiva de los registros de activi-

dad, que alcanzó la significancia estadística

los días 14 y 20. La l-dopa aumentó la acti-

vidad los días 10, 14 y 20. Por su parte, el

antagonista de los receptores D2 bloqueó el

aumento de actividad inducido por la l-dopa

los días 10 y 14, pero no el día 20.

DISCUSIÓN

En el presente estudio hemos demos-

trado que la exposición a niveles elevados

de cobre en el medio de cultivo de la Dro-

sophila melanogaster fue capaz de inducir

enfermedad en las moscas tratadas, ya que

se observó una disminución significativa de

la sobrevida. Hasta donde sabemos, este es-

tudio es el primero que intenta generar un

modelo de la enfermedad de Wilson en Dro-

sophila. Estudios previos han demostrado la

utilidad de este organismo en el desarrollo

de modelos de enfermedades neurológicas

(17-29). De especial interés es el estudio de

Bonilla-Ramírez y col. (20), quienes intoxi-

caron las moscas con varias concentracio-

nes de cobre de manera aguda y crónica.

Nuestros resultados concuerdan con los re-

sultados obtenidos por dichos autores. En

su trabajo Bonilla-Ramírez y col demues-

tran que la intoxicación con cobre, hierro y

manganeso es capaz de inducir mortalidad

y una disminución del desempeño motor en

la prueba de geotaxis. Además, dichos auto-

res demuestran la reducción del número de
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células dopaminérgicas en algunos núcleos

del cerebro de las moscas intoxicadas. Es

importe destacar que las dosis utilizadas

por nosotros son aproximadamente diez ve-

ces menores que las dosis utilizadas por Bo-

nilla-Ramírez y col. (20) en su esquema de

tratamiento crónico, ya que dichos autores

utilizaron concentraciones de 0,5 y 1 mM,

mientras que nosotros utilizamos 31 µM y

47 µM.

Es nuestro estudio fue sorprendente el

hecho de observar una mayor mortalidad

con la menor dosis de cobre en las etapas

intermedias de la intoxicación. Podemos es-

pecular al menos dos mecanismos que per-

mitirían explicar esta observación. Primero,

es posible que la concentración de 47 µM

de cobre sea capaz de inducir mecanismos

de defensa contra la toxicidad del metal

que no son activados por la concentración

de 31 µM. Uno de los mecanismos de defen-

sa más importante contra la toxicidad por

cobre y otros metales lo representan las

metalotieninas. Las metalotieninas son pro-

teínas de bajo peso molecular con la capaci-

dad de fijar 9 iones de cobre cada molécula.

En los mamíferos se ha demostrado que la

expresión de estas proteínas es inducida en

presencia de cantidades elevadas del metal,

mediada por su unión a un elemento de res-

puesta en la región promotora de los genes

de las metalotieninas. En Drosophila mela-

nogaster se han identificado cuatro metalo-

tieninas (36-38). Es posible que a una con-

centración de 47 µM el cobre sea capaz de

inducir la expresión de las metalotieninas,

mientras que la concentración de 31 µM no

estimula la expresión de dichas proteínas.

En este sentido, al aumentar la expresión

de las metalotieninas, una menor cantidad

de iones de cobre estaría libre para ocasio-

nar daño celular a pesar de haber una ma-

yor ingesta del metal. Consecuentemente,

este menor daño celular se reflejaría en una

menor letalidad de manera transitoria.

Estudios previos han demostrado que las

metalotieninas tienen la capacidad de per-

mitir la acumulación de grandes cantidades

de cobre en el citosol. Sin embargo, se des-

conoce si esos depósitos del metal son in-

tercambiables y si son activos. Más impor-

tante aún, dichos estudios indican que no

existe una correlación directa entre la seve-

ridad de la enfermedad y las concentracio-

nes de cobre en el tejido (39-41). Una ob-

servación interesante del estudio de Boni-

lla-Ramírez y col. (20) es el hecho de que

dicho autores determinaron que la cantidad

de cobre en la cabeza de las moscas intoxi-

cadas aumentó 68 veces luego de 48 horas

de tratamiento, pero disminuyó significati-

vamente a los diez días. Este hallazgo sugie-

re la puesta en marcha de mecanismos

compensatorios frente a la exposición al

metal. En futuros estudios esperamos de-

terminar, cuál es el efecto del tratamiento

con diferentes concentraciones de cobre so-

bre la expresión de estas proteínas, las cua-

les representan un mecanismo de defensa

importante contra la toxicidad por metales

en la Drosophila así como en los mamíferos.

Se conoce que los metales pesados como el

cobre tienen como uno de los blancos prin-

cipales de su acción tóxica a las mitocon-

drias. Sin embargo, los mecanismos por me-

dio de los cuales estos metales causan alte-

raciones mitocondriales no han sido escla-

recidos. Varios estudios sugieren que las

disfunciones mitocondrial y la generación

de radicales libres desempeñan un papel

importante en la citotoxicidad de metales

como el cadmio, el mercurio y el cobre (42,

43). El estudio de la funcionalidad mitocon-

drial así como el estatus oxidativo durante

la intoxicación con cobre es un aspecto im-

portante a evaluar en próximos experimen-

tos.

Además el mencionado tratamiento in-

dujo alteraciones de la actividad motora es-

pontánea. Estos resultados nos permiten

proponer el uso de la Drosophila melano-

gaster como un posible modelo animal de la
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enfermedad de Wilson. Son diversos los mo-

delos de enfermedades neurológicas, car-

diovasculares, inflamatorias, y cáncer desa-

rrollados hasta ahora en la Drosophila mela-

nogaster, como se discute en varias revisio-

nes actuales de la literatura (44-46). Los

modelos de enfermedad neurológica hacen

uso generalmente, de los parámetros de

longevidad y de la actividad motora como

indicadores de enfermedad y del compromi-

so neurológico en los mismos.

En el presente estudio se observó una

disminución de la sobrevida de las moscas

tratadas con cobre. Esta observación sugie-

re que el modelo propuesto podría ser útil

para el estudio de los eventos moleculares

tempranos en desarrollo del proceso de en-

fermedad de Wilson y del ensayo de diferen-

tes estrategias terapéuticas aprovechando

de esta manera las ventajas que ofrece este

organismo modelo.

La Drosophila melanogaster tiene va-

rias ventajas como modelo animal para el

estudio de enfermedades neurológicas.

Una ventaja lo representa el poseer un sis-

tema nervioso central más sencillo en com-

paración con organismos como los roedo-

res. Su ciclo de vida corto permite el análi-

sis de diversas intervenciones de manera

rápida. Por otra parte, la disponibilidad en

la Drosophila de pruebas conductuales ta-

les como la actividad motora espontánea y

la prueba de geotaxis permiten evaluar el

funcionamiento neurológico. Es importan-

te destacar en este sentido que de manera

similar a los roedores y los humanos, la

Drosophila posee un sistema de neuro-

transmisión dopaminérgico encargado del

control de la función motora (33, 49, 50).

Estudios realizados en modelos de la enfer-

medad de Parkinson han demostrado que

la afectación de las células dopaminérgicas

en el cerebro de la Drosophila está relacio-

nada con alteraciones de la actividad mo-

tora espontánea y del desempeño en la

prueba de geotaxis.

Por otra parte, nosotros nos propusi-

mos evaluar el papel del sistema dopami-

nérgico en las alteraciones conductuales

observadas. Es interesante el hallazgo de

que el bloqueo del mencionado sistema

neurotransmisor por medio del antagonista

de los receptores dopaminérgicos D2, flufe-

nazina, impidió las alteraciones conductua-

les tanto de las etapas tempranas de la into-

xicación como las de etapas más avanzadas

del modelo. La Drosophila melanogaster es

un sistema modelo válido para el estudio de

la neurobiología de la señalización dopami-

nérgica. Por ejemplo, otros autores han de-

mostrado la similitud entre la Drosophila y

los mamíferos en cuanto a la regulación por

agonistas y antagonistas de los receptores

D2 (51).

Es importante resaltar que el modelo

propuesto es sin duda preliminar y se re-

quieren estudios posteriores para una ca-

racterización más completa del mismo.

Experimentos posteriores deberán cuantifi-

car la acumulación del metal en los tejidos

de la mosca. Adicionalmente, es importante

evaluar si en las condiciones propuestas

ocurren alteraciones en los núcleos cere-

brales involucrados en el comportamiento

motor de la Drosophila. Finalmente, la

identificación de los mecanismos celulares

y moleculares responsables la disminución

de la longevidad y del desarrollo de las alte-

raciones motoras permitirá el ensayo de in-

tervenciones con potencial neuroprotector

en esta enfermedad.
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