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PROLOGO

Es muy comin que en estos espacios aparezca la frase mas leida en las tesis de la
universidad “agradezco a...” o sus equivalentes. Pero a mi no se me da este tipo de

redaccion.

A veces he sentido la necesidad de preguntarle a Lucio Cabafias cuantos son
el, o a Ernesto Guevara de la Serna con cuantos bastd para que se construyera al
Che. Ha costado tanto trabajo llegar a entender que somos el constructo de un sin fin
de individuos cercanos que se han visto relacionados a la vida de quien escribe estas
lineas. Si pudiera apostar un centavo por cada ser vivo que me rodea en el tiempo y
en la historia de mi formacién fisico-intelectuat (sin la arrogancia de la percepcién de
estas palabras y en el mas estricto apego a la definicibn mas simple de estos dos
tecnicismos, permitiéndome el abuso del ienguaje) no seria capaz de pagar, en caso
de perder, en al menos siete vidas de trabajo permanente. Aquellos nombres que
resuenan en nuestra mente por haber sido ilustres en su vida no son sino el conjunto
de un sin fin de relaciones queles dieron la posibilidad de definirse. Es por esto que
me siento en completa indefensién cuando me piden que agregue un agradecimiento

y que me sienta orgulloso de “mi trabajo”.

Este es un escrito que no dice algo mas alla de lo efimero de su informacion.
La verdadera herencia que podemos dejar es el conocimiento de un individuo que
tiene la obligacién autoimpuesta de trascenderse a si mismo. Y aunque duele tanto la
flagelacidn del conocimiento, es una apuesta a la que se decide entrarle conciente de
que hemos de ceder, parcial o totalmente, una parte de nuestra naturaleza, para dar
un paso en la direccion delimitada previamente. Por nosotros o por el entorno. Es ahi
donde la apuesta se vuelve tramposa. No hay muchas opciones a menos que las
podamos construir. Y esta construccién esta sujeta a las herramientas con que se
cuenta. Las herramientas las otorga quien ya camind por aqui antes y quien ya

definié el camino. La brecha que se abre en este laberinto de conexiones es el




entendimiento que he asumido desde que logre comprender la sabiduria de una gran
mujer: la escuela te instruye, la familia y el entorno te educan. La escuela te brinda
herramientas, la educacion te dicta como utilizarlas, ya sea para construir, para

destruir o todo lo contrario. La libertad absoluta es casi imposible afirmar que existe.

El condicionamiento (biolégico, social, cultural, conceptual, etc.) nos mantiene
atados a la realidad construida por quienes ya anduvieron estos caminos. Es
responsabilidad de todo aquel curioso picar piedra para asomarse a la vereda que
nos permitira sentir en la profundidad de nuestro ser la esencia de las cosas. Esta
riqueza que se anhela no esta condicionada a lo perceptible de los sentidos,
delimitados por las llamadas ciencias duras. Es una construccién que nos define a lo
largo de la vida, y es ahi donde me detengo, y le hago una reverencia a todo aquel
que se ha encontrado a mi lado para aportar una parte de lo que ahora soy capaz-
incapaz de expresar. El entorno se ha vuelto cada vez mas vacié en téminos
esenciales. Se ha desvirtuado la razon por la cual vivimos, la violencia y la agresion
se manifiesta con mayor fuerza y en mucha ocasiones se vuelven una forma de vida.
Hay un desgaste del modelo de organizacién social y del proceso civilizatorio que nos
ha estado arrebatando la posibilidad de ser felices. Nos angustiamos dia a dia con la
imposibilidad de manejar las complejas creaciones de las que somos rehenes e
impuisores como especie. Concientes por la informacion con que contamos, o
inconcientes por la aparente felicidad que nos otorga la ignorancia y la falta de
capacidad para autodeterminarnos como individuos en la medida de lo posible. Nos
sentimos duefios de la vida que no nos corresponde y los seres vivos estamos cada
vez mas inmersos en resolver problemas que llevaran a mas problemas sin alcanzar
a comprender que estamos totalmente distraidos de la verdadera naturaleza de las

Ccosas.

Y a todo esto... jen que contribuye lo aqui presentado?
Entiendo que es formativo, pero... acaso no ocurre con una alta frecuencia que los
conocimientos mas relevantes son producto de la manifestacion mas grotesca del ser

humano: la Guerra y la Violencia.




Y el estrés se generaliza.

Mi verdadera formacion, aquella que le dio direccion a lo que se me brindo en las
aulas, fue justamente fuera de ellas. Las relaciones de las cuales fui participe. Los
actos que por conviccion decidi asumir y que me ensefiaron a conocer el mundo
desde una optica distinta. Hasta para eso alcanzo a dar la universidad. incluso a
pesar de sus administradores. Pero... ; para cuanto nos alcanzara la necesidad de
ser consecuente con lo que se piensa? No me es posible visualizar el horizonte. Mas

sin embargo eso lo convierte en un reto interesante.

En cuanto a los referentes que hablan a través de mi, no es de extrafarse que
el pilar mas firme sea una mujer: Juana trejo Arteaga, mi madre.
Es ella quien me ha dado la vida en toda la extensién de la palabra. No solo en el
primer momento en que me atrevi a echar un vistazo al quiréfano, sino sobre todo me
ha dado la vida dia a dia, segundo a segundo, a través todo el tiempo en que soy y
que existo. Gracias a ella el concepto de realidad se ha vuelto una oportunidad para
llegar a experimentar que se esta vivo. Posiblemente estemos aqui para venerar a
quienes admiramos. Nuestra existencia dejara sentado el valor de su labor. La
entrega es absoluta sin exigencia alguna. Tomamos lo que necesitamos y se nos
entrega mas de lo posible. No alcanza. Sin embargo ahi esta. La razén de vivir por y
para los demas no se puede entender sin un poderoso referente como lo es mi
madre, sabia en lo mas elemental de la vida. A ella le debo las decisiones mas
acertadas y los respaldos mas fuertes para intentar mantener la utopia al borde de la

realidad.

Y sin embargo la luz no se enciende tan solo con un interruptor. Una
responsabilidad que da frutos a cada instante que se expresa, requiere de una gran
preparacion. Y en tanto José de Jesus, mi hermano mayor, mi parametro de vida en
muchos sentidos, siga siendo una autoridad que se gana el respeto a base de
inteligencia y valor no hay posibilidad de concebirse vacios de hemramientas en la

vida. No soy capaz de ir manifestar una alabanza superficial. Soy reflejo de mi

L




familia, Moisés, el hermano de la absoluta confianza en cualquier tema, el innovador
que dia a dia nos sorprende. Maria Esther, solitaria y con un potencial envidiable por
la capacidad de navegar a contracorriente. Maricruz, la cual nos ha hecho sentir que
no podemos promover aquello que no somos capaces de impulsar en nuestro
entorno mas cercano, la justicia, la virtud, la verdad consigo mismo, la belleza en su
esencia, el conocimiento, y demas condiciones que se necesitan para ser felices solo

en el circulo diario de convivencia es posible hacer lo que tanto predicamos.

Gracias Yuvicela por lo que me has entregado. Gracias por ser quien eres y

por acompanar mis desgarbadas ideas. Sin ti soy el ayer.

En el tintero se queda tanto que se quisiera decir, pero por lo apresurado de nuestros
dias esto se convierte en un simple desahogo que quizd con los actos futuros se

confirme.
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INTRODUCCION

e El aprender muchas cosas no instruye la mente.
Pues la verdadera y Unica sabiduria es conocer la mente, que puede disponer o gobernar
todas las cosas por medio de todas las cosas.
Ninguno de nosotros sobresalga en merecimientos; si hay alguno, vayase a otra parte y
este con otros.

HERACLITO
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I. INTRODUCCION

Los glucocorticoides tienen un papel muy importante en la regulacion
del sistema nervioso, el sistema endocrino y el sistema inmune. Bajo
condiciones de estrés psicolégico se manifiesta un equilibrio que permite la
estabilidad del organismo. Cuando el sistema endocrino se altera, la
liberacién de hormonas amplifica el efecto sobre el sistema inmune. La
senalizacién de muerte o sobrevivencia controlada por la liberacion de
moléculas asociadas a estrés amortiguan el efecto o lo amplifican. El estudio
de dichas moléculas nos acerca a la posibilidad de manejar condiciones
minimas de control, por métodos no invasivos, para evitar el desgaste

celular y la muerte.

Los glucocorticoides, siendo moléculas efectoras del eje Hipotalamo-
Pituitaria-Adrenales son hormonas que participan en rutas de sefnalizacién
del sistema endocrino por medio de las cuales se manifiestan un conjunto
de efectos fisiologicos en el organismo. Para entender mejor como se lleva a
cabo dicha senalizacién intracelular es necesario trabajar en un modelo que
nos permita una mejor comprension acerca de la relaciéon que existe entre
los glucocorticoides y sus receptores. Debido a que los receptores estan
regulados por moléculas asociadas, o por rutas que parecieran no estar
vinculadas en forma directa, es que se plantea la necesidad de buscar
informacién que nos acerque a la dindmica de comportamiento de este

complejo receptor y sus proteinas regulatorias.



Bajo condiciones de estrés, se liberan glucocorticoides, y se requiere
de una alta cantidad de oxigeno para la produccién de energia que
mantenga las funciones del organismo. Esta necesidad produce un gasto del
oxigeno disponible lo cual puede generar periodos de carencia de oxigeno
menores al 5%, mejor conocido como hipoxia. La hipoxia es una de las
condiciones que se le presenta a la célula para inducir sobrevivencia, o en
algunos casos muerte, por carencia de oxigeno. El marcador de hipoxia
mas estudiado, el complejo HIF-1, al ser un factor de trascripcién, induce la
sintesis de gran cantidad de moléculas que permitiran a la célula presentar
una respuesta a hipoxia. Este dimero inicia sintesis de moléculas que
participaran en rutas vinculadas al abastecimiento de nutrientes celulares.

Es por lo anterior que comunmente se estudia en células tumorales.

En pacientes bajo condiciones de estrés medioambiental inducido por
ansiedad o con depresién se sabe que hay regulacién de muerte celular
debido a desordenes metabdlicos en suministro energético por glucosa o
lipidos; y el cortisol es un inductor de este proceso. Un par de moléculas
que participa en la regulacién del receptor de glucocorticoides son las
inmunofilinas FKBP51 y FKBP52 debido a que se asocian al receptor
formando un complejo que puede ser activado via la unién a su ligando
hormonal, el glucocorticoide. Se sabe que el factor HIF-1 regula la
senalizacion para transcribir receptor de glucocorticoides. Lo que no se ha
estudiado es si el receptor, en respuesta a la concentracion de
glucocorticoides y a las condiciones adversas de muerte celular, regula la

trascripcién de la subunidad del factor de trascripcion HIF-1a.

(V5]



El presente trabajo busca ser el punto de partida para entender la
regulacion de dos factores, o coactivadores, de la trascripcion, que al ser
activados inician la expresion de un gran numero de moléculas relacionadas
con muerte o sobrevivencia. Se plantea hacer una cinética de estudio de las
moléculas HIF-1a, FKBP51 y FKBP52, utilizando diferentes concentraciones
de cortisol y dexametasona como estimulo sobre cultivo primario de Células
Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC), lo cual nos permitira
acercarnos a una mayor comprensién de los ciclos de regulaciéon hormonal,

dado por glucocorticoides, bajo condiciones de estrés psicologico.
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ANTECEDENTES

Hasta el mas valiente de nosotros pocas veces tiene el valor para enfrentarse con lo que
realmente sabe...

iNo seamos cobardes con estos actos, ni los rechacemos después de realizados!
El remordimiento de conciencia es algo indecoroso.

Desconfio de todos los sistematicos y me alejo de ellos. El ansia de sistema constituye una
falta de honradez,

Que guede dicho que, de una vez por todas, hay muchas cosas que no quiero saber. La
sabiduria marca unos limites incluso al conocimiento

Para vivir sélo hace falta ser un animal o un dios, dice Aristoteles. Falta una tercera
condicion; hay que ser ambas cosas, es decir, un filésofo...

El Ocaso de tos Idolos
Friedrich Nietzsche.

|J



II. ANTECEDENTES
2.1 GLUCOCORTICOIDES

Los Glucocorticoides {(GC) son secretados por las glandulas adrenales!
y actian como efectores periféricos del eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal
(HPA), con una actividad esencial en la respuesta al estrés y a la regulacion
homeostatica. La exposicion a factores estresantes activa una gran variedad
de sistemas fisiologicos, como es el eje HPA, el cual puede ser estimulado
por diversas estructuras limbicas del cerebro? 3, por componentes del

sistema inmune y por inervaciones del sistema nervioso? 5.

Regulacién circadiana

Estrés:

Estrés fisico
Estrés emocional
Hipoglucemia
Exposicién al frio
Dolor

Glandula Pituitaria\

\

¢ D

Figura 2.1. Representacién esquematica del eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal.

En cuanto al sistema inmune, durante la inflamacién, los linfocitos y
los macrofagos activados secretan citocinas inflamatorias, como son IL-1-B,

IL-6 0 TNF-a. Estas citocinas no solo actuan fuera del SNC como



componentes inductores de las reacciones inflamatorias, sino que también

inducen la expresién y liberacién hipotalamica de Hormona Liberadora de

Corticotropina (CRH].

Tabla 2.1. Efectos de Glucocorticoides en Apoptosis

Mecanismo

Modulacién de genes
tempranos

Modutacion de los
genes de la familia
Bel-2

Modulacioén de olros
genes de
supervivencia

La modulacién de
senales . de
transduccion

Todavia no ha sido
identificado

A, efeclo anli-apoptotico;

P, efecto pro-apoptolico.

Sin astenisco, Modulacion de
(Dex}.

Sistema celular

Timocitos de rata®
. . 7
Linfocito T

.8
Glindula mamaria

Linca celular TMK-1 de
céncer gastrico humano °

Lineas celulares de
Hepatoma'®

Sobre expresion de Bel-2’

de linfocitos T. "'
b Célu'lz;s_g_ranuloszis_Iz
La célula del
pulmonar "

epitelio

Las céll-JEsmdghepaloma de
rata (HTC) '

Célutas de Mieloma '*

Células Mononucleares de

Sangre Periférica humana
(PBMCs) '

Eosinofilos humanos "

Osleoblastos (MC3T3E)'®

,Lineas celulares de
Leucemia Aguda Mieloide
19

Timocitos®
v.cCélulas del endotelio

glomerular bovino®'
Linfocito B

.» Monocitos Humanos

St
Placenta de rata ?

Neutrofilos humanos **

apoptosis por Dexametasona

Apoptosis
p

o o, 9 T

Modo de Accidn

La interferencia entre AP-1 y GR en la
union al GRE

Mediado por c-Fos

Una induccion de la proteina cinasa de A,
actividad de unidn AP-1 ADN y elevados
niveles dec mMRNA de c-Fos. JunB, y JunD

Modulacién de expresion del gen de bcl-
x: la supresién de Bel-xS y aumentando ¢!
nivel basal de Bel-xL
Inducci6n de Bel-xL
Sobre expresion de Bcl-2
Elevacion de Bcl-2
Induccién de clIAP-2

Aclivacion de NIF_kB

Disminucién de la regdiacibn_de las
aclividades de MAPK

Supresién de blaslogénesis de PBMC
inducido por mitogeno

Activaci6n deJAT\]K—y‘pi_S MAPK

| Activacién de INK/SAPK bloqueando

No esta completamenle entendido. Bcl-2
y c-myc estaban inalierados

Alterando el polencia_l- de membrana
plasmatica

Inhibicién de caspasa-3 asi como la
aclivacién de proleasas

No esta lolalmenle caracterizado

No esta totalmente caraclerizado

No esta tolalmente caracterizado

No esta totalmente caracterizado

a También con prednisolona.
b También con hidrocortisona.
¢ También con fluocinolona, prednisolona y corticosterona.



La CRH incrementa la produccién de hormona adrenocorticotropica (ACTH,
también conocida como corticotropina), por las células corticotropicas de la
pituitaria, que estimula células de la corteza adrenal para sintetizar y secretar
glucocorticoides?6.

Los Glucocorticoides promueven efectos antiinflamatorios por que reducen la
actividad de algunos tipos celulares como son células T, macréfagos, eosinofilos,
neutrofilos, células endoteliales y epiteliales. Los glucocorticoides completan estas
acciones que interrumpen la inflamacién, a través de las rutas mediadas por
citocinas que inducen la apoptosis en células del sistema inmune. La respuesta o
sensibilidad a glucocorticoides ha sido vinculada a diversos factores, sin embargo la
hipersensibilidad o hiposensibilidad esta determinada por diferencias
interindividuales en la respuesta celular a glucocorticoides?? 28 Los glucocorticoides

ejercen efectos inhibitorios sobre la respiracion celular?? 39 y llevan a cabo su

accion biologica via la interaccidn citoplasmatica con el receptor de glucocorticoides

(GR).
Tabla 2.2. Actividad de proteinas inducidas por Glucocorticoides3! 32

APrOteirAlas con potencial anti-inflamatorio |_.P_ro(7efnas con potencial pro:i.nﬁamalorio
Anexina-Al o T | Receptores de Quimiocinas CCR1y CCR2
Receptor b2-adrenergico [ Componentes del Corﬁalaéﬁm;a yCs
Proteina de célula clara Receplorme_cgm_phn:erE )

GiLz — - | C3aR1, CR2 y C5aR1
HbSR CD163 [IE-Treceptor-l 7
kB | Receptor de IL-8
IL-10 | Receptor de Interferén-y

f{eceplor de IL-10
IL-1 receptor-2
(IL-1 receplor senuelo)

MPK-1
Factor de Crecimiento
Transformante-b3

rece;_nior Il de Interferén-y

Factor inhibitorio de migracion del Macrofago
Metaloproleinasas 7, 10, 16 y 19 de la matriz
Trombospondinas 1,2 y 4

' Receptores de la familia det Factor de Necrosis Tumoral
(incluyendo GITR)

Los efectos diferenciales dependen de los ligandos sintéticos, de los ligandos endogenos o del estado en que se
encuentre el proceso inflamatorio?.



2.1.1 RECEPTOR DE GLUCOCORTICOIDES
Los GR's han sido ampliamente estudiados. Después de su union a

su ligando especifico, la interaccién de los GR's con diversas moléculas ha

llevado a utilizar diversas estrategias que faciliten clasificarlos en cuatro

grandes grupos3*:

e La relacién entre la estructura del GR y su funcién en términos de
unién a ligando y la interaccion con otras moléculas accesorias

e Definir la importancia relativa de la transactivacion, transrepresion y
depresion mediada por GR en el contexto del receptosoma emergente de
glucocorticoide

e Estudiar los rapidos efectos “no genémicos” de estos compuestos que
no se involucran directamente con la maquinaria genémica.

e Identificar proteinas inducidas por glucocorticoides con regulacion de

actividades antinflamatonas.

Los GR forman parte de una gran superfamilia de receptores que
incluye receptores para hormonas sexuales (androégenos, estrogenos, y
progestinas), mineralocorticoides, hormonas tiroideas, y vitamina D. La
hormona unida a su receptor lo activa resultando en la union a DNA via

estructuras conservadas con dedos de zinc y activacién de genes blanco3s.

Existen dos isoformas del GR: GRa y GRB. El GRa esta compuesto
de 777 aminoacidos, un sitio de unién a hormona y un sitio de activaciéon
por glucocorticoides. El GRp consiste en unicamente 742 residuos, y su

funcién aun no esta clara, pero podria actuar como un regulador negativo



de la transactivacién mediada por GRo y posiblemente regule la

resistencia a glucocorticoides durante la respuesta inflamatoria3e.

Figura 2.2 . Base molecular de Reconocimiento del Ligando por GR. (A) Sitio de unién a ligando del GR y una
comparacién entre los sitios de union a AR, PR, y ER. GR esta coloreado en amarillo los tres modelos. (B) se muestra el
mapa de ta densidad electronica de la interaccion entre dexametasona y los residuos circundantes del GR. (C)
Representacién esquematica de las interacciones entre GR y dexametasona. Los puentes de hidrégeno son indicadas
por flechas sofidas y las interacciones hidréfobas son indicadas por lineas punteadas. (D) Estructuras Quimicas de las
hormonas esteroides endégenas y la enumeracion de los anillos y atomos importantes?’.

El GRa es expresado en casi todos los tipos celulares de mamifero.
Se compone de tres dominios:

1. El dominio de transactivacion N-terminal incluido el dominio de
activacion o factor activador 1 (AF-1) requerido para el corte
transcripcional y la asociaci6bn del receptor con los factores de
trascripcion basal38,

2. El central, el dominio de unién a DNA (DBD, por DNA binding

domain), esta altamente conservado en sus receptores nucleares.



Este consiste en dos regiones con dedos de zinc los cuales son
criticos para la dimerizacién y unién al blanco.

3. El C-terminal es el sitio de unién a hormona, y también sirve como
sitio de unién a las proteinas de choque térmico (HSP). Este
dominio de unién a hormona contiene senales de localizacion
nuclear, como es €l dominio de AF-2 con funcién de activacion

dependiente del ligando39 40,

Organizacion Estructural de la Proteina hGRo
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Fig. 2.3. Organizacion de la proteina GRae. La proteina GRax cuenta con tres principales dominios, mostrados de
izquierda a derecha. El dominio de transactivacion N-terminal contiene et dominio de activacion AF-1, 6 taut, que es
requerido para potenciar la actividad transcripcional y 2 asociacién con la Maguinaria Basal de Trascripcion (BTM). E!
dominio central de unién a DNA esta altamente conservado y contiene dos regiones criticas con dedos de zinc para la
dimerizacién al receptor y la unién al blanco. EI dominio C-terminal de unién a la hormona sirve como un sitio de unién

de las Proteinas de Choque Térmico (HSP90 Y HSP70 e Inmunofilinas) y coactivadores, y contiene Sefiales de
Localizacién Nuclear (NLS), como son los ligandos con funicién dependiente del dominio de activacién (AF-2 6 tau2).
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En el modelo clasico de activacibn de GR, los glucocorticoides
lipofilicos pasan a través de la membrana plasmatica de las células e
interactuian con GR’s citoplasmaticos. Los receptores que se encuentran
en citoplasma estdn asociados a complejos, compuestos por chaperonas o
proteinas de choque térmico HSP9042 43 44, HSP70, HSP40, una proteina
de bajo peso molecular (p23), y algunas inmunofilinas (FKBP), los cuales
regulan el enlace y la retencién con el ligando® 46, Se asocia con una

inmunofilina, dos chaperonas y la proteina p23. De la relacion que se



presenta entre estas proteinas depende la actividad transcripcional del
receptor de glucocorticoides. Algunas favorecen su actividad
estimulandola, otras lo que promueven es que no exista una disociacion
del complejo, lo que lleva a que se presente inactividad por carecer de la
conformaciéon adecuada para traslocar a nucleo e iniciar la expresion de

genes blanco.

Figura 2.4. Estructura del Complejo GR/Dex/TIF2 (Factor Intermediario Transcripcional, conocido también por NLS o
sefiales de localizacion nuclear). (A) Areglo global del dimero GR-LBD (dominio de unién a ligando). Los dos LBDs se
muestran en amarillo y azul; los dos péplidos de TIF2 estan en purpura; y las dos moléculas de Dexametasona estan
llenando el espacio con la representacién del carbono, oxigeno e hidrégeno de colorar verds, rojo, y blanco,

respectivamente. El eje de simetria C2 se muestra en rojo. (8 y C) Dos vistas a 90 grados del complejo monémero
compuesto por GR/Dex/TIF2 donde las hélices estan coloreadas en amarillo y las cadenas B estan en oro. La hélice de
AF-2 esta en rojo y el residuo del Lisina que forma la hélice 3 esté en azul. Los péptidos de TIF2 se muestran en
purpura.



Al GR se le localiza en un continuo transito entre el nucleo y el
citoplasmad? 48 49 50 por lo que la liberaciéon subsecuente de moléculas
chaperonas asociadas como complejo a los GR y los eventos de
fosforilacién resultan en la homodimerizacion del complejo ligando
receptor (GC-GRa) y la trasmigracion al nucleo celular. Los dominios de la
porcién N-terminal del receptor interactuan con el Elemento de Respuesta
a Glucocorticoides (GRE), de forma positiva o negativa, que se encuentra
en la regiéon promotora de los genes blanco en el DNA, con el consecuente
inicto o represion de la expresion y posible trascripciéon de dichos genesS!.
La redistribucién citoplasmatica del GR se recicla en funcién a la uniéon al

ligando o a la degradacién por el proteasoma32.

El DBD central esta compuesto por dos regiones con dedos de zinc
altamente conservados. La primer regién de dedos de zinc es la
responsable del reconocimiento de los sitios blanco, siendo tres residuos lo
que regulan la “caja P?, responsable de la discriminacién del elemento de
respuesta. La segunda regién con dedos de zinc estabiliza las
interacciones proteina-DNA, y contiene la “caja D”, regiéon critica para la
dimerizaciéon del receptor.
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Figura 2.5. Representacidn esquematica de los dedos de zinc DBDS3.



La secuencia consenso del GRE es un sitio palindrémico de 15 pares
de bases AGAACAnnnTGTTCT (donde n es cualquier nucleétido)5¢. Tanto
el numero de GRE’s como la relativa proximidad con la caja TATA parecen
ser determinantes de la expresion de genes inducidos por

glucocorticoides?s.

La unién de GRE-GRa resulta en un cambio conformacional en GRa
que promueve el reclutamiento de diversos coactivadores para el complejo
GRa-DNAS6. Estos coactivadores contienen actividad histona acetilasa
{HAT) cuando parece ser critico el remodelamiento de la estructura de la
cromatina y al presentarse profundas manifestaciones por efecto del
cortisol. La acetilaciébn de histonas resulta en un rearreglo nucleosomal y
un desplegamiento para permitir el acceso de la maquinaria de

trascripciéon basal (BTM) al promotor.

El acceso de los bromotores y el rearreglo nucleosomal pueden
también ser acomparados via otros factores que no contienen HATS?. Los
glucocorticoides incrementan la sintesis de ciertas proteinas
antiinflamatorias, como son Lipocortina 1, inhibidor leucoproteasa séx;ica,
receptor antagonista de IL-1, Endopeptidasa neural, y Proteina Cinasa
Activada por Mitégeno (MAPK) Fosfatasa 1 (MKP-1)*® 58 presumiblemente

por la activacion del gen dependiente de GRE.



2.1.2 REPRESION TRANSCRIPCIONAL
El GRa puede reprimir genes directamente uniendo a un GRE
negativo (nGRE) cuya secuencia es altamente variable, resultando en

diversos mecanismos de represion regulada por nGRE.

También se ha observado que regula genes involucrados en la
respuesta antiinflamatoria. En contraste, el mas potente efecto
antinflamatorio aparece al presentarse la interaccidén proteina-proteina
entre GRa y otros factores de trascripcién, particularmente NFkB y AP-1.
Estos mecanismos reprimen la produccién de un nimero de citocinas que
son relevantes para las enfermedades inflamatorias, como son IL-1B, IL-2,
[L-3, IL-6, [L-8, IL-11, GM-CSF, y TNF-a. Ademas, diversas quimiocinas
incluidas eotoxina, MIP, RANTES, algunas enzimas como son iNOS, y
COX-2, y moléculas de adhesiéon como ICAM-1 y VCAM son reguladas de

esta maneras®,

2.1.3 ANTAGONISTAS DE GLUCOCORTICOIDES.

La transactivacién genética ha sido explicada por un cambio en la
estructura del receptor nuclear que permite el reclutamiento de un
coactivador. El complejo receptor coactivador promueve la acetilacion de
las histonas y lleva a preparar los promotores del gen blanco para la

transactivacion por condensacion de la correspondiente cromatina.

La Ciproterona es clinicamente usada como un antiandréogeno para

cancer de proéstata inoperable, sindromes virilizantes en mujeres y la



inhibicion del impulso sexual masculino. Con propiedades farmacolégicas
similares, el farmaco antiprogestina, mifepristona 6 RU486, revela una
mayor potencia que ciproterona para prevenir respuestas a la
transactivacion del Receptor de Glucocorticoides inducido por

Dexametasona y transrepresion del Factor Nuclear k de células B (NFkB).

A B

Figura 2.6. Determinacidn estructural de antagonismo en GR.
A) Modelo homotogo del GR con 1a estructura de Acetato de Ciproterona al interior.

B) Representacion coordinada de la estructura de RU486 (en amarillo) y Ciproterona (en blanco) al interior dei

modelo homologo del GRY.

Tanto Ciproterona como RU486 son caracterizados como
antagonistas competitivos de Dexametasona a través de sus propiedades
intrinsecas de transactivacion en hepatocitos de rata60®, particularmente

por Dexametasona.

El antiprogestageno mas ampliamente utilizado para evaluar la
actividad de glucocorticoides, Mifepristona 6 RU486, fue originalmente

desarrollado como un anti-glucocorticoide. Posteriormente se demostro



que reprime la transactivacién mediada por el Receptor de

Glucocorticoidesbt! 62,

i P
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2.2. INMUNOFILINAS
2.2.1 FKBP 52

FKBP52 pertenece a una subclase de proteinas conocidas como
inmunofilinas, que unen a FK506 (FKBPs), basadas en su capacidad de
ligar a la droga inmunosupresora FK506. El sitio de uniéon de FKBP52 a
FK506 contiene actividad Peptidil-Prolil cis-trans Isomerasa (PPlase).
PPlase (también conocido como actividad rotamasa) es una funcién
chaperona que cataliza la conversion de los enlaces prolil péptido de trans
a cis prolin, a menudo un paso limitante de velocidad en el plegamiento de
la proteina®. El dominio activo de PPlase comparte un 55% en la
secuencia con su homologo mas pequeno, pero mejor estudiado,
FKBP1264. FKBP52 fue descubierto, no como proteina chaperona solitaria,

si no como un componente no ligado a la interaccién con el



heterocomplejo, una interaccién del receptor esteroide que se lleva a cabo
a través de la proteina de choque térmico 90 (Hsp90). Desde entonces, un
numero de inmunofilinas de gran peso molecular (FKBP52, FKBP51, y
Cyp40) han sido identificadas mas por sus capacidades de unir a Hsp90
via dominios de Repeticion del TetratricoPéptido (TPR) que por actividades
chaperoninas individuales. Desde su descubrimiento en 1985, a FKBP52

se le nombraba de diferentes formas.

Faber y sus companeros de trabajo fueron los primeros en encontrar
FKBP52 mientras desarrollaban un anticuerpo para el epitope EC1 del
complejo receptor de la progesterona 9S (PR) del utero de conejo%s 66, EC1
resulté estar en una proteina de 59-kDa que une a Hsp90, inicialmente
llamada p59 por el laboratorio de Faber$?. Ademas de PR, p59 fue
encontrado como parte de los complejos esteroides no transformados del
estréogeno (ER), el androgeno (AR), y los Receptores de Glucocorticoides
(GR)®8 %, Usando el anticuerpo anti-EC1 de Fabers, Sanchez descubrié
una proteina homéloga de 56-kDa, que ¢l llamé p56, interactuando con
GR en las células humanas [IM-969. Esta pequena isoforma en las células
IM-9 pronto fue descubierta al ser inducible por calor y por estrés quimico,

y fue nuevamente cambiado su nombre por HspS6 .

Mas adelante, otros dos laboratorios continuaron con el
descubrimiento de las proteinas de alto peso molecular unidas a FK506 70
identificando a Hsp56 7' y p59 72 como inmunofilinas unidas a FK506. En

1995 Baughman et al, demostraron la acumulaciéon de la proteina unida a



FK506 (FKBPS1) mRNA en células PBMC (células mononucleares de

sangre periférica)?3.

Varios laboratorios han han propuesto otras designaciones para esta
inmunolilina que une a hsp%0: FKBP52 o hFKBPS52 74, FKBP5! (en un
principio fue llamada asi, ahora al ser denominada FKBPS52 puede
confundirse con otra inmunofilina pariente distinta que actualmente se
denomina FKBPS1!, por lo que se tiene que aclarar para no confundirse}?3,
FKBP59’?, HBI {inmunofilina unida a la proteina de choque térmico)®, y
pS9-HBI 76, Aunque FKBP52 ahora es la nomenclatura estandar para esta
proteina, se ha descubierto recientemente que la proteina del adenovirus
unida a la secuencia D, ssD-BP, también es FKBPS5277, ilustrando la

versatilidad de esta particular inmunofilina.

2.2.1.1 ESTRUCTURA
Lebeau et al. clonaron la secuencia de DNA de FKBPS2 del higado de
conejo’8.  Desde entonces, los analisis de secuencia, hidrofobicidad y
estructura cristalina han demostrado que, independientemente de la
especie animal, la inmunofilina se compone de cuatro distintos dominios
(los dominios de la FKBP52 humana se esquematizan en la figura. 2.7 }:
[. Los primeros dos dominios incluyen un sitio funcional para la
actividad Peptidil Prolil cis/trans Isomerasa (PPlasa)
1. Y una regién semejante a PPlasa, ambos similares en estructura al

dominio PPlasa de FKBP12.



IlI. Tres dominios de la Repeticiéon del TetratricoPeptido (TPR) ocupan el
tercer dominio estructural
IV. Mientras que el cuarto dominio C-terminal contiene un sitio de

unién obligatoria a calmodulina.

FKBP52

FK506 ATPIGTR, Calmoduling)

Figura 2.7 . Dominios funcionales de FKBP52 humano. PPlase, sitio de actividad Peptidil Prolil cis/trans
Isomerasa (PPlase). TPR, dominios de la repeticion del tetratricopeptide responsables de la interaccion
con Hsp30.

Los primeros 138 aminoacidos N-terminal constituyen el dominio
PPlase de FKBP52 y presentan actividad de PPlasa en los substratos del
péptido en un ensayo acoplado a proteasa unicamente cuando son
expresados’®. De forma similar a FKBP12, el enlace de FK506 también se
presenta en el primer dominio de FKBP y el mas grande’. A diferencia de
FKBP12, FKBP52 no inhibe calcineurina cuando une a ligandos

inmunosupresores ’* 7* °,

Un solo aminoacido, Lys121, que corresponde a
[1e90 de FKBP12, es responsable de esta carencia de uniéon a

calcineurina80,

A pesar esta carencia de asociacién a calcineurina, las interacciones
con otras proteinas, incluyéndose a si mismo como dimero, se sabe que

dependen del primer dominio de FKBP52. Aunque se cree ampliamente
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que solo una molécula de inmunofilina une a Hsp30 en un complejo
maduro, FKBPS2 se dimeriza 7. El sitio para la dimerizacién
probablemente esta cercano o encajado dentro del dominio de PPlase, pues
un fragmento proteolitico que contiene el primer dominio funciona como

dimero independiente del resto de la proteina °

Hsp90 unida por las
inmunofilinas se ha estudiado bien y, aunque un numero creciente de

proteinas Hsp90 blanco se han encontrado para asociarse a FKBP52, la

relacion entre esta inmunofilina y el GR se entiende cada vez mas.

Dentro del heterocomplejo del receptor esteroide, el dominio [ de
FKBPS52 es necesario para potenciar la transactivacién del GR y, por lo
tanto, se piensa que es el responsable de la interaccién directa del
receptor8!. Sin embargo, la interaccién directa entre un receptor esteroide
y FKBPS2 se ha demostrado solamente en una solucion purificada con
GST-hGR en el cual la adicién de los fragmentos del dominio de PPlase o
del dominio de TPR no pudo inhibir una unién débil inmunofilina-GR82,
El dominio de PPlase, sin embargo, es claramente necesario para la

asociaciéon de Dineina al complejo de GR83.

Mientras que el segundo dominio también comparte la homologia
con FKBP12 (el 28%), la actividad de PPlase” y este dominio no se ha
demostrado que une a FK506. Un aspecto significativo del dominio I, con
excepcién de la relacion cercana a un sitio de actividad de PPlase, es una

secuencia consenso unida a ATP/GTP entre los aminoacidos 199 y 222 *

21



84 Todavia debe ser determinado si el sitio unido al nucleétido funciona in

vivoe. Aunque pocas actividades se han encontrado en el dominio 11, las
secuencias funcionales entre los primeros dos dominios existen. Thr-143
en la region bisagra entre los dominios I y II es fosforilada por la caseina

cinasa 2 (CK2) previniendo la union de FKBP52 a Hsp908S.

Un aminoacido ocho de la secuencia, también encontrada en esta
region bisagra, es electrostaticamente complementario a las Secuencias
Nucleares de Localizacion del receptor (NLS) y los anticuerpos para la
translocacién lenta de la secuencia del ligando GR al nucleo8. Hay fuerte
evidencia que la asociacién de FKBP52 a todos los receptores esteroides
requiere las tres regiones TPR situadas en el dominio III 87 8, TPRs esta
altamente modificado en 34 aminoacidos de las secuencias que median

interacciones proteina-proteina8d.

FKBPS52, junto-con otras inmunofilinas asociadas a GR y PP5, unen
a la secuencia C-terminal EEVD de Hsp90 por medio de interacciones
electrostaticas?®. Las mutaciones puntuales a cualquiera de las diversas
secuencias basicas dentro de los dominios de TPR pueden evitar la unién
a Hsp90 ®. A pesar de su actividad prolil isomerasa, la actividad co-
chaperona de FKBPS2 parece ser independiente del dominio PPlase de la
proteina °! y dependiente de los dominios de TPR via un mecanismo que
requiera el enlace a Hsp90 92. Mas alla de los dominios TPR estan dos
sitios de unién obligatoria a calmodulina (CaM) ocupando el C-terminal de

FKBP52 (dominio V). FKBPS2 también contiene las secuencias del PEST
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encontradas generalmente en las proteinas unidas a CaM 93. El inhibidor
de calmodulina, fenoxibenzamina, disminuye fuertemente la unién de la
hormona GR, aunque esto no aplica cuando esta con FKBP52 o Hsp909%4
95 La eliminacion de esta regién reduce la afinidad obligada de FKBP52 a

Hsp909%.

2.2.1.2 FUNCION BIOLOGICA

Se sabé que FKBPS52 se puede encontrar asociado con receptores
esteroides 97 y otras proteinas 9 en un complejo con Hsp30. FKBPS52
pueden establecer unién con alguna proteina si Hsp30 esta presente 99 100,
Se ha demostrado que FKBPS2 afecta la transactividad regulada por GR.
99 100

La fraccién citoplasmica de FKBPS52 se localiza en los microtubulos

101 y la dineina co-purificada con FKBP52 % '®,

La asociacién de dineina a FKBP52 es dependiente del dominio de
PPlase, mientras que la purificacién co-inmune de GR con la proteina
motor requiere de ambos dominios I y IIl de FKBP52. Esto sugiere que la
inmunofilina es una porcién que funciona como adaptador entre la
dineina, que une en el sitio de PPlase, y el complejo GR/Hsp30, que unen

en el dominio TPR 102,

El papel de FKBPS2 en la traslocacidn de receptores al nucleo ha sido
consolidado por el reciente descubrimiento de un mecanismo de

conmutacién en el cual hay un intercambio de las funciones de FKBPS1 a
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FKBPS2 en los complejos de GR193. Este intercambio también conduce al

co-reclutamiento de la proteina motor dineina y el movimiento de GR como

complejo al nucleo de las células intactas (fig. 2). Asi, es probable ahora

que la incorporacién diferenciada de las proteinas TPR en complejos del

receptor esteroide pueda formar la base para el trafico subcelular de

receptores. Segun lo indicado, FKBP52 puede acompanar a GR al
103

nucleo”, pero se sabe mas sobre que las interacciones

Hsp90/1inmunofilina ocurren en el citoplasma.

Todavia, la mayoria de FKBP5?2 esta situada en el nucleo ¥ '® !9 Dos
fendmenos recientemente descubiertos pueden verter una cierta luz en
funciones desconocidas de FKBPS2. Primero, Gold et al.,'04 descubrieron
que el alargamiento axonal en neuronas se puede estimular por FK506 a

través de un mecanismo que implique probablemente a FKBPS52.

Qing et al.,”

encontré que la proteina de cadena tnica, la proteina
unida a la secuencia D (ssD-BP), una proteina que une a la secuencia D
del genoma del adenonovirus para prevenir la sintesis de la segunda
cadena, es FKBP52. La fosforilacién de la Tirosina de FKBP52/ssD-BP por
el factor de crecimiento epidermal receptor de tirosin cinasa (EGF-RTK)
requiere la unién a la secuencia D para inhibir la replicacién del
adenovirus. Sin embargo, una Proteina Tirosin Fosfatasa de la Célula T

(TC-PTP) se identifico que invierte la tirosin fosforilacién de FKBP52/ssD-

BP y el efecto inhibitorio sobre la replicaciéon del adenovirus!®s, En una
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ultima version, FKBPS2, una proteina sin dominio reconocible de unién a
DNA, al parecer ahora actiia como proteina de unién a DNA de cadena
unica para proteger las células contra la réplica de genomas virales. Es
probable, por lo tanto, que muchas otras funciones, especialmente en el

nucleo, seran descubiertas sobre este inmunofilina multifuncional.

2.2 FKBP 51

Se sabe que los niveles crecientes de FKBPS1 son la causa comun
de la resistencia a glucocorticoides en tres nuevos primates del mundo!96.
Aunque sigue sin ser aclarada la exacta contribucién mecanica de las
inmunofilinas para la funcion del GR, el papel funcional si se ha
proporcionado!07 108, 1a sobreexpresion de FKBP51 reduce la afinidad del
GR por los GC y, por lo tanto, disminuye la actividad transcripcional de

GR después de la exposicién a la hormonal09.

En levadura, la sobreexpresiéon de FKBPS51 no tiene ninguan efecto por
GR, pero FKBP52 induce la trascripcidn dependiente de GR. Esta
activacién es dependiente de la interaccidén con hsp90 y la actividad

peptidil prolil isomerasa (PPlase) de FKBP52'%.

La unién a hsp90 de las inmunofilinas es esencial, al igual que la
actividad PPlase de FKBPS2 se requiere para modular la unién y, asi, la
actividad transcripcional de la hormona unida a GR. Por otra parte, se
sabe que en células de mamifero el desplazamiento nuclear de GR también

es regulado por las inmunofilinas. Detectamos la union diferenciada de
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FKBP52 y de FKBPS1 a dineina, que corresponde a su efecto diferenciado
sobre el desplazamiento nuclear. Asi, en mamiferos, las diferencias entre
FKBP51 y FKBPS52 regulan a los GR en dos niveles: unién a la hormona'®
y desplazamiento nuclear.

A

Figura 2.8 . Estructura cristalina de FKBP51. (A) Estructura: verde claro es el dominio | (FK1), verde oscuro
es el dominio Il (FK2), rojo es el dominio Il (6 dominio TPR), y amarillo es el dominio IV (enlace entre
domninios). (B) En este caso, la coordinacién de un dominio similar (FKBP12, FKBP12, y el dominio TPR 2a)
unido a un ligando [rapamicina (39), rapamicina y Hsp30 (37), respectivamente]. El ligando resultante
coordinado se muestra con tomos finamente separados en amarillo. (C) hidrogenos extensamente unidos a
la region de unién entre FK1y FK2. En amarillo las uniones son las regiones de union, los enlaces verde
oscuro son FK2, y los enlaces verde claro son FK1.

En células de mamifero, el mecanismo para la accién inhibitoria de
FKBPS1 en GR implica la debilitacion del desplazamiento nuclear ademas
de la reduccion en la afinidad de unién a GC'”. La unién discriminada de
FKBPS1 y de FKBP52 a la proteina motor, la dineina, el desplazamiento
nuclear retrasado de GR, y las diferencias entre estas inmunofilinas afecta
a los fragmentos del dominio PPlase en el desplazamiento nuclear.
Solamente el dominio de PPlase de FKBP32 que une a dineina 110 retrasa

el desplazamiento nuclear y la actividad de GR. La interrupcién de la
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maquinaria de transporte por la sobre expresion de la dinamitina de la
subunidad p50 también redujo actividad de GR. Aunque la sobre
expresion de FKBPS2 no tenia ningun efecto e¢n actividad de GR en células

mamiferas, realzé la trascripcion GR en la levadura'®.

En contraste con las células mamileras, donde se optimizo la
senalizacién del esteroide, la levadura es desprovista de los receptores
esteroides, las FKBPs grandes, y otros reguladores potenciales de GR,
dando por resultado una baja actividad de GR. Por lo tanto, los factores
tales como FKBP52, que promueven la senalizacién del GR, producen un
efecto en levadura pero no en un ambiente optimo para el GR en
mamifero. Por el contrario, los factores tales como TPR de FKBP51, que no
apoyan al GR, producen un efecto en células mamiferas pero no en

levadura.

Al parecer, en mamiferos, las pequenas diferencias en el dominio de
PPlase entre FKBP51 y FKBP52 conducen a la unién diferencial a dineina.
El efecto principal de la interrupcion de la unién del GR a la dineina
parece ser un desplazamiento nuclear retrasado. Bajo condiciones
fisiologicas, GR se utiliza después del estrés!!l. Se sabe que el nivel de GC
aumenta a los 30 minutos después del estrés agudo en ratas y vuelve a los
niveles basales poco después, una hora!}?2. Por lo tanto, después del
estrés agudo, cuando los niveles del GC estan saturados, la funcion
inhibitoria de FKBPS1 en el desplazamiento nuclear debe llegar a ser mas

importante que el efecto inhibitorio sobre la afinidad del GC. El acelerado
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desplazamiento nuclear pudo también haber llegado a ser importante en
mamiferos en algunas células especializadas tales como neuronas, donde

los recorridos pueden ser absolutamente largos.

*
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Fig. 2.9. Papel de FKBP52 en la funcién y transito del GR. Los complejos citoplasmicos GR contienen FKBPS2 y
FKBP51 con una relacién muy cercana. GR acomplejada con FKBP52 presenta una afinidad de unién a GC mas
elevada que los receptores acomplejados con FKBPS51. En algunos sistemas, FKBP51 parece ser la inmunofilina
predominante en complejos de GR sin GC, y la causa del intercambio de FKBPS51 por FKBP52 en la union al GC.
Siguiendo este intercambio, FKBP52 sirve para promover el desplazamiento del GR al nicleo debido a su
interaccién con la proteina motor, la Dineina. Aunque el papel reconocido de FKBPS2 esté en el control de las
respuestas esteroides del receptor, existen ofras funciones de desarollo de FKBP52

El aumento en los niveles de FKBPS1 representa un mecanismo celular
para disminuir la potencia y la eficacia de GC con implicaciones
fisiolégicas multiples y un buen modelo se observa cuando FKBPS1 es
inducido por Dexametasona!!3 114, Esto representa un vinculo auto
regulatorio directo para controlar la accién del GC. Theo Rein y
colaboradores!!> proponen que tres caracteristicas de las grandes
inmunofilinas son esenciales para la eficiencia en la senalizaciéon de GR en
mamiferos:

1) La interaccién con hsp90

2) La asociaciéon con la dineina,;

3) La actividad enzimatica de PPlase.
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Aunque FKBP32 satisface los tres requisitos, FKBP51 carece la
interaccion con el dineina. Ademas, la conformacion de FKBP5! se ha
propuesto que evita que el dominio de PPlase actie en las prolinas
relevantes de GR'®. La primera caracteristica es la interaccién con hsp90
via el dominio de TPR, siendo necesaria para competir con otras proteinas
de TPR y asi poder acceder al heterocomplejo del GR. La segunda
caracteristica, es la union a la dineina via el dominio PPlase, ya que se

requiere la asociacién con la maquinaria de transporte.

Debido a que el dominio PPlase de FKBPS51 no puede unir a dineina,
FKBP51 interrumpe la asociacion de GR a dineina y de esta forma inhibe
el desplazamiento nuclear del GR. Por lo tanto, la actividad enzimatica
PPlase se puede requerlir para el desplazamiento nuclear eficiente. Por otra
parte, la actividad enzimatica PPlase de FKBPS1 no tiene contribucion
activa en la accién inhibitoria de esta proteina. La tercera caracteristica es
que la actividad enzimatica de PPlase parece ser necesaria para la unién

eficiente al GC.

Las alteraciones que afectan la union de GC tienen un efecto mas
fuerte que las alteraciones que afectan el desplazamiento nuclear''’. La
actividad PPlase deficiente de FKBPS2 participa de forma reciproca con la
dineina, y por esto regula fuertemente la transactivaciéon dependiente de
GR. Se propone que la relacion entre las inmunofilinas FKBPS1 y FKBPS2
es un interruptor en la senalizacion del GR y su desplazamiento a

nucleo'®.
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En cantidades elevadas de FKBPS1 no se observa cambio alguno que
sea perceptible, lo cual ha sido observado en primates, los cuales tienen
hasta 26 veces mas aumentado el cociente FKBP51/FKBPS52 con respecto

al ser humano'® 6 en cultivo celular inducido''”.

Figura 2.10. Comparacién estructural de las proteinas FKBP51 del mono ardilla y de humano. La proteina
del mono (rojo) es sobrepuesta a la humana (verde). Las dos proteinas tienen pequedas diferencias en sus
estructuras. En azul se muestran las zonas que son diferentes.

Aunque los datos en mamiferos y en levadura'® indican que el
dominio mas importante para caracterizar la diferencia entre FKBP51 y
FKBP52 con respecto a GR es el dominio N-terminal de PPlase, no
podemos descartar que otros dominios también contribuyan a esta
diferencia. Interesantemente, y a diferencia del dominio TPR, las demas
regiones participan en la interaccién con hsp90 de diferente forma para

FKBP51 que para FKBP52116,
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Figura 2.11. Representacién grafica en la cual se observa la regulacion del Receptor de Glucocorticoides y de

HIF-1 como coactivadores de la expresién genetica de una variedad de moléculas. GC: Glucocorticoides. GR; Receptor

de Glucocorticoides. HIF-1: Factor Inducido por Hipoxia. Ub: ubiquitinacion de proteinas. GRE: Elemento de Respuesta a

Glucocorticoides. HSP: Proteinas de Chogue Termico. p23: proteina de pequefio peso molecular asociada al complejo
GR. FKBP: Inmunofilinas, o Proteinas Unidas al farmaco inmunosupresor FK506°. Esquema adaptado'” " 1",
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2.3 HIPOXIA

Las células de mamifero han desarrollado un rango de adaptaciones
para sobrevivir a la carencia de oxigeno por debajo del 5%, esta carencia
es conocida como hipoxia. La hipoxia reduce la habilidad de la célula para
mantener sus niveles de energia, debido a que se obtiene menos ATP por
glicélisis que por fosforilacién oxidativa. Por lo que se presenta un dano
vascular que lleva a malformaciones las cuales evitan el suministro de

oxigeno y nutrientes por medio de la sangre.

Estas carencias de oxigeno y nutrientes priva de energia a la célula.
Bajas cantidades de ATP en células tumorales con hipoxia disminuye la
cascada apoptética e induce muerte necrotical?0. La célula se adapta
induciendo la expresiéon de genes vinculados o involucrados en glicélisis,
como son factores que estimulan la angiogenesis y la proliferacion celular
permitiendo una mejor oxigenaciéon del tejido!?! por lo que la hipoxia se ha

estudiado comunmente en tumores soélidos 122

La hipoxia severa lleva a muerte, por apoptosis o0 necrosis,
seleccionando células y previniendo la acumulaciéon de aquellas con
mutaciones inducidas por hipoxia. La hipoxia severa con altas cantidades
de ATP induce muerte por apoptosis, y no por necrosis, mientras que

niveles por arriba del 5% de oxigeno previene la muerte 123 124,
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2.3.1 HIPOXIA Y APOPTOSIS

La Hipoxia prolongada lleva a muerte celular programada. Algunas
células que se adaptan y se seleccionan por resistencia a hipoxia tienen
un fenotipo agresivo!?® lo cual las lleva a una menor sensibilidad a
apoptosis (células adaptadas). Esto fue observado en ensayos de respuesta
antitumoral en el cual estas células responden menos al tratamiento
antitumorall?6. El regulador clave de la respuesta a hipoxia es el complejo
HIF-1, el cual puede inducir apoptosis!?? 128 prevenir la muerte celular, o

regular el estimulo de proliferacién celular.

2.3.2 Factor Inducido por Hipoxia 1 (HIF-1)

HIF-1 es un heterodimero compuesto por HIF-lay HIF-1B que es
expresado constitutivamente!?9, también llamado Receptor Nuclear Aril
Hidrocarbono Traslocador, que heterodimeriza con algunos otros factores,

como el Ahr (factor de trascripcion)!3o.

HIF-la es inducido por hipoxia y por algunos oncogenes!3l. Durante
normoxia la proteina HIF-lo se expresa pero es inestable. La rapida
degradacién de HIF-lapor el proteasoma es resultado de su
ubiquitinacion por el producto del gen supresor del tumor Von Hippel
Lindau (VHL). Lo anterior se observo en pacientes que habian perdido este
gen (VHL), con lo que se comprobo que HIF-la y genes dependientes de
HIF-1, como son factores de angiogenesis, también se expresaban bajo

condiciones de normoxia 132,
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Tabla 2.3. Expresién de Genes Inducidos por Hipoxia!33.

Producto del Gen Blanco Factor de | Producto del Gen Blanco Factor de
. Trascripciéon Trascripcién
Adenilato cinasa 3 HIF-1 Receptor OLyp-Adrenergico HIF-1
Adrenomedulina HIF-T Aldolasa A . HIF-1
Aldolasa C RIF-1 " Anhidrasa Carbénica -9 HIF-1
Ceruloplasmina HIF-1 Ciclooxigenasa-2 HMG I(Y), NF-
kB
Endothelin-| HIF-1 Enolasa-1 ' HIF-1
Erythropoietin HIF-1 GADDI53 Not determined ~
Transportador de Glucosa -1 HIF-1 Transportador de Glucosa -3 HIF-1 '
Gliceraldehido-3-fosfato HIF-1 Hexocinasa- | HIF-1
deshidrogenasa
Heme oxygenasa- | AP_-I,HlF-l FFactor de Crecimiento  HIF-1
Semejante a Insulina -2
(1GF-2)

Hexocinasa-2 HIF-1 Proteina unida a IGF-2 HIF-1
IGF-binding protein-1 HIF-1 Interleucina-6 NF-IL6

| IGF-binding protein-3 HIF-1 | Nitric oxide synthase-2 HIF-1

| Lactato deshidrogen_zisa'A o -, HIF-1 " | Ornitina descarboxilasa No determinado
NIP3 ’ ' HIF:) [ p27 No determinado
p2l HIF-1 | Fosfofructocinasa L HIF-1
ijsrj [ HIF-t “Inhibidor-1del Activador de  HIF-1

| Plasminogeno

Fosfogﬁceralo cinase-1 HIF-1 [ Piruvato cinasa M HIF-1
Prolyl-4-hydroxylase a(l) HIF-1 | Transferrina " HIF-1

[Tissue faccor [ EGR-I [ Transforming growth factor | HIF-1 |

) | b3

Transferrina receptor | HIF-I |_Tif(;§in hidroxilasa AP-1

“Triosafosfato isomerasa HIF-1 "__I Receptor FLT-1 del VEGF | HIF-1
| Factor de Crecimiento del | HIF-I ' o
Endotelio Vascular (VEGF)

== e e e o

La unién de HIF-la - pVHL requiere de una modificacion de HIF-
la por prolin hidrolasas en el Dominio de Degradacion Dependiente de
Oxigeno (ODD) dentro de la proteina HIF-1a!34 135136 ]o cual indica que
estas enzimas son dependientes de oxigeno y por lo tanto HIF-la no

puede ser hidrolizada durante hipoxia. La HIF-la, no hidrolizada, se



acumula y se trasloca a nucleo donde se une a HIF-1B para formar el

factor de trascripcion activo HIF-1.

La estabilizacion de HIF-la por le dominio dependiente de oxigeno
no es unicamente causado por prolil hidrolasas, HIF-la se vuelve inestable
al unirse a p53!37. El dominio de activacién jun unido a la proteina 1 (jab-
1) interfiere directamente con el complejo HIF-la-p53 y lleva a la
estabilizacion de la proteina HIF-la durante hipoxial38 La HIF-1la
también esta regulada a nivel trasnacional, debido a que se encontré que
las Secuencias de Entrada al Ribosoma Interno (IRES) fueron detectadas
en los promotores de varios genes regulados por hipoxia, como el factor de

crecimiento de endotelio vascular (VEGF], y HIF-1139 140

Durante hipoxia, la traslacion del Cap clasico dependiente de mRNA
de trascripcion, es reducido y solo el mRNA que contiene dichas
secuencias (IRES) sera trasladado. Solo el complejo HIF-la- HIF-1Bes
activo. Para que HIF-1la sea activo se tiene que acomplejar con HIF-18. El
complejo HIF-1 se puede unir a la secuencia de elemento de respuesta a
hipoxia (HRE; 5"-RCGTG-3") en el promotor de los genes blanco de HIF-1
para iniciar la expresion génical4!. Algunos genes regulados por HIF-la
estdn relacionados con diversas rutas de adaptacién como son el
metabolismo, la angiogénesis y la sobrevivencia, para vencer el estrés
hipéxico. Sin embargo, en presencia de diferentes factores

medioambientales HIF-1 esta relacionada con apoptosis''.
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2.4. APOPTOSIS

La muerte celular programada es un proceso de autodestruccién
celular controlada que permite al organismo planear su correcta
morfogeénesis, favoreciendo la renovacion y eliminacién de células del
organismo. Esta muerte es de vital importancia, tanto durante el

desarrollo embrionario como durante la vida adultal4?2 143 144 145

2.4.1 NECROSIS-APOPTOSIS.

La acumulacién de observaciones, provenientes en su mayoria de
sistemas modelo de desarrollo embrionario, pusieron de manifiesto
algunas peculiaridades morfolégicas de las células que morian en
condiciones fisiologicas'*. De esta forma se acufo el término apoptosis,
por contraposicion a la necrosis bajo condiciones patolégicas. Los
términos necrosis y apoptosis se refieren a los aspectos morfolégicos de las

células que mueren.

Una célula necrética se hincha, explota y libera su contenido
citoplasmico, lo que produce una respuesta inflamatoria al atraer células
del sistema inmune. Originalmente se pensaba que todas la formas de
muerte celular, o al menos una gran mayoria, se presentaban por esta via.
En una célula apoptética, la cromatina se va a fraccionar, reduciendo
paulatinamente su volumen y perdiendo porciones de citoplasma rodeados
de membrana. Los cuerpos picnoéticos, como se llaman dichos fragmentos,
son engullidos por células vecinas y pueden desaparecen, en tan sélo una

hora o poco mas, sin dejar rastro ni inducir una respuesta inflamatoria.



Por ahora se maneja que la mayoria de las células muere por esta via,

tanto en procesos fisiolégicos como patologicos.

El término muerte por apoptosis, desde el punto de vista del
mecanismo, responde a estudios que demostraron la existencia de una
maquinaria intracelular de muerte cuyos componentes, codificados
genéticamente, se expresan en todas las células con nucleo del

organismo!46.

2.4.2 MECANISMO

Muchos los mecanismos de muerte apoptética se han conservado a
lo largo de la escala evolutiva desde nematodos hasta mamiferos!4? 148 G
se superan los mecanismos de control intra y extracelulares,
independientemente de la naturaleza del estimulo inductor de muerte, el
proceso siempre resulta en la activacidén de una cascada de proteasas que
desmantelan la célula de forma rapida y controlada, sin causar danos en

el entorno celular.

2.4.3 EFECTORES INTRACELULARES

El mecanismo central de la maquinaria de muerte apoptética en
cualquier célula esta constituido por una familia de proteasas, a las que se
han denominado “caspasas”4?, por ser Cistein-proteASAS que hidrolizan a
su sustrato junto a un residuo de acido ASPartico. Las caspasas
responden al estimulo apoptético mediante activacion de una cascada

intracelular proteolitica que ocasiona la activacién o inactivacién de
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diferentes sustratos celulares y provoca la muerte celular. La primera
caspasa que se describi6 fue la caspasa-1 o ICE (del Inglés, Interleukin-13
-Converting Enzyme), homoéloga en mamiferos de la proteina CED-3 de
Caenorhabditis elegans 150 151, producto del gen ced-3, necesario para la
muerte celular programada en este nematodo !52 153, Se conocen
actualmente 13 caspasas en mamiferos!>*. De ellas, 6 se relacionan
preferentemente con procesos inflamatorios y no con procesos de muerte
celular, aunque todas comparten semejanzas en cuanto a secuencia

proteica, estructura y especificidad de sustrato!ss,

Estas enzimas participan en una cascada que es activada en
respuesta a senales propapototicas, en las que el estimulo inicial activa a
un zimégeno favoreciendo su maduracion a una enzima activa. El primer
grupo de enzimas activa a un segundo grupo de zimoégenos y asi
sucesivamente amplificando al estimulo, las caspasas inactivas pueden ser
sustrato a su vez de las caspasas activas, de manera que unas caspasas
activan a otras siguiendo un orden!56, terminando por {ragmentar a la
célula.

Las caspasas son sintetizadas como proenzimas inactivas,
denominados procaspasas, que, una vez activados por proteolisis limitada
y asociaciéon de subunidades!S?, adquieren la actividad catalitica para
actuar sobre sus sustratos tras un residuo de aspartico. Reconocen, sin
embargo, diferentes motivos tetrapeptidicos, lo cual les confiere cierta
especificidad. Todas son expresadas como zimogenos (30 a 50kDa) que

contienen tres dominios: un dominio NHa-terminal, una subunidad grande
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(~20kDa) y una subunidad pequena (~ 10kDa). La activacion involucra un
proceso proteolitico entre dominios, seguida por la asociacién de las
subunidades pequena y grande para formar un heterodimero. Dentro de
cada dominio catalitico, ambas subunidades estan intimamente asociadas,
contribuyendo necesariamente ambos residuos para la unién al sustrato y

cys e 1S4
catalisis. "

Las caspasas que participan en apoptosis pueden dividirse en dos
grandes grupos: caspasas iniciadoras (8 y 9, y quizas 2 y 10), que se
activan en respuesta a senales apoptéticas y activan a las caspasas
efectoras (3, 6 y 7), las cuales llevan a cabo la protedlisis sobre sus
respectivos sustratos celulares provocando la reorganizacion de la célula y

los cambios morfologicos tipicos de la apoptosis'*.

2.4.4 REGULADORES INTRACELULARES

Los principales reguladores intracelulares de muerte son la familia
de proteinas relacionadas con Bcl-2, proteina de mamiferos homéloga
estructural y funcionalmente a la proteina CED-9, esencial para la

prevencién de la muerte celular en C. elegans !58.

La familia de Bcl-2 en mamiferos esta constituida hasta el momento
por 15 miembros 159 160 y todos ellos presentan al menos uno de los cuatro
dominios conservados de homologia a Bci-2 (BH1 a BH4). Algunos
miembros de la familia inhiben la muerte celular (Bcl-2, Bel-Xy) y otros la

activan (Bax, Bad, Bid). Puesto que ambos tipos pueden formar
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heterodimeros, sus concentraciones relativas pueden regular el balance
entre muerte y supervivencialél. La proteina Bax promueve la muerte al
interferir con la formaciéon de homodimeros Bcl-2 — Bcl-2 a favor de la
formacion de heterodimeros como Bcl-2-Bax que no pueden interferir con

la muerte.

Muchas de estas proteinas presentan un dominio c-terminal
hidrofébico que les permite anclarse a la cara citoplasmatica de las
membranas de la mitocondria, reticulo endoplasmico y membrana
nuclear, de forma que pueden registrar danos en dichos organelos 62, El
siguiente nivel de regulacién se produce en la interaccion de CED-4 en C.
elegans 63 y su homologo Apaf-1 en mamiferos con algunas de las
caspasas iniciadoras. Bcl-XL y Bcl-2 impiden las activacion del complejo
Apal-1/procaspasa-9164, ademas de impedir directa o indirectamente la
liberacion de Citocromo C de la mitocondria, lo que a su vez parece ser
responsable de un cambio conformacional en Apaf-1 que le permite

procesar a la procaspasa-9 165 166 167

Otro papel de las caspasas es inactivar proteinas que protegen las
células de la apoptosis. Un claro ejemplo es el corte de ICAP/DFF45, un
inhibidor de la nucleasa responsable de la fragmentacion de ADN, CAD
(caspase-activated deoxyribonuclease). En células no apoptéticas CAD esta
presente como un complejo inactivo con ICAD. Durante la apoptosis, I°AD es
inactivado por caspasas, dando lugar a CAD libre que funciona como una

nucleasa.
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2.4.5 REGULADORES EXTRACELULARES

Existe, ademas, otra via de induccién de muerte (Figura 2} que
implica la senalizacién a través de los llamados receptores de muerte de la
super familia TNF. Los mejor caracterizados son Fas y receptor de TNF (del
Ingles, Tumor Necrosis Factor), a los que se unen el ligando de Fas y TNF

respectivamente, y que participan en la apoptosis del sistema inmune!68.
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HIPOTESIS

La primera operacién del espiritu consiste en distinguir lo que es cierto de |0 que es falso. Sin
embargo, en cuanto el pensamiento reflexiona sobre si mismo lo primero que descubre es
una contradiccion. A este respecto es inGtil esforzarse por ser convincente. Desde hace
siglos nadie ha dado de este asunto una demostracién mas clara y elegante que Aristételes:
"La consecuencia, con frecuencia ridiculizada, de estas opiniones es que se destruyen a si
mismas. Pues al afirmar que todo es cierto afirmamos la verdad de la afirmacion opuesta y,
por consiguiente, la falsedad de nuestra propia 7esis (pues la afirmacion opuesta no admite
que ella pueda ser cierta). Y si se dice que todo es falso, esa afirmacion resulta también
falsa. Si se declina que sélo es falsa la afirmacion opuesta a la nuestra, o bien que sélo la
nuestra es falsa, se esta, no obstante, obligado a admitir un ndmero infinito de juicios
verdaderos o falsos. Pues quien emite una afirmacion cierta declara al mismo tiempo que es

cierta, y asi sucesivamente hasta el infinito".

El mito de Sisifo
Albert Camus




III. OBJETIVOS E HIPOTESIS
3.1 OBJETIVOS
GENERALES

¢ Demostrar que las inmunofilinas FKBP51 y FKBP52 regulan la
expresion de genes del Factor Inducido por Hipoxia (HIF) en cultivo
primario de Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC)
estimuladas con Glucocorticoides (Dexametasona y Cortisol).
PARTICULARES

e Determinar la relacion entre las inmunofilinas FKBP51 FKBP52 y el
HIF-1a a nivel de expresion genetica.

e« Conocer la concentracién y el tiempo al cual se manifiesta una
mayor expresion de FKBP51 y FKBP52.

e Comprobar las diferencias semicuantitativas en la expresion de
FKBP51, FKBP52 y HIF-a bajo diferentes concentraciones de
Glucocorticoides en cultivo primario de Células Mononucleares de
Sangre Periférica (PBMC).

e Determinar la cinética de expresion semicuantitativa de moléculas
HIF-o. en Células Mononucleares de sangre Periférica mediada por
Glucocorticoides.

e Determinar la cinética de expresiéon semicuantitativa de las
inmunofilinas FKBP51 y FKBPS52 en Células Mononucleares de

Sangre Periférica mediada por Glucocorticoides.
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3.2 HIPOTESIS
Los GC anadidos a un cultivo primario de Células Mononucleares de
Sangre Periférica provocan una disminucién en la expresiéon de HIF-Io

(Factor Inducido por Hipoxia) y un aumento en la muerte por apoptosis.
La expresiéon de HIF-a depende de la regulacién que se presenta
entre las inmunofilinas FKBPS1 y FKBP52 en la activaciéon del Receptor de

Glucocorticoides.

A mayor concentracién de Glucocorticoides en el medio de cultivo,

mayor expresion de Inmunofilinas y menor concentraciéon de HIF-1a.
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V. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se plantea como un ensayo preliminar que nos
permita observar los efectos de los glucocorticoides en células
mononucleares de sangre periférica y asi determinar diferencias
encontradas bajo estimulos a diferentes concentraciones de cortisol y
dexametasona. El estudio se hizo mediante un analisis de los resultados
obtenidos por cada individuo para evitar introducir una variable mas que

seria manifestacion del analisis interindividual.

Previo al estudio final se estandarizo el método y una vez conseguido
esto se llevaron a cabo las determinaciones finales con muestras de sangre
fresca, obtenidas de individuos sanos, utilizando un ensayo completo por
individuo. Nuestras variables a estudiar son los efectos observados en una
misma muestra pero con diferentes concentraciones de glucocorticoides.
Las tendencias son el indicador, por lo que, de tres ensayos finales que se
hicieron, se muestra el que presenta las tendencias mas claras. Esta
eleccion se hace en funcién a la literatura y a los ensayos previos hechos

para estandarizar el modelo169 170,

Las concentraciones utilizadas de glucocorticoides son rangos que

presentan un efecto en cultivo celular!7!.
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4.1 CULTIVO CELULAR

Se tom6 una muestra de 75mL de sangre periférica total de
donadores sanos en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias,
utilizando Citrato de Sodio como anticoagulante. Un ensayo completo se
realiza con la sangre obtenida de un solo donador siendo tres ensayos los

que se llevaron a cabo.

Alicuotas de 15mL de la sangre fresca sin refrigerar, se transfirieren
a tubos Falcon de 50mL, se adiciona 15mL de una solucién amortiguadora
de fosfatos PBS-K para obtener una diluciéon 1:1 y se homogeniza la

suspension suavemente.

Aparte en tubos Falcon de 50mL estériles se adiciona 15mL de
Ficoll-Paque (Sigma-Aldrich®). Cuidadosamente se agregan 30mL de la
suspension anterior de sangre en una proporcién 1:2 y se centrifuga
(Beckman CPKR Centrifuge) a 1600rpm durante 25 minutos a temperatura

de 10° C para separar las fases como sigue:

NI

3 ACI00S GRASDS
SUERO

I 1 CELULAS BANCAS

FICOLL-HYPAQUE

1 RESTOS CELULARES

CELULAS ROJAS
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Una vez separadas las fases con ayuda de una pipeta pasteur estéril,
se colectan las células mononucleares, identificadas por ser la fase de
color blanco, en tubos Falcon de 15mL. Se centrifuga la fase de células
blancas a 1600rpm durante 15 minutos, se decanta el sobrenadante y se

resuspende el botdn suavemente.

Se anade 1lmL de solucion hemolizante para lisar a los posibles
globulos rojos que se hallan podido ir cuando separamos las células
blancas con la pipeta pasteur, se agita suavemente y se deja reposar por
aproximadamente 1 minuto, inmediatamente después se anaden 5SmL de
PBS-K y se centrifuga a 1600rpm durante 10 minutos, se decanta el

sobrenadante y se resuspende el botén suavemente.

Las células resuspendidas se lavan con 15mL de PBS-K y se
centrifuga a 1600 por 10 minutos. Se elimina el sobrenadante y se
resuspenden las células en SmL de RPMI 1640 (Sigma -Aldrich®)
suplementado con suero fetal bovino al 10 % y antibiético penicilina-

estreptomicina (Cellgro®) al 1%.

Procedemos a contar las células para lo cual se toman 30uL de la
suspension anterior y se anaden 30ul de azul tripano (Sigma Cell
Culture®), la mezcla se homogeniza bien en un tubo eppendorf.
Posteriormente se llenan ambas caras de contaje de un hematocitometro o

camara de Neubauer marca PROPPER LUMICYTE. Bright-lined Rulling®.

48



El conteo de las células a través de un microscopio marca ZEISS®,

con objetivo 40X (6 40/0,65), se llevé a cabo de la siguiente forma:

Figura 4.2. Esquema de las cuadriculas de la camara de Neubauer, tal como se observan al microscopio.

Se cuentan las células de los cuadros sombreados (L), las cuatro
cuadriculas de las esquinas en los cuatro cuadrados, que aparecen
rodeados por un circulo en la figura anterior. Las células muertas se tifien
de azul, de tal forma que la diferencia entre las células vivas y las células

muertas es muy clara.

Figura 4.3. Esquema de una de las 4 cuadriculas seleccionadas, en la cual aparecen como puntos negros las
células que deben ser contadas.

Se cuentan las células que tocan la linea superior y la linea izquierda
del perimetro de cada cuadro, como aparece en la figura anterior. No se
cuentan las células que tocan la linea inferior y la linea derecha del

perimetro de cada cuadro.
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El numero de células en la suspension se calcula utilizando la signiente
féormula:
No. promedio de células por cuadrante x 104 x 2 x5 = Células/mL
Donde:
+ 10%es el factor de conversiéon de la camara de Neubauer
* 2 es el factor de dilucién de la suspensiéon con azul tripano

e 5 es el factor de dilucion del botén celular en 5mL de medio RPMI

Una vez contadas las células viables que seran utilizadas, la
suspensiéon es ajustada a 2, 000,000 células por cada 2mL RPMI 1640
suplementado. Las células se siembran en placas (Costar®), estériles para
cultivo de 24 pozos con fondo plano, y se deja reposar en una incubadora
marca NAPCO® E SERIES. MODELO 5100, COz INCUBATOR, a 37°C y 5%

de COz2durante 12 horas, para que las células se adapten al medio.

Transcurrido este tiempo las células de cada pozo se retiran a tubos
conicos Falcon, y se centrifugan a 1600rpm durante 15 minutos a 10° C.
Se resuspende el botén suavemente y se lavan las células con SmL de
PBS-K, se centrifugan las células nuevamente a 1600rpm durante 10

minutos a 10° C, se decanta el sobrenadante y se adicionan 5SmL de RPMI.

Las células se cuentan y se ajustan a 2x106 células por cada 1980uL
de medio, siguiendo los pasos mencionados anteriormente. Nuevamente
las células son sembradas en placas (Costar®), estériles para cultivo de 24

pozos con fondo plano, bajo condiciones de esteribdad, depositando
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1980uL (2, 000, 000 células) a cada pozo y por cuadruplicado, de tal forma
que tengamos cuatro placas de 24 pozos cada una.

1} Cortisol

2) Cortisol + RU486

3) Dexametasona

4) Dexametasona + RU486

Se afade finalmente 20uL de glucocorticoide (cortisol o
dexametasona) y antagonista RU486 (mifeprestona) a tres concentraciones
y tiempos diferentes (3, 6, 9, 12, 24, 48 horas), donde las concentraciones
del antagonista son 10 veces mas grandes que las de los glucocorticoides,

tal como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 4.1.
- " Determinaciones experimentales
Tiempo - Control GC* Control Control
(hrs.) (medio + (medio + células + GC*) (medio + células) Antagonista
células) + RU486 {medio + células
+RU486 + GC)
3 106cel 106 | 108 | 1019 | 106 cel /pozo 105 | 107 | 109
/pozo | |
6 106cel | 106 | 108 | 1010 | 108 cel /pozo 105 | 107 | 109
/pozo I
9 106 cel 106 | 108 | 1010 106 cel /pozo | 105 | 107 | 109
/pozo : |
12 106cel | 106 [ 10® [ 100  106cel /pozo = 105 | 107 | 109
/pozo
24 106 cel 106 | 108 | 1010 106 cel /pozo 105 | 107 | 109
/pozo
48 | 105cel 10 | 10® | 10-®  106cel /pozo 105 | 107 | 109
/pozo

Cortisol o Dexametasona en concentraciones Molares.

Se incuban a 37° C y 5% de COa».



Una vez transcurridos los tiempos para las distintas concentraciones
de glucocorticoides y su antagonista, se hace un ensayo de viabilidad por
cuenta en camara de neubauer. Enseguida se recuperan las células en
tubos Falcon de 15mL (un tubo por pozo) y anadimos 5mL de PBS-K,

centrifugamos a 1600rpm durante 10 minutos a 10° C.

Decantamos el sobrenadante y se lavan las células con 1mL de PBS-
K, tratando de desprender cuidadosamente las células que pudieran
quedarse pegadas en cada uno de los pozos. Se evalua la viabilidad de las
células, considerando que el control a las 24 horas se mantenga en un
porcentaje entre 90 -100% de viabilidad. Se centrifuga de nueva cuenta a

1600 rpm durante 10 minutos a 10° C. Se decanta el sobrenadante.

4.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PCR

El botén obtenido anteriormente es resuspendido suavemente en
250ul. de Trizol (Gibco BRL®) con la finalidad de romper todas las
membranas celulares y s.ea liberado todo el material genético al medio. Se
almacenan las muestras a -70°C hasta su posterior uso para el RT-PCR.
Las 96 muestras asi obtenidas son descongeladas y se mantienen en hielo

para comenzar la separacion de RNA.

Se adiciona a cada tubo SOuL de cloroformo, teniendo en cuenta que
es una parte de cloroformo por cada S partes de trizol, es decir [SOuL de
cloroformo/250ul. de trizol]. Mezclamos en vortex e incubamos a

temperatura ambiente cada tubo durante 10 minutos para separar las
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fases. Una vez transcurrida la incubacién se centrifuga a 12,000rpm

durante 10 minutos a 4° C, para la separacion del RNA.

Con ayuda de una micropipeta se extrae cuidadosamente la fase
correspondiente al RNA, recuperandolo en tubos eppendorf, enseguida se
adicionan 200pL de isopropanol mezclando suavemente cada tubo por
inversién repetida para precipitar el RNA, incubamos a temperatura
ambiente durante 10 minutos y centrifugamos a 12,000 rpm durante 10

minutos a 4° C.

Se decanta el sobrenadante y se adicionan 500pl. de una mezcla de
EtOH-H20 al 75%, se vuelve a centrifugar a 12,000rpm durante 10
minutos a 4° C. Se decanta el sobrenadante y se seca perfectamente cada
tubo a temperatura ambiente durante 10 minutos. A cada uno de los 96
tubos adicionamos 30ul. de H20 destilada libre de RNAasas mezclandose

en vortex.

Por un lado se toma luL de cada tubo de la mezcla anterior a los
cuales adicionamos 49uL de H20O para obtener una dilucién 1:50. Una vez
diluidos los 96 tubos se procede a leer la densidad éptica en un
Biophotometro marca Eppendorf®, que nos indicara la concentraciéon de
RNA (ng/pl) a 260/280nm. Este paso nos permitira saber que tan puro
tenemos e} RNA extraido, verificando asi que no haya excesos de proteinas

con un factor de correccién >1.40
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4.3 ENSAYO DE INTEGRIDAD DEL RNA
1. Se prepara un gel de azarosa de las siguientes caracteristicas
Agarosa 1%
Amortiguador de corrida 5X 20%
Formaldehido 12.3 M 17 %

Agua libre de RNAsas 62 %

Es importante que se trabaje con el Paraformaldehido en la campana.

2. mientras el gel solidifica, las muestras se preparan de la siguiente
manera

En un tubo Eppendorf se adiciona

Solucién que contiene 3ug de RNA
Amortiguador de corrida 5X _(CYM?S) 2 pl_ N
Formaldehido ' ' 35l |

formamida 10l |

3. La mezcla se incuba por 15 min. a 650C, y a continuacién se enfria
en hielo

4. Se centrifuga por 5 min. para depositar el fluido en el fondo

5. Se adicionan 2 pl de amortiguador de carga para RNA y se mezcla

6. Una vez que el gel ha solidificado se carga con las muestras recién
preparadas

7. Finalmente el gel se corre en la camara de electroforesis a 65V
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4.4 OBTENCION DEL ¢cDNA COMPLEMENTARIO

A partir de las co‘ncentraciones (ug/mL) obtenidas en el paso
anterior, calculamos los pL que hay en lpg de RNA, para obtener un
volumen final de 20uL por cada tubo. Antes de adicionar los reactivos se
incuba a 70°C durante 10 minutos y posteriormente se incuba a 4°C para

adicionar la mezcla de reactivos como se indica a continuacioén (tabla 4.2):

Reactivos Concentracion
Buffer 10X 1X

dNTPs 10mM 1mM

Oligo dT 50 pM 2.5 uM

(enzima) MuLV 10 mM 5 U/ul
RNA total g
Agua cbp 20uL

Vol. Final de reaccion 20 pL

T PR

Tabla 4.2. CB'rﬁprc{s“i'cfc'rJH’de reactivos 'pa‘r;z' la obtencxc’Jﬁ“dZCDNA

Los 96 tubos son colocados en el termociclador (Mastercycler

Gradient Eppendorfj, bajo las siguientes condiciones:

Lid = 94°C

Nowait Auto (tiempo)
1 T=37.0°C 1:00:00
2 [T=70.0°C 0:10:00

6 Hold 4.0°C Enter (terminar a 4 °C)

Tabla 4.3. Condiciones del termociclador.
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Una vez obtenidos los c¢cDNA’s procedemos a realizar el RT-PCR
(Transcripciéon Reversa de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa), para

obtener un volumen final de 25mL adicionamos los siguientes reactivos:

Reactivos Volumen (pL) |
Buffer 10X 2.5

dNTPs 10mM 1

Oligos* 2

(enzima) MuLV 10 mM 0.5
cDNA 5
Agua 14

Vol. Final de reaccién | 25 uL

Tabla4.4.*Los oligos"corres'bor'iaeh a las moléculas que Ejuerembs identificar si se
expresan. En este caso son: GADPH, FKBP51, FKBP52 y HIF-11.

La amplificacion de las secuencias se lleva a cabo bajo las siguientes

condiciones en el termociclador:

Lid = 95°C
" Nowait Auto '(rtirémpoi)r
1 T=950°C 0:05:00
2 [T=95.0°C 0:00:50
3 T=56.0°C 0:00:45
4 T=72.0°C 1 0:00:45
S Goto?2 Repea-t 27 [rep_)étif 27 veces desde el paso 2}
6 | T=72.0°C 0:07:00
7 Hold 4.0 °C Enter (terminar a 4 °C)

End

Tabla 4.5. Condiciones del termociclador para la arﬁpliﬁcacién.
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4.5 GEL DE AGAROSA

Preparamos un gel de agarosa al 1.2% disuelto en un buffer de tris
boratos EDTA {TBE 0.5X), lo vaciamos en la caja de electroforesis y lo
dejamos gelificar por aproximadamente 15 minutos con un peine de veinte

pozos y se recubre con TBE 0.5X.

Se toma una alicuota de 5yl de las muestras obtenidas de cDNA en
el RT-PCR por una gota de colorante mezclandose perfectamente y se
inocula una muestra por cada pozo del gel de agarosa previamente
preparado. Se pone un control negativo y el marcador de peso molecular

por cada gel.

Se corre el gel haciendo pasar 80 volts de corriente del electrodo
negativo al positivo, considerando que corre de cuatro a cinco centimetros
por hora. En cuanto termine el corrimiento se observa con luz U.V. y se
toma una fotografia ya que la muestra se difunde en el gel y se puede

alterara el resultado.
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~

RESULT A DOS

Lo principal esta ya hecho. Tengo algunas evidencias de las que no puedo apartarme. Lo que
sé, lo que es seguro, lo que no puedo negar, lo que puedo rechazar, eso es lo que cuenta.
Puedo negar todo de esta parte de mi mismo gue vive de nostalgia incierta, salvo ese deseo
de unidad, esa apetencia de solucién, esa exigencia de claridad y cohesion. Puedo refutar
todo en este mundo que me rodea, me hiere o me transporta, salvo ese caos, ese azarrey y
esa divina equivalencia que nace de la anarquia.

El mito de Sisifo

Albert Camus




Vi. RESULTADOS

5.1 DETERMINACION DE mRNA EN GEL DE AGAROSA

FKBP51

FKBP52

HIF
GADPH

FKBP51

FKBP52

HIF

FKBP51

FKBP52

HIF

GADPH

3 hr

6 hr

9hr ¢

12h |

C Dx|C Dx
RuRu

C Dx C Dx
! 'RuRu

C DxiC Dx|[C Dx{C Dx
|RuRs| {RuRu

C DxiC

24 hr
Dx
iRu'Ru

10-6 M

10-8 M

10-10 M

Figura 5.1. Expresion del mRNA de las moléculas en estudio, a tres diferentes concentraciones y cinco periodos de
tiempo. GADPH se utiliza como marcador de expresion del RNA mensajero debido a que es constitutivo y no se ve
afectado por el estimulo de GC
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APOPTOSIS DEXAMETASONA
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Figura 6.2 . Apoptosis a diferentes concentraciones de Dexametasona.
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Figura 5.3 . Apoptosis a diferentes concentraciones de cortisol
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En funcién a las inmunofilinas se puede observar que la expresion
de estas moléculas se presenta con las mismas tendencias tanto con el
estimulo de cortisol como con dexametasona, solo que los valores de las
concentraciones de la expresiéon de las proteinas son menores con cortisol.
El rango de concentraciones en el cual se mantienen dichas tendencias se
encuentra disminuido en casi un cincuenta por ciento comparado a los
valores detectados con dexametasona. En cuanto al HIF-1la su expresion
se manifiesta dentro de los mismos rangos de concentracién del estimulo

dado tanto por el cortisol como por dexametasona.

5.2 DETERMINACION SEMICUANTITATIVA (DENSIDAD OPTICA)
DE LA EXPRESION DE RNA MENSAJERO.

Expresion del mRNA de las Inmunofilinas FKBP51, FKBP52 y del HIF-
la con una concentracion 106 M de Dexametasona (Grafica 1) y Cortisol
(Grafica 4).

Se puede observar que al momento de agregar el estimulo, la
respuesta entre las inmunofilinas y el HIF-la es opuesta. Mientras
FKBP51 y FKBP52 elevan su expresiéon, el Factor Inducido por Hipoxia
disminuye répidarﬁente. Los niveles mas elevados en la concentracién de
inmunofilinas se observan entre las 6 horas y las 9 horas después del
estimulo con Glucocorticoides. Después de estos tiempos comienza a

decaer la cantidad de inmunofilina que se expresa.

La concentracion de FKBP52 crece mas rapidamente alcanzando un

maximo mas elevado que su homologo FKBP51, pero la misma
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inmunofilina comienza a bajar mas rapidamente. Sin embargo FKBP51 se

mantiene mas tiempo cercano al maximo decayendo su concentracion mas

lentamente. En el caso de HIF-1la la concentracion inicial, al tiempo cero,

comienza a disminuir considerablemente al momento de que se le agrega

el estimulo de Dexametasona, por lo que a las 3 horas practicamente ya

no se detecta expresion. En la muestra con Cortisol se observa que la

perdida en la expresion se manifiesta a un mayor tiempo, por lo que a las

6 horas todavia se alcanza a manifestar ligeramente una cantidad minima

del HIF-1a.
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GRAFICA 5.4
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Expresién del mRNA de las Inmunofilinas FKBP51, FKBP52 y del HIF-
la con una concentracién 108 M de Dexametasona (Grafica 2) y Cortisol
(Grafica 5).

El comportamiento en la expresion es muy parecido a la
concentraciéon anterior de 10 M, solo que en este caso el Factor Inducido
por Hipoxia decae mas lentamente siendo hasta las 6 horas que se observa

una expresion indetectable Dexametasona y con Cortisol hasta las 9

horas.
GRAFICA 5.2
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GRAFICA 5.5

Tiempo (h) D.O. para FKBP 51 " D.O. para FKBP 52 D.O. para HIF-1a
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Expresién del mRNA de las Inmunofilinas FKBPS51, FKBP52 y del HIF-
la con una concentracion 1019 M de Dexametasona (Grafica 3) y Cortisol
(Grafica 6).

Los niveles de la expresion de inmunofilinas han disminuido, y de
manera contraria, los niveles de HIF-lo permanecen mas tiempo,
alcanzando a detectar su presencia incluso a las 9 horas después del
estimulo con dexametasona, En cuanto a la expresion inducida por

cortisol, los niveles de HIF-1a se recuperan en forma mas evidente que con
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dexametasona, y aunque no se alcanza a establecer la concentraciéon
inicial, hay una menor perdida en la expresion.

En cuanto a las inmunofilinas, se observa que la FKBP51 mantiene
su tendencia, esto es, que al alcanzar un méximo en su concentracion,
decae mas lentamente que la FKBPS2, presentandose estos valores en un
rango de tiempo de entre 6 y 9 horas. La concentracién de glucocorticoides
es menor que en los casos anteriores. Asi mismo la expresiéon de las

inmunofilinas es menor.

GRAFICA 5.3
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GRAFICA 5.6
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Expresion comparativa de inmunofilinas y HIF-la inducido por
dexametasona y cortisol.

La expresion inducida por dexametasona presenta niveles
semicuantitativos de proteina mas elevados que los inducidos por cortisol.
La expresion de HIF-lase manifiesta mas con cortisol que con
dexametasona. El estimulo por GC manifiesta un mayor efecto supresor
por dexametasona que por cortisol. Esto lo comprobamos en las
comparaciones hechas tanto en las graficas 7, 8 y 9 como en las que son

exclusivas de la comparaciéon de la expresion de HIF-1a.
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Asi mismo se puede comprobar que las mayores concentraciones en

la expresion se encuentran entre las seis y las nueve horas después de

aplicado el estimulo. Lo anterior se observa en las graficas 7, 8, y 9.

Conforme disminuye la concentracion de GC los rangos de expresion

semicuantitativa de las proteinas en estudio disminuyen.
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GRAFICA 5.8
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DISCUSION

"Si en lo sucesivo, Teetetes, quieres producir, y en efecto produces
frutos, seran mejores gracias a esta Discusion; y si permaneces
estéril, no te haras pesado a los que conversen contigo, porque
seras mas tratable y mas modesto, no creeras saber lo que no

sabes".

Teetetes o de la Ciencia.

Platon

1




VI. DISCUSION

Como sabemos, las inmunofilinas manifiestan competencia por el
sitio de union al receptor de GC 128 129, En los resultados se obtuvo una
cinética de expresion de las inmunofilinas FKBP51 y FKBP52, ademas de
la proteina reguladora de hipoxia, HIF-1o, bajo condiciones de estimulo

por Glucocorticoides (GC).

Hay una mayor expresion de la FKBP52 en las primeras horas,
alcanzando un maximo entre las 6 y las 9 horas, y después comienza a
disminuir. La tendencia de disminucién es mas rapida con la FKBP52 que

la que se presenta con la FKBP51.

La inmunofilina FKBPS51 presenta una elevaciéon en la expresion
alcanzando un méaximo entre las 6 y las 9 horas, pero no logra elevarse en
este periodo de tiempo, mas que la FKBP52. Pasado el punto maximo, la
decadencia en la expresion es menor a la FKBP52, manteniendo niveles
mas altos que esta ultima. Sin embargo esto no quiere decir que no hay
una disminucién, pero en este caso se sostiene una cantidad minima que
mantiene los niveles necesarios para controlar la cantidad de GR que le
permiten a la célula mantener su viabilidad y no perder el estado

estacionario que la llevaria a muerte celular.

Cuando se eleva la cantidad de inmunofilinas, es en un tiempo
relativamente corto, tres horas, debido a que se requiere de una molécula

que regule los elevados niveles de GC que la célula esta recibiendo como
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estimulo, y esto se logra regulando al GR via otras moléculas como son las

chaperonas y las inmunofilinas * *

. Al unirse a estas proteinas, se
forma el complejo GR, el cual tiene la conformacién adecuada para unirse
a su ligando, el GC, e iniciar una respuesta. El receptor de glucocorticoide
se disocia de las proteinas a las cuales se encuentra unido y se dimeriza

.. .. . 4 3
con otro receptor promoviéndose la translocacion a nucleo ¥

A medida que aumenta la concentracién de GC, la expresion de
inmunofilinas FKBPS51 y FKBPS52 aumenta debido a que se requiere
modular la concentracién de GC via la unién al receptor que tenga la
conformacién adecuada y le permita dicha unién. La actividad chaperona
de la inmunofilina, asi como las chaperonas Hsp90, Hsp70 y la proteina
p23, favorecen el plegamiento adecuado de la proteina GR, lo cual lleva a

. . 4
unirse con su ligando, el GC ** “,

En el momento que se agrega el
inhibidor competitivo RU486, este se une al dominio de unién a GC y no
permite que se asocie a su ligando promoviendo su inactividad 8 €2 por
esta razon es que lo usamos como control, ya que es asi como podemos

monitorear que el efecto solo este dado por el estimulo y no por otras

condiciones.

Se presenta una relacion muy evidente entre la expresion de
inmunofilinas, la concentracién de GC y la muerte celular. Al aumentar la
concentracién de GC podemos ver que hay una mayor expresion de
inmunofilinas y una mayor expresion de muerte celular por apoptosis. Al

presentarse una mayor expresion de moléculas que favorecen la



translocacion a nucleo, se inicia la sintesis de un conjunto de moléculas
que son responsables de inducir la muerte celular, ya sea por la inhibicién
de moléculas antiapoptoticas como son Bcl-xS'°, cIAP-2" Bcl-2 '6° 172,
cMyc®, FKBP38'"% o por induccién de moléculas proapoptoticas como son
moléculas de la familia TNF, AP-1, IkB-a, granzima A, Bin!73, Bad, Bax'®,
ademas de que se sabe que se induce la muerte de un gran numero de
células como son monocitos®, neutrofilos'?, linfocitos B® y linfocitos T*
entre otras, mediado por c-fos®, y mecanismos que aun no estan

completamente caracterizados pero que si esta registrada la muerte® ** %2,

La proteccién se da cuando hay una sobre expresion de Bcel-xL y
ahora sabemos que también por la expresion de la inmunofilina FKBP38
pero ademas de la FKBPS51, la cual al tener una mayor constante de
afinidad con el GR, no se disocia y esto favorece la estabilidad del

complejo, lo cual no permite que se desacople y pueda migrar a nucleo'®

' 11 Ademas se sabe que esta inmunofilina no tiene la secuencia de
aminoacidos que promueva la unién a la Dineina''®, proteina motor que
ayuda a la translocacion de citosol a nucleo. La inmunofilina FKBP52 si
contiene estas caracteristicas, tanto la baja afinidad al unirse el complejo
con el ligando GC, y asi promoverse la disociacién, como lé unién a la
proteina motor, la Dineina'’. Estas caracteristicas favorecen que la
FKBPS2 active al GR unido a su ligando. Por esta razéon se cree que debe
estar regulando el transito del receptor, del citoplasma al nucleo en

coordinacién con otras proteinas, como es la FKBPS1, las chaperonas, y la

Dineina.
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Para que lo anterior se pueda llevar a cabo con mayor precisiéon es
necesario que la FKBP52 se encuentre en cantidades suficientes que
permitan la competencia adecuada por el sitio de unién y asi poder regular
con eficiencia la activacion de receptor. Debido a esto, cuando se elevan
las cantidades de GC, en las primeras horas de estrés, se eleva la cantidad
de las dos inmunofilinas. La FKBP52 alcanza un nivel mas alto de
concentracion ya que desplaza a la FKBP51 y favorece la translocacion y
posterior expresion de proteinas blanco inducidas por el dimero de GR

unido a su ligando''® "3 14,

Pero después de las nueve horas comienza a descender mas rapido
que la FKBP51 ya que ésta mantendra una estabilidad del complejo no
permitiendo que se active''’>. Debido a que las concentraciones de
inmunofilinas obtenidas en este trabajo, a las 9 y a las 6 horas, son muy
parecidas, podemos pensar que hay un maximo de expresiéon a las 8
horas, por lo que seria adecuado monitorear una cinética con rangos de
tiempo mas cercanos. Aunque esto no afecta nuestro analisis, ya que la
tendencia de las dos inmunofilinas estudiadas se mantiene. Los tiempos
de regulacién de la expresion de inmunofilinas esta asociado directamente
con los ciclos circadianos del hombre. Por lo anterior podemos pensar que
es posible que la FKBPS1 sea un sistema amortiguador que retiene el GC
en exceso no permitiendo que active el sistem.a de expresion que podria

llevar a muerte ¢ a la desregulacién de cualquier funcién de la célula, ya
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sea sobrevivencia no controlada o muerte permanente de células en

contacto con GC.

A pesar de que sabemos que no son los Uinicos efectos y mecanismos
por los cuales se amplifica una senal por estas hormonas, si es necesario
puntualizar que es uno de los principales mecanismos basicos de

senalizacién que afectan directamente a la célula.

A medida que se mantiene a la célula con una alta concentracion de
hormona se observa que conforme pasa el tiempo se induce mayor muerte
celular en cultivo primario. Las razones pueden deberse a que el volumen
de mRNA de inmunofilina FKBP52 presente es elevado y se esta
transcribiendo permanentemente lo que garantiza una alta concentracién
de proteina que ayudara a desplazar a la FKBP51 del complejo y la llevara
a sintesis de otras proteinas via la translocacién a nucleo. También se esta
dando la perdida de nutrientes y de condiciones basicas en el cultivo
primario. Pero en tejido o en circulaciéon el abastecimiento de estas
condiciones se mantiene, asi que hay otras causas que es necesario
monitorear. Algunas proteinas que posiblemente podrian fa‘vorecer la
sobrevivencia o la muerte son aquellas que estan asociadas a condiciones

de hipoxia'? '*.

Como se conoce ampliamente, al manifestarse condiciones de
hipoxia en una célula, se inicia la transcripcion de proteinas que permitan

la posibilidad de sobrevivencia, de abastecimiento de energia y de
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proliferacion. Esto se lograria via la sintesis de proteinas intermediarios de

glucolisis, factores de crecimiento y factores de regulaciéon de muerte'>.

El HIF-la es un indicador de hipoxia debido a que es sensible a
modificaciones en la cantidad de oxigeno fisiolégico. Esta proteina se
ubiquitina al estar en contacto con oxigeno y a pesar de que es una
proteina constitutiva, se degrada bajo condiciones normoxicas'* '3 '3 a]
disminuir la cantidad de oxigeno se mantiene estable pudiéndose unir a
su homologo HIF-1f para formar el dimero HIF-1 el cual es activo. Este
factor transloca a nucleo e inicia expresiéon de un amplio numero de

proteinas relacionadas a muerte celular, sobrevivencia y proliferacion'*'.

Debido a que el exceso de glucocorticoides es considerado un agente
etiolégico que dispara la sobreproducciéon de ATP, lo que lleva a la célula a

utilizar el oxigeno disponible de forma mas rapida® *

, podemos pensar
que se producen pequerfios rangos de carencia de oxigeno, incluso hasta
llegar a hipoxia. Pero poco después del uso de este oxigeno disponible,
secuestra oxigeno al interior de la célula para el abastecimiento adecuado
de energia. Esto puede favorecer la normoxia rapidamente. Como el factor
HIF-la es sensible a condiciones de normoxia e hiperoxia, y tiene un
tiempo de vida menor a 5 minutos!74, inicia su degradacion por el
proteasoma previo proceso de ubiquitinacién. Por esto es que en la medida

en que aumenta la cantidad de GC presentes en la célula, aumenta la

cantidad de oxigeno y se manifiesta una mayor degradacién de este factor.
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A pesar de que HIF-1p es constitutivo y no se degrada por normoxia
o hiperoxia, requiere de dimerizarse con HIF-la para formar el complejo
activo'®'. Si este ultimo se degrada no hay translocacion y expresion de los
genes blanco. Es por esto que en la medida que aumenta la exposicion a
una cantidad inicial de GC, estos son utilizados por su receptor. A mayor
tiempo, la regulacién por FKBPS51 favorece el secuestro del complejo
receptor sin haber expresién de proteinas blanco, Esto lleva a tener una
tendencia inclinada a condiciones de normoxia. En normoxia hay una
expresion constitutiva basal del HIF-1la que no estaria alterada. Durante
las 24 horas de estudio no se alcanza la normoxia ya que no hay una

recuperacion absoluta en la concentracion de este factor.
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V1

CONCLUSIONES

“Sobre todo, seran siempre capaces de sentir en lo mas hondo
cualquier injusticia cometida contra cualquiera en cualquier parte
del mundo. Es la cualidad mas linda de un revolucionario”

Ernesto Che Guevara.




VII. CONCLUSIONES

La cinética de de expresién de RNA mensajero que presentaron las
células mononucleares de sangre periférica en cultivo primario
estimuladas con dexametasona y cortisol indican diferencias muy
marcadas en la potencia del estimulo. La dexametasona presenta un efecto
mas evidente en una relacién de aproximadamente 2:1 con respecto al

cortisol, bajo estas condiciones.

La FKBPS52 desplaza a la FKBPS1 en las primeras horas de activado

el complejo receptor por el glucocorticoide.

La FKBPS1 evita que la actividad del complejo receptor se mantenga
por mucho tiempo logrando que no exista una transcripcién permanente

con efectos adversos para la célula.

La regulacion de la actividad transcripcional del receptor de
glucocorticoides esta asociada a la relacion en la concentracion de
FKBP51/FKBP52. La inmunofilina 51 tiene mayor afinidad por el receptor
no permitiéndole la migracién al nucleo. La FKBPS52 favorece la
conformacion adecuada para asociarse a proteinas motor que le permiten

migrar a nacleo y realizar su funcién de transcripcion.

Las célula PBMC al ser estimuladas con glucocorticoides no
permiten la expresiéon de HIF-la por lo que se observa una disminucién en

la concentracion de esta molécula con una tendencia inversa con respecto
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al estimulo. A mayor concentracién de glucocorticoides menor
concentracion de HIF-la,y a menor concentracién se restablece la

expresion de esta proteina.

Podemos pensar que el ciclo circadiano esta intimamente
relacionado con los efectos fisiolégicos de la célula ya que se observo que
el pico mas alto en la expresién de moléculas reguladoras se manifestéd

alrededor de las seis y las nueve horas.

El trabajo en cultivo primario podria ser confrontado con un trabajo
en linea celular ya que estas ultimas son celular modificadas y podrian
arrojar informacién importante para comprender mejor el comportamiento

de la célula bajo esta clase de estimulo por glucocorticoides.
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BIBLIOGR A FIA

Pues lo cierto es que sali de la casa de los doctos dando un
portazo. Durante demasiado tiempo se senté mi alma Hambrienta a
su mesa y yo no estoy preparado para el conocimiento como ellos,
que piensan que conocer es algo asi como cascar nueces. Amo la

libertad y me gusta el aire libre que orea la tierra fresca, prefiero
dormir sobre una piel de buey que sobre los honores y las
dignidades de los doctos. Soy demasiado ardiente estoy
demasiado quemado por mis propios pensamientos: a menudo no
puedo respirar bien y tengo que salir al aire libre y escapar de los
cuartos cubiertos de polvo.

Asi habld Zaratustra

Friedrich Nietzsche.
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