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. Resumen

La subfamilia de proteinas de choque térmico (Hsp) de 90 KDa esta
compuesta por dos isoformas conocidas como Hsp90a y Hsp90pB. El papel
conocido de estas proteinas es que regulan la actividad de los receptores de
glucocorticoides y mineralocorticoides, también estan involucradas en la
produccién de oxido nitrico ON, por la interaccion directa con las sintasas de ON.
Sin embargo, poco se conoce de la expresion y regulacién de estas proteinas en
el tejido renal. Por lo que el objetivo de este trabajo fue caracterizar la expresion y
localizacion de Hsp90 en el tejido renal en condiciones normales y bajo la
influencia de la dieta baja en sodio (DBS) para inducir una condicion de restriccion
de sodio mediante RT-PCR semicuantitativa, andlisis de Western blot e
inmunohistoquimica.

Nosotros encontramos que Hsp90a y Hsp90B se expresaron
abundantemente a lo largo del tejido renal, sin embargo, la expresion de Hsp90 en
la medula fue significativamente mayor que en la corteza renal. El analisis de
inmunohistoquimica de Hsp90a y Hsp90B mostré que ambas isoformas se
localizan en la membrana apical de de los tubulos proximales y distales. En la
medula externa las proteinas se localizaron en el citoplasma, mientras que en la
medula interna se localizaron hacia la membrana basolteral. Por otro lado, la
restriccion de sodio por la DBS indujo sobrexpresién de Hsp90a y Hsp90p en la
corteza renal. Aunado a esto observamos redistribucion de estas proteinas en las
células del asa de Henle desde el citoplasma hacia la membrana basolateral

cuando los animales fueron alimentados con dieta baja en sodio.



Nuestros resultados mostraron que Hsp90a y Hsp90B son expresadas
abundantemente en el tejido renal. La expresion y localizacion de estas proteinas
en condiciones normales y durante la restriccion de sodio fue diferente en la
corteza y medula renal, lo que sugiere que estas proteinas podrian ser reguladas
de forma diferente en el tejido renal. La sobreregulacion de Hsp90 en la corteza
renal durante la dieta baja en sodio, junto con la redistribucion en el asa de henle
sugiere que Hsp90 podria participar en la regulacion de la reabsorcion de sodio

bajo estas condiciones.



Abstract

Two genes encoding the isoforms heat shock proteins (Hsp)90a and
Hsp90p constitute the Hsp90 subfamily. In addition to their role in regulating
mineralocorticoid and glucocorticoid receptors, these proteins have been
associated with nitric oxide production. However, little is known regarding Hsp90
isoform expression and regulation in kidney. In this study we characterized the
expression and localization of Hsp90 isoforms and evaluated the influence of low
sodium intake on their expression and distribution in kidney by using reverse
transcription—polymerase chain reaction, Western blot, and immunohistochemistry
techniques.

We found that Hsp90a and Hsp90pB were expressed abundantly in both the
renal cortex and the medulla; however, Hsp90 isoform expression was higher in
the medulla than in the cortex. Immunohistochemistry of Hsp90a and Hsp90p3
showed intense staining in the apical membrane of proximal and distal tubules. In
the outer cortex these proteins were localized in the cytosol, where as in the inner
renal medulla they were restricted mainly to the basolateral membrane. Expression
of Hsp90o and Hsp90B was upregulated in the renal cortex during sodium
restriction. In addition, both proteins exhibited redistribution from the cytoplasm to
the basolateral membrane in thick ascending limb cells when rats were fed with a
low-salt diet. Our results showed that Hsp90a and Hsp90p were expressed
abundantly in renal tissue.

Expression and localization patterns under normal and salt restricted intake

were different between the cortex and the medulla, suggesting that these proteins



may be involved in indifferent processes along the nephron. Hsp90a and
Hsp90p upregulation induced by a low-sodium diet together with redistribution in
thick ascending limb cells suggests that Hsp90 plays a role in the modulation of

sodium reabsorption under these circumstances.
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Il Introduccidén

A. Fisiologia renal

En el cuerpo humano, los rifiones estan situados en la parte posterior del

abdomen por fuera de la cavidad peritoneal, cada uno pesa aproximadamente 150
g, hacia la mitad del rifidn se observa una muesca llamada hilio en el cual pasa la
arteria y vena renal. Mediante un corte sagital del rifidn se pueden observar dos
regiones principales llamadas corteza y medula renal. En ellos se realizan
procesos de filtracidén y reabsorcion de liquidos, electrolitos y nutrientes, el riego
sanguineo en ambos rifiones es de 1200 ml/min, lo que representa el 20% del
gasto cardiaco’.
El riidn es un organo altamente vascularizado encargado de regular el tono
vascular y la homeostasis celular, dentro de sus principales funciones se
encuentran la excrecién de productos de desecho, la regulacion del volumen y la
composicion de los liquidos corporales, ademas de la regulacion de la
osmolaridad, el equilibrio acido base, la excrecién de productos de desecho, la
regulacion de la presién arterial y la secrecién de hormonas.

La unidad funcional del rifidn es la nefrona y en cada uno de los riflones hay
aproximadamente un millén de ellas. Cada nefrona esta formada por el glomérulo,
el tubulo proximal, el asa de Henle y el tubulo distal que se conecta al tubulo
colector que es comun para varias nefronas. Las nefronas pueden clasificarse
segun sus localizaciones como corticales y yuxtamedulares, las primeras tienen su
penacho glomerular en la corteza y las segundas en la parte profunda de la

corteza cerca de la médula. El 80% de las nefronas son corticales y el 20%



yuxtamedulares. En la corteza renal se encuentran los glomérulos, tubulos
proximales y tubulos distales, mientras que, en la medula se localiza el asa de

Henle y los tubulos colectores como se muestra el la Fig 1.

Nefrona
Macula densa
Glomérulo
Cort
oreza Corteza
Medula l _.-".. Tubulo proximal Tubulo distal
— o o | ] [ — — -
<+— Tubulo colector
......... < ‘Asa de Henle
""""" ascendente
------ Asa de Henle —p 7
______ descendente
Medula
Pelvis Renal
U .

Fig 1. Corte sagital del rifion humano, donde se muestra la corteza y medula renal y una caricatura de la nefrona.

El glomérulo es donde se realiza el proceso de filtracion de la sangre y los
liquidos corporales, esta constituido por una red de capilares compuestos por
células epiteliales, membrana basal glomerular y el endotelio fenestrado. En el
glomérulo se filtra la mayoria de los solutos de bajo peso molecular a excepcion
de las proteinas, este filtrado es conducido del espacio de Bowman hacia el tubulo
proximal el cual consta de tres secciones llamadas S1, S2, y S3 estas regiones
estan provistas de una membrana apical que presenta multiples invaginaciones
llamadas borde en cepillo y es aqui donde hay una seleccion exhaustiva de la

mayoria de los nutrientes como glucosa, electrolitos y aminoacidos para ser



reabsorbidos de manera eficiente en este segmento de la nefrona, se estima que
en el tubulo proximal se reabsorbe el 60% del sodio filtrado. El fluido tubular
continta hacia el asa de Henle que esta formada por una rama descendente y otra
rama ascendente. El asa de Henle descendente es altamente permeable a la urea
y al agua se estima que aqui se reabsorbe hasta el 20% del agua filtrada, mientras
que la porcidon ascendente es impermeable al agua. Sin embargo en esta region
se reabsorbe hasta un 20% de sodio lo que constituye un mecanismo importante
para el mantenimiento de la tonicidad del intersticio. Al finalizar la rama
ascendente y comienzo del tubulo distal hay una capa de células situadas en la
pared los tubulos asi como en la pared de la arteriola aferente (ubicada en el
glomérulo) llamadas macula densa. Se sabe que este grupo especializado de
células esta encargado de percibir cambios en la concentracion de sodio del fluido
tubular, de esta manera puede activar los mecanismos pertinentes para la
conservacion de sodio lo que se conoce como mecanismo de retroalimentacion
tubulo glomerular. En el tubulo distal se reabsorbe del 10 al 15% de sodio y otros
electrolitos y es practicamente impermeable al agua. Esta parte se conecta con la
ultima seccion de la nefrona denominada tubulo colector donde se realizan
procesos de reabsorcion de sodio y balance acido base asi como la recoleccién de

la orina para ser llevada a la vejiga 2.

B. Proteinas de choque térmico (Hsp)

Se conoce que el rifidn es susceptible a diferentes condiciones y a factores
externos que desequilibran su homeostasis celular. Ante esta situacion hay

diferentes mecanismos que se activan para tratar de compensar el dafio celular.



Uno de estos mecanismos de defensa celular fue descrito por primera vez en 1962
por Ritossa y col %, quienes observaron que en las glandulas salivares de
Drosophila melanogaster el aumento de la temperatura producia la sobre-
expresion de proteinas de 27 y 70 Kilo Daltones (KDa) a las cuales se les
denomind proteinas de choque térmico por sus siglas en ingles Hsp (Heat Shock
Proteins) *. Desde ese momento se abrié un campo nuevo hacia la caracterizacion
de estas proteinas, asi como para conocer los mecanismos en los que intervienen
para la defensa celular en respuesta a diferentes tipos de agresiones.

Las Hsp forman una familia de proteinas numerosa que se clasifican de
acuerdo a su masa molecular la cual varia de los 10 a los 150 KDa y se
encuentran desde bacterias hasta mamiferos *°. Algunas de estas proteinas se
expresan constitutivamente y otras son inducibles. La tabla 1 muestra la
clasificacion de las familias descritas en eucariontes asi como su localizacion y

expresion °.



Tabla1. Clasificacién de las proteinas de choque térmico en eucariontes

Familia Nombre Localizacion Expresion
Hsp10 Mitocondria Constitutiva
Small o A cristalina Citoplasma y nucleo Constitutiva
Hsps o B cristalina Citoplasma Constitutiva
Hsp27 Translocacion nuclear Constitutiva e inducible por calor
Hsp32 Citoplasma Inducible
Hsp 40 Hsp40 Citoplasma nucleo Constitutiva
Hsp47 Reticulo endoplasmico Constitutiva
, . Constitutiva
Hsp58 Reticulo endoplasmico I
Hsp 60 HSSGO Mitoconé)ria Constitutiva
TRIC Citosol Constitutiva
Hsc70 Citoplasma Constitutiva
Hsp 70 Hsp72 Translocacién nuclear Inducible
Hsp75 Mitocondria Constitutiva
Grp 78 Reticulo endoplasmico Constitutiva
TRAP . - :
Hspb 900, C!toplasma Constltutlvg/ Ir_1du0|ble
p
Hsp 90 Hsp 90p Citoplasma Constitutiva
P Reticulo endoplasmico Constitutiva
Grp94
Hsp104 Citoplasma Constitutiva
Hsp1l10 Hsp110 Citoplasma nucleo Constitutiva
Grp 170 Reticulo endoplasmico Constitutiva

En condiciones fisiolégicas las Hsp estan involucradas en el transporte la
maduracion, plegamiento, regulacion alostérica de proteinas y en el transporte de
proteinas hacia sus compartimentos celulares & 9 10 11.12.13.14 /| 5 mayoria de las
proteinas de choque térmico se inducen bajo condiciones de estrés celular, ya sea
por hipertermia, o hipotermia. También se conoce que estas proteinas pueden
inducirse mediante procesos como hipoxia, isquemia, inflamacion y por la
presencia de metales pesados como zinc, hierro, cadmio, mercurio y arsénico® "

asi como por intoxicacion con farmacos o por la exposicién a radiacién ionizante ®

15,16, 17, 18, 19, 20



Proteinas de bajo peso molecular o “Small” Hsp's

De manera general las small Hsp’s estan involucradas en la polimerizacion
y despolimerizacion de la actina y la tubulina, asi como también parecen contribuir
a la activacion de la via de las cinasas MAPK, que a su vez fosforilan a Hsp25/27
lo cual evita la formacion de multimeros y por lo tanto desensamblan el complejo
de chaperonas que se ha asociado como proteccion a los efectos de los diferentes
tipos de estrés * 8,

Hsp40 y Hsp60

Hsp40 y Hsp60 forman parte del complejo citosolico de chaperonas que
ayudan a la reparacion de proteinas parcialmente dafiadas, ademas de participar
en los mecanismos de adaptacion a estrés osmético en las células renales 8.
Hsp70

Otro grupo de Hsps son las de 70 KDa, de las cuales actualmente se
conocen tres isoformas Hsp70c, Hsp72 y Hsp73, esta ultima conocida como la
isoforma inducible. Esta subfamilia es una de las mejor caracterizadas en el tejido
renal, pues han sido identificadas en células renales en condiciones normales y
después de diferentes procesos adversos como la hipoxia, la isquemia-reperfusion
y en patologias como la hipertension; Hsp72 fue asociada con procesos
citoprotectores posteriores a isquemia reperfusion e incluso en la reparacion del
epitelio tubular dafiado. Otra funcion fisiologica de las Hsp70 es su interaccion con
las proteinas que son blanco de degradacion e incluso con proteinas de la familia
Bcl2 (linfoma de células B-2) antiapoptdticas.?! %.

Se ha descrito que Hsp70 puede proteger a las células nerviosas y

cardiacas cuando hay aumento de la temperatura, también en fibroblastos de



20 Otra de las

ratdbn la sobre-expresion de Hsp70 confiere termotolerancia
funciones descritas en rata sobre Hsp70 es que puede reducir el grado de
isquemia fria al que se somete el corazon durante el transplante es decir el tiempo
que el 6rgano permanece fuera del organismo sin que halla flujo sanguineo. % 242°

Recientemente, se demostré que la preinduccion de Hsp70 por un
proceso de isquemia-reperfusion, confirié proteccion renal a un segundo episodio
de isquemia, lo que sugiere que esta proteina juega un papel citoprotector durante

el fendmeno de isquemia-reperfusion®.

Hsp's de 100 a 150 KDa

También existe evidencia de que la induccién de Hsp27 y Hsp110 en
cardiomiocitos aislados de rata, confiere proteccién después de un aumento de
temperatura o un proceso de isquemia reperfusion 8. Las proteinas de la
subfamilia de 110KDa estan involucradas en el mantenimiento o la regulacion de
la osmolaridad renal. Se ha descrito en raton que Hsp94 y Hsp110 se localizan en
la medula interna especificamente en los tubulos colectores. En procesos como la
deshidratacién es decir que hay un aumento en la osmolaridad renal, se observo
que hay sobreexpresion de Hsp94 y Hsp110 en ese segmento de la nefrona. Al

parecer estas proteinas juegan un papel protector durante el estrés osmético de la

medula renal &.



C. Proteinas de choque térmico 90

La subfamilia de Hsp de 90 KDa esta compuesta por dos proteinas
codificadas por dos genes diferentes, conocidas como Hsp90a y Hsp90p. en
humano o hsp84 y hsp86 en raton 2® 27 26, Ambos genes son multicopia y se ha
identificado en diferentes cromosomas; Hsp90a. esta ubicado en los cromosomas
1, 3, 4, 11 y 14 con un tamafo de 7393 pb, generando un transcrito de 2912 pb
que traduce una proteina de 733 aminoacidos. Hsp90p esta codificada en los
cromosomas 4, 6, 10, 13, 14 y 15 con un tamafio de 8210 pb, un RNAm de 2567
pb que produce una proteina de 726 aminoacidos.? **

Las Hsp90 constituyen cerca del 1% de la proteina soluble en la célula, se
ha reportado que las dos proteinas son constitutivas, sin embargo, Hsp90a es
conocida también como la isoforma inducible ' 32,

Recientemente se han identificado proteinas homoélogas a esta sub-familia
que forman parte de ella, aunque hay controversia pues algunos autores sugieren
que podrian ser clasificadas en la familia de 70 Kda. Estas proteinas se conocen
como TRAP y Gp94 en la mitocondria y el reticulo endoplasmico, ademas de la
proteina Hsp90N que se localiza en tumores pancreaticos malignos con un peso
aproximado de 75 KDa, se ha asociado con la transduccién de sehRales
promitogénicas via RAF-1 en procesos neoplasicos y es sobreexpresada en

células de carcinomas pancreaticos > 3

. Estas proteinas estan altamente
conservadas ya que se encuentran presentes desde arqueas hasta mamiferos
superiores y se cree que proceden de un ancestro comun que evolucion6é hace

500 millones de afios.®



Requlacién Transcripcional

Las secuencias de Hsp90a y B de humano y ratén son 96 % homdlogas,
mientras que entre ambas isoformas hay 86 % de homologia. Ambas proteinas
son citosolicas y a diferencia de otras Hsp’s eucariéticas presentan intrones. Se
conoce que el primer exon de las Hsp90s no se traduce comenzando la
transcripcién a partir del segundo exoén, por lo que se ha propuesto que estas
proteinas son reguladas de forma diferente al resto de Hsp's > % % Las Hsp
eucaridticas en general son cis reguladas, a través de elementos de respuesta de
choque térmico (HSE) localizados en las regiones reguladoras de estos genes:.

Los genes de ambas proteinas son diferentes en la region 5’ no transcrita y
en el tamafo de los intrones, lo que sugiere que cada una es regulada de forma
distinta.*"En células Jurkat (células T en leucemia) se demostrd que Hsp90a. es
altamente regulada por al menos 3 secuencias HSE con el siguiente motivo,
‘nGAAnN’ localizadas en la region 5 y que son de vital importancia para la
expresion constitutiva e inducible de la proteina. En cambio Hsp90p es regulada
de manera diferente, pues los elementos de respuesta a estrés térmico se
localizan en dos regiones diferentes; uno en la regién 5 no transcrita y es
necesario para la expresion constitutiva del gen, mientras que el otro esta
localizado en el primer intrén y es esencial para la transcripcién del gen de manera
inducible, ya que se sabe que dos de ellos funcionan como potenciadores de la
transcripcion en condiciones celulares adversas®® %',

Ambas Hsp90 son reguladas por el factor de transcripcion de choque

térmico 1 HSF-1. En condiciones normales HSF-1 se localiza en el citoplasma

10



unido a diferentes chaperonas incluyendo la Hsp90 en estado inactivo, cuando se
produce estrés celular ya sea fisico o quimico, HSF-1 es liberado del complejo y
se transloca al nucleo donde se forma un trimero activo y que se une a los HSE,

activando la trascripcion de los genes de choque térmico 3373940

Estructura Tridimensional

La estructura cristalina del extremo amino terminal de Hsp90 de levadura y
de humano, esta constituida por 8 hojas beta plegadas antiparalelas y nueve alfa
hélices que forman una estructura de sandwich o/ (Fig. 2). Se observd que
ambas proteinas tienen un sitio de union de ATP en este extremo, dando una
estructura tridimensional inusual y similar a la DNA girasa y la proteina MutL

reparadora del DNA que requiere ATP para formar una unién o anclaje al DNA.

41.

Figura 2 Estructura tridimensional de Hsp90 de
Saccharomices cerevisiae. En amarillo se muestra la
molécula de ATP unida a ella. Hsp90 esta conservada
evolutivamente desde bacterias hasta mamiferos y el
dominio ATPasa solo difiere de sus homologas de
diferentes especies en la manera mas laxa o compacta
de unién al ATP o sus inhibidores como la geldanamicina

y el radicicol.

11



La estructura proteica de ambas isoformas revela la presencia de cuatro
dominos bien caracterizados, el primero es el amino terminal donde se localiza el
sitio de union de ATP, también conocido como dominio ATPasa, donde el ATP es
hidrolizado mediante diferentes ciclos de asociacion y disociacion entre Hsp90 vy
sus proteinas cliente.

La actividad de Hsp90 puede ser regulada por la unién con algunas
cochaperonas, las cuales promueven la interconversion de ATP a ADP y de esta

forma regulan la unién con sus proteinas clientes especificas'® 1> 4!

. Las proteinas
cliente son todas aquellas proteinas con las que Hsp90 interactua y puede
modificar, estabilizar o incluso aumentar su actividad.

El segundo dominio es llamado “cargado”, ya que, es una region de 30
aminoacidos aproximadamente con carga negativa del cual se desconoce su
funcion especifica. El tercer dominio es el llamado “dominio medio” en donde se
unen proteinas y cinasas como Akt y por ultimo el dominio carboxilo terminal que
se requiere para la dimerizacién (Fig. 2) la cual es una union flexible y producto de
cambios en las condiciones fisiolégicas como el aumento de temperatura y el
estrés quimico entre otros®'. Existen diversos estudios que muestran que ambas
proteinas pueden formar dimeros; generalmente homodimeros, aunque la
isoforma f puede encontrarse en forma de monémero Fig. 3.3" 3242,

Estudios bioquimicos recientes de Hsp90 muestran que en el extremo
carboxilo hay un segundo sitio de unién a ATP, que es sensible a novomicina y

cis-platino; aparentemente para que este sitio sea activo es necesaria la

interaccion con el dominio medio, es decir es necesario que adopte una

12



conformacion adecuada para que el sitio de union a ATP quede expuesto y se
una. Sin embargo, hay muy poca evidencia sobre las condiciones para que este
sitio adquiera actividad. Estos autores sugieren que este sitio estara disponible
solo si antes; el sitio ubicado en el extremo amino se encuentra ocupado ya sea
por ATP o por sus inhibidores. Sin embargo, la funcién de este sitio es aun
desconocida, algunos autores sugieren que ambos sitios podrian funcionar de

forma cooperativa.*> 43

Fig. 3. Dimerizacion de Hsp90. Representa la formacion de dimeros por la unién del extremo carboxilo, ademas del cambio
de conformacioén o plegamiento de ambas isoformas cuando hay un aumento de temperatura. N amino terminal, C carboxilo
terminal.

Hsp90 vy sus proteinas cliente.

Como se menciono anteriormente, las Hsp’s 90 participan en el transporte y
plegamiento de otras proteinas. Las funciones especificas de Hsp90 no se
conocen con exactitud, pero se ha descrito que interactian con mas de 100
proteinas cliente. Para que esta interaccion se lleve a cabo es necesario primero
la interaccion de otras cochaperonas como Hip, Hop, Hsp40 e inmunofilinas entre
otras para estabilizar a Hsp90 y asi facilitar su interaccion con proteinas G y
factores de transcripcion, como el factor de choque térmico 1 HSF-1, el factor
inducible de hipoxia 1 HIF-1, asi como los factores de transcripcion, receptores de
hormonas esteroideas GRF entre otros ** *°.

Hsp90 interviene y media diferentes procesos celulares como el ciclo

celular, respuesta inmune, estrés celular, apoptosis, cancer, reestructuracion del
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citoesqueleto, regulacion del tono vascular; lo que sin duda hace complejo su

estudio. La tabla 2 muestra las proteinas cliente de Hsp90.%" %647,
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Tabla 2 Proteinas Cliente de Hsp90

Chaperonas

Aha1

Cdc37 (p50CS-incluyendo p23 relativos SGT1, RAR1,
Siah-1-proteina de interaccion (SIP)

Hsp70

Dna J humana

p23 (=Sba1)

Proteinas con motivos TPR incluyendo Hop
(=Sti1), FKBP52 (FKBP51, cyclofilinas-40

(Cpr6 and Cpr7), PP5, Tom70, XAP-2
(AIP=ARA9), Cns1 homdloga a la de Drosophila
Dpit47, CHIP, UNC-45 (=She4),

Tpr2 (=mDj11=CCRP), CRN

S100A1

Sse1

Cinasas

Akt/PKB

Aurora B

Ber- Abl

Casein cinasa lla subunidad catalitica
Cdk4, Cdk6, Cdk9

Chk1

c-Mos

Cinasa con dominio de muerte RIP
Cinasas eEF-2

Cinasas elF2-a HRI, Gen2, Perk, PKR
ErbB2 (Receptor mutante de EGF)
FIt3

GRK2

Cinasas de IkB a, B, Y, €

Receptor de insulina tipo 1

KSR

Lkb1

Factores de Transcripcion

Receptor 12(S)-HETE

Todos los receptores esteroides de vertebrados(GR, MR,
ER, PR, AR)

CAR

v-erbA citoplasmatica

PPARa (PPARB)

PXR

Hap1

HSF-1

Mal63

p53

Todos los miembros del los receptores de dioxina PAS
Sim

HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a

Stat3 (También en complejos con caveolina-1)

MEK MEKK1 and MEKK3
Mik1

MLK3

MOK, MAK, MRK

NIK

PDK1

Pim-1

Pik1

pp60v-src, c-src

src tirosin cinasas relacionadas a yes y fps, fes, fgr, y Ick
Raf-1, B-Raf, Ste11
RET/PTC1

TAK1

TBK1

trkB

VEGFR2

Wee1, Swe1

Interacciones de Hsp90 con mas de sus 100 proteinas cliente. Picard home page 2004

D. Hsp90 en el rindn

Una de las principales funciones del rifidn es la regulacién de sodio y agua,

por lo que una disminucion en la concentracién de sodio en el rifidn o un aumento

en la excreciéon de potasio propicia la activacion del sistema renina angiotensina

aldosterona (SRAA), que conduce a aumento en la concentracion de angiotensina

Il y desencadena una cascada de transduccion de sefales mediada por los



receptores de angiotensina AT1. Este receptor esta acoplado a proteinas Gq
heterotriméricas, estas activan a la fosfolipasa C que hidroliza al fosfatidil inositol 3
fosfato formando diacil glicerol e inositol trifosfato (IP3) que actiuan como
segundos mensajeros. La produccion de IP3 desencadena la liberacion de Ca?*
intracelular del reticulo endoplasmico. Se cree que el aumento en la concentracion
de Ca** favorece la liberacién de aldosterona 2.

La aldosterona es wuna hormona esteroidea, conocida como
mineralocorticoide, que es secretada por las células de la zona glomerulosa en las
glandulas suprarrenales. Es una de los mayores reguladores de la concentracion
de Na™ en el organismo, pues esta encargada de mediar la reabsorcion de sodio y
secrecion de potasio en el rifidn. Por su naturaleza hidrofobica la aldosterona
difunde libremente a través de la membrana y se une a sus receptores
intracelulares localizados en las células epiteliales de los tubulos distales y
colectores. Su receptor esta unido a diferentes proteinas incluyendo Hsp90.

En 1990 Matsubara y col “.; desarrollaron un anticuerpo dirigido hacia
Hsp90 de cerebro de bovino y observaron que es altamente especifico para
células nerviosas, pero ademas mostraron que este anticuerpo era capaz de
reconocer a Hsp90 en tejidos de otras especies.

Este grupo realizé estudios de inmunohistoquimica e inmunofluorecencia en el
tejido renal de rata en condiciones normales y describié la presencia de Hsp90 en
el citoplasma de las células de los tubulos proximales y distales de la corteza renal
y este fue uno de los primeros trabajos que mostré la presencia de Hsp90 en el

tejido renal *®
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La funcién renal mas conocida hasta el momento de Hsp90 es su unién y
estabilizacion de receptores de glucocorticoides y mineralocorticoides, en donde
ademas actuan Hsp70, Hip (p48), Hop (p56) y Hsp40 formando un complejo con
Hsp90, que se traduce en un aumento de la afinidad por la hormona esteroidea.
Una vez que la hormona se une a su receptor, Hsp90 y cochaperonas ayudan a
translocar el complejo hormona-receptor al nucleo donde es liberado y activa la
transcripcion de genes lo cual potencia la reabsorcion de Na® y agua en las
células epiteliales renales del tubulo distal y colector. *® *°. Hay evidencia que
muestra que el complejo Hsp90 y cochaperonas puede activar la trascripcidn de
otros genes, como el de la calcineurina. Por lo tanto, Hsp90 regula los efectos de
la aldosterona en el rifion.*" %2,

Se conoce también que las Hsp90's se asocian a las sintasas de oxido
nitrico neuronal, endotelial e inducible (nNOS, eNOS e iINOS, respectivamente), lo
que produce que estas enzimas sean mas activas y por lo tanto que aumente su
produccién de o6xido nitrico (ON), el cual posee propiedades vasoactivas que
contribuyen de forma importante en la regulacion del tono vascular renal. Se ha
descrito que Hsp90 potencia la fosforilacion de eNOS en células endoteliales de
bovino, lo que se traduce en un aumento de la produccion de ON % 5% 9556

Recientemente, Ortiz y col *’., mostraron en asas de Henle perfundidas y
aisladas que el ON producido por eNOS resulta en una reduccién de la
reabsorcién de Na* y CI” por la inhibicion del cotransportador de Na*K™2CI" (CSB).
Es importante recordar que en este segmento de la nefrona se reabsorbe del 20 al

25% de sodio filtrado y ademas es impermeable al agua, lo que mantiene una

adecuada tonicidad en la medula renal, por lo que cambios minimos en el fluido
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tubular se veran reflejados en la excrecion y reabsorcion de sodio. En otro estudio
realizado por el mismo grupo en las mismas condiciones, observaron que un
aumento en el fluido luminal en el asa de Henle produce un aumento significativo
de la actividad de eNOS conduciendo a una mayor liberacion de ON vy
favoreciendo la migracion de eNOS desde el citoplasma y la membrana
basolateral, hacia la membrana apical, ademas mostraran que esta migracion
siempre esta acompafiada por Hsp90. También observaron que cuando no hay
flujo luminal el patrén de localizacion de ambas proteinas es difuso en toda la
célula. Por otro lado, debido a la interaccion entre Hsp90 y eNOS incubaron las
asas de Henle con geldanamicina, un inhibidor especifico de Hsp90, y no
observaron translocacion de Hsp90-eNOS. Esto sugiere que Hsp90 es necesaria
para la translocacion de eNOS y que la interaccion de estas proteinas podria

contribuir a la reabsorcion de sodio en el asa de Henle.?" %8,

E. Hsp 90 en condiciones fisiopatoldgicas renales

En cuanto a condiciones fisiopatologicas se ha encontrado que la
intoxicacion con metales pesados como mercurio, zinc, cobalto, fierro y arsénico,
producen aumento de la expresion de Hsp90 en el tejido renal.

Fukuda y col *°

., estudiaron el efecto de la administracién intraperitoneal
de nitrilotriacetato férrico (Fe-NTA) en ratones produciendo dafio oxidante e
incremento la incidencia de adenocarcinoma renal. Estos autores observaron que
una sola dosis de Fe-NTA es capaz de incrementar de manera significativa la

expresion de Hsp90 en células tubulares renales y que si se prolonga su

administracion por varios dias, de igual forma permanece la sobrexpresién de
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Hsp90 en el tejido renal, por lo que concluyeron que la presencia de Hsp90 podria

conferir resistencia hacia el dafio oxidante.

Somiji y col ., analizaron el efecto del cloruro de cadmio (CdCly) y
arsenito de sodio (NaAsO;) en cultivos primarios de células de tubulo proximal
humanas, las cuales fueron aisladas de biopsias de pacientes que padecian
carcinoma renal. Estas células fueron incubadas con diferentes dosis de CdCl, y
no observaron cambios en la expresion de ambas isoformas, sin embargo cuando
las células fueron expuestas (NaAsO;) a mayor temperatura hasta 42.5°C,
observaron un aumento significativo en la expresion de Hsp90a y Hsp90p, tanto
en los niveles de RNAm como en la proteina.

Otro modelo en el cual se ha estudiado la expresion de Hsp90 es durante
la administracion de farmacos nefrotéxicos. Se ha demostrado que la
administracion gentamicina en la rata durante 14 dias, produce aumento en la
concentracion de creatinina y urea plasmatica, ademas de propiciar aumento en la
expresion de Hsp90 en el segmento S3 del tubulo proximal. Esto fue comprobado
mediante analisis de inmunohistoquimica, de microscopia de luz y electronica,
donde se observd que hay acumulacion de Hsp90 en los lisosomas de las células
epiteliales del tubulo proximal después de 36 horas de la administracion de la
gentamicina. Asi mismo se evaluo la presencia de Hsp90 durante 21 dias y se
comprobd que hay una expresion maxima a los 12 dias post administracion de los

farmacos nefrotoxicos y esta tiende a disminuir durante el periodo de recuperacién
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El cis-platino actualmente es utilizado en la practica clinica como un
medio de contraste '°. A pesar de ser Util se sabe que este farmaco es altamente
toxico ya que se ha reportado en ratas que una dosis Unica de 5 mg/Kg produce
insuficiencia renal aguda. También se ha caracterizado que este farmaco produce
cambios morfolégicos de la arquitectura renal, como dilatacion del segmento S3
del tubulo proximal. En este trabajo se demostro la induccion de Hsp90 en el asa
de Henle y en la membrana apical del tubulo proximal después de 24 horas de la
administracion de cis-platino. Asi mismo se comprobd la presencia de Hsp90 en
los dias 5 y 7 posteriores a la administracion en las células que se regeneran.

62 demostraron mediante Western blot e

Morita y col.,®"
inmunohistoquimica en la rata la presencia de Hsp73 y Hsp90 después de 60
minutos de isquemia unilateral renal con 12horas, 2, 3, 7 y 28 dias de reperfusion.
Se observo un abrupto incremento en la expresion de Hsp73 y Hsp90 después de
3 y 12 horas de reperfusion, estas proteinas fueron localizadas en el tubulo
proximal y en células de asa de Henle. Aunado a esto, observaron la presencia
Hsp90 después de 3, 7 y 28 dias de reperfusion y comprobaron que esta persiste
en las regiones de regeneracion celular. Estos autores proponen que ademas de
que Hsp90 se expresa de manera constitutiva esta puede sobrexpresarse cuando
hay dafo tubular en etapas degenerativas y regenerativas lo que le confiere un
papel protector en ambos casos.

Poco se conoce del papel de Hsp90 en condiciones fisiopatoldgicas, en
humanos se ha reportado un caso unico, en el cual un paciente padecia

insuficiencia renal aguda con oliguria aunado a una severa hipertension. A este

sujeto se le tomo una biopsia renal, a partir de la cual se realizaron estudios de
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histolégicos e inmunohistoquimica que revelaron la sobrexpresion de Hsp90 en el
citoplasma de las células del segmento S3 del tubulo proximal en una etapa de
recuperacion y regeneracion ttbular."

Considerando lo anterior, todos estos estudios apuntan a que la
sobrexpresion de Hsp90 puede estar involucrada en procesos de reparacion
celular o proteccién bajo diferentes condiciones de estrés *°.

Sin embargo, cuando iniciamos este proyecto no se conocia si ambas
isoformas se expresaban en el rifdn y cual era su patron de expresion y
localizacién a lo largo de la nefrona y debido a que existe evidencia de que Hsp32,
Hsp25 ademas de Hsp70 son reguladas por Angiotensina Il en este proyecto
decidimos evaluar si la activacion del sistema renina angiotensina aldosterona

(SRAA) modula la expresion de ambas isoformas.
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[1l. Justificacion

Las proteinas de choque térmico de 90KDa (Hsp90oa y Hsp90p)
constituyen una subfamilia de proteinas muy abundantes, pues integran del 1 al
2% de las proteina soluble total y se expresan de manera ubicua en la mayoria de
los organismos, asimismo se ha descrito que participan en muchos procesos
fisioldégicos algunos de los cuales son de vital importancia para la fisiologia renal.
Sin embargo, aun no se sabe si ambas isoformas se expresan en el tejido renal y
cual es su funcion. Por lo tanto, es necesario conocer si las dos isoformas se
expresan en el rindn y saber si estan involucradas en el mantenimiento de la
homeostasis renal o los mecanismos que regulan su expresion. Otro aspecto
importante a considerar es si las Hsp90 podrian ser parte del mecanismo por el
cual se presenté un efecto protector hacia algun tipo de enfermedades renales

cronico degenerativas como la diabetes e hipertension.



IV. Hipotesis

1. Si Hsp90 es una molécula que se expresa en condiciones normales en el
tejido renal y comprende del 1 al 2% de la proteina soluble total, entonces

Hsp90a y Hsp90p podrian expresarse y localizarse en el tejido renal.

2. Si ambas isoformas se localizan en el tejido renal su expresion podria
modificarse durante la dieta baja en sodio DBS donde esta activado el

sistema renina angiotensina aldosterona.



V. Objetivos
1. Caracterizar la expresion y localizaciéon de Hsp90a y Hsp90p en el
tejido renal en condiciones normales.
2. Caracterizar la expresién y localizacion de Hsp90a y Hsp90p
durante la activacién del sistema renina angiotensina aldosterona

con dieta baja en sodio (DBS).



Métodos



VI. Métodos

A. Animales de estudio

Se incluyeron 32 ratas de la cepa Wistar, especie Rattus norvegicus macho
de 250-300g de peso, expuestas a periodos de luz/oscuridad de 12 por 12 h, en
condiciones constantes de temperatura y humedad relativa de 18-19°C y 65%

respectivamente. Las ratas fueron divididas en 2 grupos diferentes:

1. Grupo control (N) que consistié de 16 ratas normales que se mantuvieron
con dieta estandar conteniendo 0.4% de sodio y libre acceso de agua.
a) Seis ratas se utilizaron para extraer RNA de rifion
b) Seis ratas se utilizaron para extraer proteinas totales de corteza y
medula renal
c) Cuatro ratas fueron empleadas para estudios de inmunohistoquimica
2. El grupo experimental consistio en 16 ratas que fueron alimentadas con
dieta baja en sodio DBS por 21 dias la cual contiene 0.02% de Na" y
acceso libre a agua
a) Seis ratas fueron utilizadas para extraer RNA total de rifién
b) Seis ratas se utilizaron para extraer proteinas totales de corteza y
medula renal
c) Cuatro ratas se emplearon para estudios de inmunohistoquimica en

corteza y medula renal



Al finalizar el experimento, todos los animales se colocaron en jaulas
metabdlicas durante 24 h para determinacion de creatinina urinaria, excrecion
urinaria de Na®, osmolaridad y proteinuria. Antes del sacrificio las ratas se
anestesiaron con pentobarbital sodico via intraperitoneal 30 mg/Kg y se tomaron
muestras de sangre mediante puncion de la aorta para determinar los niveles
séricos de creatinina y aldosterona. Posteriormente, se extrajeron ambos rifiones y
se separaron en corteza y médula microscopicamente. Ambas regiones del rifion,
se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su
procesamiento.

B. Estudios Bioquimicos

Aldosterona en suero.

Para determinar si el sistema renina angiotensina aldosterona se
encontraba activado durante la restriccion de sodio (DBS) se determinaron niveles
plasméticos de aldosterona mediante radioinmunoanalisis (RIA) con un estuche
comercial (Dia Sorin S.p A Italy). Este es un método de competencia, en el cual se

emplea aldosterona purificada y marcada con yodo'?® (1*?

) y aldosterona no
marcada presente en las muestras de estudio. Se utilizan tubos que tienen
adherido un numero limitado de anticuerpo contra aldosterona marcada;
posteriormente las muestras se incubaran en las mismas condiciones, se realizan
lavados para retirar el exceso y la concentracién de aldosterona marcada con [*?°
unida al anticuerpo fijo es inversamente proporcional a la concentracion de
aldosterona no marcada presente en las muestras.

Primero se realizé una curva patron con los estandares de concentraciones

conocidas de aldosterona que variaron desde 0, 100, 250, 500 y 1000 pg/mL, se



incuban 200 ul de cada punto de la curva o con cada muestra y se adicionarén
500 ul de trazador, las muestras se agitaron e incubaron durante 18 a 22 h a
temperatura ambiente, una vez transcurrido este tiempo se retiré la mezcla de
incubacién y se midié la radiactividad de los tubos en un contador gamma contra
I*2°. Se calculé la concentracién de aldosterona presente en los estandares con la

siguiente formula. Restando el valor de fondo.

B/Bo% = C P M de calibrador o muestra X 100
C P M del calibrador cero

La concentracion de cada muestra se calculd interpolando en la curva

patron y se expreso en pg/ml o ng/ml.

Depuracién de creatinina

Este es un parametro muy aproximado para evaluar la filtracion glomerular
es decir la funcion renal. La concentracion de creatinina se determind en la orina
de 24 h y en la muestra de suero tomada antes del sacrificio. Los niveles de
creatinina se determinaron por medio de un analizador de creatinina Il de
Beckman, en el cual se lleva a cabo una reaccion calorimétrica entre acido picrico
e hidroxido de sodio. La depuracion de creatinina se calculé con la siguiente

formula.



Ccr = Flujo urinario X [ Ucr ]
[ Pcr]

Donde:

Ccr: Depuracion de creatinina.

Ucr: Concentracion urinaria de creatinina.
Pcr: Concentracién plasmatica de creatinina.

Flujo urinario = Vgina/24h
Electrolitos
El sodio (Na') urinario se determindé en la orina de 24 h mediante el

potencial de i6n selectivo en un analizador de electrolitos NOVA 4.

Fraccion Excretada de Sodio (FEna)

Con la concentracién de sodio en orinay en plasmay la concentracion de
creatinina en orina y plasma, se determind la fraccion excretada de sodio
utilizando la siguiente formula:

FENa(%)= UNa x Pcr
PNa x Ucr X 100
Donde:

UNa: Concentracion de sodio en orina.
Pcr: Concentracién creatinina plasmatica.
PNa: Concentracion plasmatica de sodio.

Ucr: Concentracion de creatinina en orina



Osmolaridad.

La osmolaridad fue determinada en las orinas con un micro osSmomeétro
(Advanced Instruments Inc. 3300) determinando la disminucion del punto de
congelacion de cada una de las muestras. Esta disminucidbn se debe a la
concentracion de sales presente en cada muestra. Conforme aumenta la
concentracion de sales, disminuye de manera significativa el punto de congelacion
del agua. Las orinas fueron descongeladas y se agitaron por 30 s, se dejaron
sedimentar por unos minutos, posteriormente, se tomo una alicuota de 20ul y se
colocé en el micro osmométro para su analisis.

La concentracion de proteinas presentes en la orina se determiné mediante
una técnica turbidimétrica, para lo cual se realizaron diluciones de la orina 1:20 en
un volumen final de 1 ml. Las muestras se agitaron y dividieron en dos partes
iguales de 500 ul cada una, posteriormente a una serie de tubos se les agregarén
125 ul de acido tricloroacético (TCA) al 10 % y al resto se le agregaron 125 ul de
solucion salina estos sirvieron como blanco reactivo. Se preparé una curva de
albumina con concentraciones de 100 a 500 ug/ml mediante diluciones seriadas.
Se tomaron 500 pl de cada concentracion y se les adicionarén 125 ul de TCA al 10
%, todos los tubos se agitaron vigorosamente y se dejaron reposar por 15 min. Se
determiné la absorbancia de proteinas en un espectrofotometro a 420 nm y se
calcul6 la concentracion de cada una de las muestras tomando como referencia la

curva de concentracion conocida. Ambas pruebas se realizaron por duplicado.



C. Expresiéon de Hsp90

Extraccion de RNA total

Para evaluar la expresion de Hsp90a y Hsp90B y GADPH (gliceraldehido 3
fosfato deshidrogenasa) se extrajo el RNA total de la corteza y medula renal, por
homogeneizacién en tiocianato de guanidina y ultra centrifugacién a través de un
gradiente de cloruro de cesio ® ® ® Una vez aislado el RNA, se determiné la
concentracion mediante espectrofotometria a 260nm y mediante un gel de
agarosa al 1% se verifico la integridad del mismo. Se trataron 50 pg de RNA de
todas las muestras con 2.5 pul DNAasa (InvitroGen) libre de RNAasas para evitar
una posible contaminacion con DNA gendmico. Una vez mas se determiné la
concentracion final de RNA total por espectrofotometria de luz ultravioleta a 260
nm con un espectrofotdmetro Beckman DU640 y se verifico la integridad del RNA
en un gel de agarosa-formaldehido al 1% mediante tincion en bromuro de etidio

bajo una lampara de luz ultravioleta (Ver Apéndice ).

Transcripcién reversa (RT)

La transcripcion reversa se llevé a cabo a partir de 2.5 pg de RNA total de
corteza 0 meédula tratadas previamente con DNAasa. El RNA se ajustd a un
volumen de 11 ul con agua grado biologia molecular y incub6 a 65° C durante 10
min para linearizar las moléculas de RNA. Se agregaron 9 ul de una mezcla que
contenia 200U unidades de transcriptasa reversa (MMLV Invitrogen), 100 pmol de
hexameros, 0.5 mM de cada nucleétido (ANTP) y 1x de solucién amortiguadora

para RT. La reaccion se incub6 a 37 °C durante 1 h y al finalizar se expuso a 95°C



por 5 min para desnaturalizar la enzima y la reaccion se llevé a un volumen final
de 40 pul ® %,

Se obtuvieron los iniciadores especificos para Hsp90 o y Hsp90 B, asi
como GADPH como gen control .

Hsp90 a

Sentido: 5’ ACA AGC ACA TAT GCG TTG ACAACA 3

Antisentido: 5’ TTC AGT TAC AGC AGC ACT GGT ATC 3

Tm= 68 °C y el producto de pcr esperado fue de 320pb

Hsp90 B

Sentido: 5’ ACC AGC ACCTAC GGC TGG ACAGCC 3

Antisentido: 5’GAT CTC ATC AGG AAC TGC AGC ATT 3

Tm= 75 °C y el producto de pcr esperado fue de 318pb

GADPH

Sentido: 5 GTA GCC ATATTC ATT GTC ATA 3’

Antisentido: 3° AAT GCATCC TGC ACC ACC AA5’

Tm= 58 °C y el producto de pcr esperado fue de 517pb

Para verificar la amplificacion de Hsp90 se corrieron los productos de PCR
en un gel de agarosa al 1.5 %. Se consiguié una sola banda de 320pb para
Hsp90a y 318 pb para Hsp90p ambas bandas se purificarbn mediante un estuche
comercial QIAquick (Qiagen, Hilden Germany) y los productos fuerdn

secuenciados automaticamente (Ver apéndice ).



RT-PCR semicuantitativa

Para realizar la reaccion de cadena de la polimerasa (PCR) de manera
rutinaria se realizaron cinéticas de amplificacion para cada par de iniciadores en la
corteza y medula renal en donde se emplearén 40 ul de un mezcla de RT de
diferentes muestras en presencia de [a*’P]-dCTP e iniciadores correspondientes
el volumen final de 200 ul el cual fue dividido en diferentes tubos de 20 ul cada
uno, posteriormente se amplific6 cada punto a un cierto nimero de ciclos y
finalmente los productos de PCR se corrieron en un gel de arcrilamida al 5%, los
geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y se observaron bajo luz ultravioleta, se
cortaron las bandas, se diluyeron en liquido de centelleo y se determinaron las
CPM (cuentas por minuto) en un contador de centelleo liquido. EI nimero de ciclos
ideal para cada gen se determind graficando las CPM con el nimero de ciclos en
una escala logaritmica y el ciclo optimo se determind a la mitad de la fase

exponencial.

Una vez determinada la fase exponencial de cada par de iniciadores se
realizaron las reacciones de PCR correspondientes en un volumen final de 20 pnl
en donde se emplearon 4 ul de la reaccion de la TR con solucion amortiguadora
para PCR 1X, Mg®*, 0.1 mM de cada dNTP, 0.2 uCi de [a**P]-dCTP, 10 puM de los
iniciadores de Hsp90a. Hsp90By GADPH como gen control 1x de Taq DNA
polimerasa (InvitroGen) agua grado biologia molecular. El programa de
amplificacion para todos los genes fue el siguiente: 5 min a 94 °C, 1 mina 94 °C ,1

min a 57 °C, 1 min a 72 °C 5 min de extension a 72 °C en un termociclador (T



personal Biometra). Los productos de la reaccion se separaron en un gel de
acrilamida-bis acrilamida al 5% y su presencia se detectdé mediante tincion en
bromuro de etidio bajo luz ultravioleta las bandas se cortaron y se diluyeron con
liquido de centelleo y la incorporaciéon de [0*’P]-dCTP se determiné con un
contador de centelleo liquido. La expresion se representa como la relacion de las

CPM del gen problema entre el gen control (Ver apéndice II).

D. Extraccion de proteinas y analisis de Western blot

Las proteinas fueron homogenizadas usando 6 diferentes cortezas y
medulas de los grupos control y DBS en 4 volimenes de solucion amortiguadora
de lisis (225 mM manitol, 75 mM de sacarosa, 0.1 mM de EDTA, 0.5 mM de
MOPS, 5 mM de benzamidina y 5 mM de DTT), los homogenados fueron
centrifugados a 4000 rpm por 4 min, se retiraron los restos celulares y en
sobrenadante se determind la concentracion de proteinas por el método de Lowry
(BIO-RAD). Se sometieron a electroforesis 50 ug de proteinas totales en un gel
SDS-PAGE al 7.5%. Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una
membrana de PDVF (Amersham), después las membranas fueron bloqueadas por
30 min en TBS-t ( amortiguador de TRIS - salino) suplementado con 5% de leche
descremada y posteriormente incubadas con el anticuerpo primario anti-Hsp90 por
30 min a 37 °C a una dilucion de 1:1000. Al final de esta incubacion las
membranas fueron lavadas durante 60 min en TBS—t posteriormente se incubaron
con el anticuerpo secundario IgG conjugado a HRP a una diluciéon 1:80000 durante

30 min a 37 °C y lavadas nuevamente por 60 min. Las proteinas fueron detectadas



mediante un estuche comercial de quimiolumnicencia (Amersham) por
autorradiografia, y las bandas fueron digitalizadas para su analisis densitométrico

(Ver apéndice 1lI).

E. Inmunohistoquimica.

Cuatro ratas del grupo control y DBS fueron cateterizadas en ambas
arterias femorales, en una se registro la tension arterial media (TAM) y por la otra
se prefundié con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) a pH 7.4 hasta que se
retir6 toda la sangre, posteriormente, se perfundi6 con una solucién de
formaldehido al 10 % hasta la fijacion total del tejido; después se retiraron ambos
rilones y se realizaron cortes macroscopicos los cuales fueron embebidos en
parafina para su posterior utilizacion.

Una vez que se insertaron en parafina se realizaron cortes de 3 um de
ancho de cada rifibn, se procedi6 a realizar las inmunohistoquimicas
correspondientes para Hsp90a y Hsp90B y el cotransportador de Na’K*2Cl". La
recuperacion del antigeno se hizo deparafinizando los cortes calentando a 55°C
por 3 min y los tejidos fueron hidratados en xilol durante 20 minutos y en etanol al
90%, 80% y 70% durante 10 min cada uno y finalmente en solucion amortiguadora
de fosfatos. Después de hidratados los cortes se calentaron en un horno de
microondas durante 5 min en una soluciéon amortiguadora de citrato 10mM a pH
6.0. Después se lavaron y cubrieron con peroxido de hidrogeno al 3% durante 15
min, transcurrido este tiempo se incubaron con los anticuerpos para Hsp90a,

Hsp90 B y Na'K*2Cl durante 30 min, y posteriormente fueron lavados con PBS 3



veces y se incubd el anticuerpo secundario acoplado a biotina durante 30 min, la
tincion final se completo adicionando 3.3-diaminobenzidina y fueron contratefidas
con hematoxilina de Meyer. Las muestras fueron analizadas con microscopia de

luz y digitalizadas para su analisis (ver apéndice 1V).

F. Andlisis Estadistico.

La significancia estadistica fue definida como una prueba de dos colas
p<0.05 y los resultados son expresados como el promedio + el error estandar del
promedio. La expresion de Hsp90 se muestra como la relacion de los productos de
PCR entre Hsp90 sobre GADPH. Las diferencias entre los grupos fueron

analizados por una prueba de t-student no pareada.



Resultados



VIl Resultados

Para conocer si Hsp90a y Hsp90p se expresan en el tejido renal, se incluy6é un
grupo de ratas Wistar macho de 300g de peso que fueron alimentadas con dieta
estandar para rata y tuvieron acceso libre de agua. Los animales fueron

sacrificados para realizar los estudios moleculares vy fisiolégicos.

A. Extraccion de RNA total

Se extrajo el RNA total de la corteza y medula renal. EI RNA total fue purificado
y tratado con DNAasa se cuantifico y se comprobo su integridad mediante
espectrofotometria de luz ultravioleta y geles de agarosa en condiciones
desnaturalizantes tefiidos con bromuro de etidio. En la Fig.1 se muestra un gel de
agarosa con el RNA extraido de la corteza renal, de las ratas alimentadas con
dieta estandar o con dieta baja en sodio. El gel de agarosa y la lectura de 260 y
280 nm mostraron que el RNA se encontraba en optimas condiciones pues se

distinguen claramente los RNAs ribosomales 28 y 18S.

Fig. 1. Gel de agarosa — formaldehido
representativo del RNA extraido de corteza

DBS de ratas del grupo N y del grupo DBS.




Una vez que se comprobd la integridad del RNA, se amplificaron
fragmentos de Hsp90a y Hsp90B de la corteza y medula renal a partir del RNA
total utilizando iniciadores especificos cuya secuencia ha sido descrita en
materiales y métodos, se generaron productos de PCR de 320 y 318 pb
respectivamente, posteriormente fueron secuenciados para comprobar que se
trataba de los RNAs de las proteinas de interés. Las secuencias parciales de rata
fueron registradas en la base de datos del Gene Bank con el nimero de acceso

AY027778y AY027779.

B. Cinéticas de amplificacion

Una vez que se logré amplificar un fragmento cada isoforma de Hsp90 en el
tejido renal se realizaron cinéticas de amplificacién para determinar el nimero de
ciclos adecuado para el analisis de la expresion génica de Hsp90.

En la Fig. 2. Observamos las cinéticas de amplificacién para la enzima
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GADPH) empleado como gen control
tanto en corteza como en medula renal y elegimos 18 ciclos para amplificar de
manera rutinaria este gen ya que se localiza a la mitad de la fase exponencial *.
También se muestran las cinéticas de amplificacion de Hsp90 a. y B en la corteza 'y
médula renal en donde se observan claramente dos fases exponencial y meseta.
Para evaluar la expresion de cada gen se escogié el nimero de ciclos que se
encontraba a la mitad de la fase exponencial. En el caso de Hsp90a la fase

exponencial se encontré entre 15 y 24 ciclos, por lo que elegimos 20 ciclos para

amplificarla en la corteza y en la medula renal. Mientras que para Hsp90p, se



eligieron 21 ciclos en la corteza y 22 para la medula renal., el cual se amplificé de

manera rutinaria a 18 ciclos.
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Fig 2. A, B y C representan las cinéticas de amplificacion de GADPH, Hsp90a y Hsp90B en corteza
respectivamente, mientras que D, E y F representan las cinéticas de amplificacion medula renal de los diferentes genes Las
bandas de la parte inferior de cada grafica representan los productos de PCR en cada uno de los diferentes ciclos de
amplificacion.

C. Expresion de Hsp90 en condiciones normales

Una vez determinadas las cinéticas de amplificacién, se estimardon los
niveles de RNAmM de ambos genes mediante RT-PCR semicuantitativa y los
resultados se expresaron como la relacion de la expresion de cada isoforma sobre
la expresion del gen control, en corteza y medula renal de 6 ratas diferentes de

cada grupo.



El andlisis mostro que Hsp90a es mas abundante en la medula renal que
en la corteza (1.21 + 0.06 y 0.93 + 0.04 respectivamente p< 0.001) como se
aprecia en la Fig. 3A. Mientras que los niveles de RNAm de Hsp90B en medula y

corteza no fueron diferentes (0.71 + 0.05y 0.75 + 0.05 respectivamente) Fig. 3B.
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Fig. 3. Niveles de RNAmM de Hsp90a. y Hsp90pB en corteza y medula renal. A) Hsp90a. es significativamente mas
abundante en la medula (barra a rayas) con respecto a la corteza (barra blanca). B) Niveles de RNAm de Hsp90pB en ambas
regiones no presentan diferencias significativas. EI* representa un valor p<0.005 vs. corteza

Los resultados obtenidos a partir de la cuantificacion de los niveles de
RNAm, fueron corroborados evaluando la cantidad de proteina a través de un
analisis de Western blot usando un anticuerpo contra Hsp90, la cantidad de Hsp90
fue significativamente mayor en la medula con respecto a la corteza. La Fig. 4A
muestra las bandas de Hsp90 en la corteza y medula renal en dos homogenados
diferentes de proteinas totales obtenidas de 6 ratas cada uno, mientras que la Fig.
6B, muestra el andlisis densitométrico de ambas bandas en la corteza y medula
renal, en donde se aprecia mayor cantidad de proteina en la medula que en la

corteza renal.
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Fig. 4. Analisis de Western blot. A) muestra la expresion de Hsp90 en corteza y medula de dos diferentes
homogenados de proteinas totales de seis diferentes ratas. B) muestra el andlisis densitométrico del western blot en corteza
y medula renal. p<0.05 vs. corteza.

D. Inmunolocalizacién de Hsp90a v Hsp90B en condiciones normales

Para evaluar en que regiones de la nefrona se localizaba Hsp90a y Hsp90§,
se realizé un andlisis de inmunohistoquimica para cada isoforma en cortes
histologicos de rifibn. Las Figs 5 y 6 muestran imagenes digitalizadas
representativas de la inmunohistoquimica de un corte histolégico desde la corteza
hasta la parte mas interna de la medula renal que es la punta de la papila. Las
Figs. 5A y 5D representan controles negativos en la corteza renal. La figura 5B y
5C se muestra que ambas proteinas se localizan en los glomérulos,
especificamente en las asas capilares (*), en las células mesangiales (flecha
corta) y en la capsula de Bowman (flecha larga). En los tubulos corticales las
proteinas se localizaron en el citoplasma (*) y en el borde en cepillo de las células
de los tubulos proximales (membrana apical), los cuales presentan una fuerte
inmunotincién indicada con flechas, mientras que no observamos inmunotincién en
la membrana basolateral Fig. 5E y 5F. En los tubulos distales, observamos mayor

inmunotincion en la membrana apical comparado con el citoplasma, a diferencia



de los tubulos colectores corticales donde ambas isoformas presentaron una

distribucién citoplasmatica
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Fig. 5. Inmunohistoquimicas de Hsp90a y Hsp90p en la corteza renal. A y D son tinciones negativas para cada isoforma. B y
C muestran inmunotincién en los capilares glomerulares, en las asas capilares (*), células mesangiales (flecha corta). Las
flechas grandes muestran la tincion en la capsula de Bowman. E-F muestran la tinciéon en el citoplasma de las células
tubulares (*) y en el borde en cepillo de las células de los tibulos proximales (flechas).Ampliacion 200X.

En la medula renal externa, se encontr0 a Hsp90a y Hsp90B en el
citoplasma de las células del asa de Henle, Fig. 6B y 6C. Cabe mencionar que la
tincion de este segmento de la nefrona fue més intensa con respecto a la corteza
renal. Finalmente en la medula interna y en la punta de la papila, Hsp90 se
inmunolocalizé en la membrana basolateral Fig. 6E y 6F. La Fig. 6H y 61 muestra
la inmunolocalizacion de Hsp90a y Hsp90B en la pelvis renal y se observa que
estas proteinas se localizan en los tabulos colectores (**), en la punta de la papila
(*) y en las células de la matriz extracelular (flecha). Cabe destacar que no se
observaron diferencias significativas en el patrén de localizacion para cada

isoforma
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Fig 6. La Inmunohistoquimica de la medula externa B-D muestra que Hsp90a y Hsp90p se localizan en el citoplasma de las
células tubulares, en contraste en la medula interna la localizacion fue en la membrana basolateral E-F (flechas); se observa
gue la tincion es mas fuerte en la medula con respecto a la corteza. Finalmente, la pelvis renal mostré una intensa tincion en
la punta de la papila (*) en los tubulos colectores medulares (**), en la células de la matriz extracelular y células
intersticiales y estas Ultimas no se detectaron en Hsp90B. A D y G son controles negativos de tincion. Ampliacion 200X

E. Resultados Fisiolégicos

Como mencionamos en los métodos la restriccion de sodio es una
maniobra metodoldgica para activar al sistema renina angiotensina aldosterona
(SRAA). En este estudio se alimentaron ratas normales con dieta baja en sodio
(DBS) durante 21 dias. Al finalizar el periodo experimental, se recolect6 la orina de
24 h, para lo cual los animales fueron colocados en jaulas metabdlicas y
posteriormente se tomaron muestras de sangre para realizar pruebas fisiologicas y
bioguimicas en los dos grupos de estudio y corroborar asi la activacion del sistema
renina angiotensina aldosterona. En la tabla 1, se reportan los valores de peso,
depuracion de creatinina, excrecion urinaria de sodio, fraccion excretada de sodio,

osmolaridad urinaria y niveles plasmaticos de aldosterona.



Tabla 1. Cambios fisiolégicos inducidos por restriccion de sodio con DBS

Peso Depuracion
Grupo corporal de UNaVv FENA UOsm Aldosterona
P P creatinina  (meq/24h) (%) (mM) (pg/ml)
@) ml/min

Normal (N) 281.0 +11.7 1.73+0.12 0.61+0.130 0.236+0.05 622.0+87.1 97.6 + 25.7
n=16

Dieta Baja
en sodio . " " "
(DBS) 299.4+4.1 1.49+0.01 0.03 + 0.002* 0.005 +0.002* 257.7 + 47.2* 1592.5 + 268
n=16
*p<0.05 Vs N

En donde podemos observar que no hubo diferencias significativas en el peso
corporal entre el grupo N y DBS (281.0 + 11.7 vs 299.4 + 4.1g). Al analizar la
excrecion urinaria de sodio (UNaV) se observé una disminucién significativa en el
grupo alimentando con dieta baja en sodio con respecto al grupo de animales
alimentados con dieta normal (0.61 + 0.130 vs 0.03 + 0.002 meqg/24h) equivalente
a un decenso del 97%. Resultados similares se obtuvieron con la fraccion
excretada de sodio FENa", el grupo DBS presentd niveles equivalentes a solo el
2.1% del grupo control. Como era de esperarse la osmolaridad urinaria (UOSm)
del grupo DBS cay6 en un 59% con respecto al grupo N.

Para comprobar la activacion del SRAA mediante la restriccion de sodio en la
dieta se determinaron los niveles plasmaticos de aldosterona en los que
observamos que el grupo DBS presento niveles 15 veces mayores de aldosterona
con respecto al grupo alimentado con dieta normal. En conclusion, estos
parametros comprueban que los animales alimentados con dieta baja en sodio

presentaron disminucion en la excrecion renal de sodio, debido a una



compensacion fisiolégica para conservar el sodio en el organismo, mediante la

activacion del SRAA.

F. Expresién de Hsp90a v Hsp90B durante la DBS

Debido a que existe suficiente evidencia que muestra de manera clara que
Hsp90 interactia con el receptor de mineralocorticoide, favoreciendo su
estabilidad e incrementando la afinidad por la hormona. Y debido a que se ha
reportado que la angiotensina Il regula la expresion de otras proteinas de choque
térmico de menor peso molecular . Decidimos evaluar la expresién y localizacién
de Hsp90a. y Hsp90p en rifion de animales en los que se activd el SRAA con dieta
baja en sodio.

Se determinaron los niveles de RNAmM de Hsp90a y Hs90p en la corteza y
medula renal de manera individual en cada uno de los animales del grupo.

Las Figs 7A y 7B muestran los niveles de RNAmM de Hsp90a y Hsp90p en la
corteza renal de las ratas alimentadas con dieta normal y animales alimentados
con DBS. Encontramos que los niveles de RNAm de Hsp90a en corteza
aumentarén en aproximadamente un 50% en el grupo con restriccion de sodio con
respecto al grupo control (2.6 + 0.2 vs. 1.7 + 0.1 p = 0.0005 respectivamente). De
igual forma los niveles de Hsp90p en la corteza aumentaron en un 30% en el
grupo DBS comparado con las ratas alimentadas con dieta normal N (2.06 + 0.2

vs. 1.6 + 0.1 p = 0.017 respectivamente).
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Fig 7. Efecto de la DBS sobre la expresion de Hsp90 en la corteza renal. A y B representan los niveles de RNAm como la
relacion de Hsp90/GADPH y se observa que los niveles de RNAm de Hsp90a. y Hsp90p durante DBS barras negras (n=5)
son significativamente mayores con respecto al grupo N barras blancas (n=6), en la parte superior de la figura se muestran
las autorradiografias de los productos de PCR de ambos mensajeros. * p> 0.05 vs. N.

De igual forma se determinaron los niveles de RNAm de ambas proteinas
en la medula renal para el grupo N y DBS. En la Fig 8A se muestran los niveles de
RNAmM de Hsp90ay en la Fig. 8B de Hsp90B. No observamos diferencias

estadisticamente significativas en la expresion de ni Hsp90 en la medula renal.
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Fig. 8. Efecto de la DBS sobre la expresion de Hsp90 en la medula renal. A y B representan los niveles de RNAm como la
relacion de Hsp90/GADPH y se observa que los niveles de RNAm de Hsp90o y Hsp90p durante DBS (n=6) no presentan
cambios significativos con respecto a N (n=5).



G. Andlisis de Western blot para Hsp90 en la corteza y medula renal

Para corroborar la sobreexpresion de Hsp90 en la corteza durante la dieta
baja en sodio realizamos un analisis de Western blot. La Fig. 9A muestra que la
proteina sigue, el mismo patrén que el RNA, es decir, hay un aumento significativo
en la cantidad de proteina en la corteza renal del grupo DBS con respecto al grupo
control. Lo anterior fue comprobado al realizar el analisis densitométrico de las
bandas (78.4 + 1.2 UA vs. 31.1 + 3.5 UA; p < 0.005, respectivamente).

También fue realizado el andlisis de Western blot para la medula renal y al
igual que con los niveles de RNAm, el andlisis densitométrico de ambas bandas
no revel6 cambios en los niveles de proteina en el grupo DBS con respecto al

normal (92.5.1 + 4.1 UA vs. 100.5+ 7.3 UA), Fig. 9B.
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Fig. 9. Andlisis de western blot. A y B representa el andlisis densitométrico de Hsp90 en la corteza y medula renal
respectivamente, en la parte superior se muestran las autorradiografias del analisis de cada uno de los grupos de estudio y
se observa que en la corteza los niveles de Hsp90 son significativamente mayores durante la DBS (n=6) con respecto a N
(n=6). Mientras que no se observan cambios significativos en la medula renal. * p< 0.05 vs. N.



H. Inmunohistoguimicas durante la DBS

En los cortes histologicos se realizé inmunohostoquimica para cada una de
las isoformas de Hsp90. Las Figs. 10A y 10B muestran iméagenes digitalizadas de
las inmunohistoquimicas de la corteza de los animales del grupo de DBS; en los
glomérulos se observa una fuerte inmunotincion en las asas capilares (flecha
corta), en las células mesangiales (*) y en la capsula de Bowman (flecha grande),
comparada con los animales alimentados con dieta normal. En otra region de la
corteza Fig. 10 C y 10 D se observa una fuerte inmunotincion de Hsp90a y
Hsp90B en el citoplasma de las células tubulares (*) y se observé una
inmunotincién mas intensa en el borde en cepillo de los tabulos proximales (flecha)
con respecto a los animales alimentados con dieta normal. De igual forma se

observo un aumento significativo en la tincion de los tubulos proximales.

Corteza

S

Fig 10. Inmunohistoquimicas de Hsp90a y Hsp90p durante la DBS. En Ay B se observa un glomérulo en donde hay una
fuerte inmunotincion en las asas capilares (flecha corta), células mesangiales (*) y capsula de Bowman (flecha larga).C y D
muestran tubulos proximales donde hay un aumento significativo de la tincién en el citoplasma (*) y en el borde en cepillo
(flecha) con respecto al grupo Normal.



La Fig. 11 Ay 11 B representa una microfotografia de la medula externa y
como se puede apreciar de manera clara no hay cambios significativos en el
patrén de tincion entre una y otra isoforma. De manera semejante se realizé el
mismo procedimiento en la medula interna y se observa que Hsp90a y Hsp90p se
localizan en la membrana basolateral de las células tubulares y no hay cambios en
el grado de tincidn en los tubulos colectores y en la porcion delgada del asa de
Henle Fig. 11 C y 11D, ademas de las células intersticiales e incluso en la punta

de la papila (datos no mostrados).

Medula externa

Medula interna

Fig 11. Muestra las inmunohistoquimicas de la medula externa (A y B) e interna (C y D) durante DBS. No se observan
cambios en la tincién en ninguna de las estructuras de esta region de la nefrona con respecto al grupo normal.

Si bien no se observaron cambios en la inmunotincién de Hsp90a. ni en la
de Hsp90p en la medula externa, si hubo un hallazgo interesante en esta region,

ya que observamos relocalizacion de Hsp90a y Hsp90B en las células del asa



ascendente de Henle. En condiciones normales ambas proteinas se localizan en
el citoplasma Fig. 12 Ay 12 B mientras que en las ratas con ingesta restringida de
sodio Hsp90a y Hsp90pB se relocalizaron hacia la membrana basolateral de las

células del asa de Henle Fig. 12 Cy 12 D.
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Fig. 12.- Inmunohistoquimica de la medula externa. A y B muestran Hsp90a y Hsp90p en las asas de Henle localizadas en
el citoplasma indicado con flechas. C- D muestran a Hsp90a y Hsp90B durante la DBS localizadas en la membrana
basolateral indicada por flechas.

Para comprobar la relocalizacion de Hsp90a. y Hsp90p del citoplasma de las
asas de Henle a la membrana basolateral, se realizaron cortes histoldgicos
seriados de 3um del grupo de animales alimentados con dieta baja en sodio. El
primer corte se realizé inmunohistoquimica para el cotransportador Na*™ K* 2CI
(CSB). EI CSB es una proteina que se expresa Unicamente en la membrana apical
de las células del asa de Henle, por lo que decidimos emplearlo como marcador
de estas células y diferenciar la membrana apical en el asa de Henle. La Fig. 13A

muestra la inmunohistoquimica del cotransportador CSB ubicado en la membrana



apical sefalado con flechas, mientras que la Fig. 13B muestra el siguiente corte al
cual se realiz6 inmunohistoquimica para Hsp90a.y se observa que Hsp90a se
ubica en la membrana basolateral de las células del asa de Henle (flechas).
Comprobando de esta forma la relocalizacion de ambas isoformas en este

segmento de la nefrona.

Cortes
seriados

Fig. 13.- Inmunohistoquimica de cortes seriados de la medula externa. A muestra inmunohistoquimica de CSB localizado en
la membrana apical de asa Henle indicado con flechas. B muestra la inmunohistoquimica de Hsp90a en el siguiente corte y
se observa en la membrana basolateral indicada por flechas.
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VIII. Discusion

Las familia de proteinas de choque térmico estda conformada por varios
miembros clasificados de acuerdo a su masa molecular que varia de 10 a 150
KDa y se encuentran desde bacterias hasta mamiferos. Algunas de estas
proteinas se expresan constitutivamente y otras son inducibles °.

Especificamente, la subfamilia de Hsp de 90 KDa esta compuesta por dos
proteinas codificadas por dos genes diferentes, conocidos como HSP90a y
HSP90B en el humano o hsp84 y hsp86 en el ratén ?® 2”28, Ambos genes  son
multicopia y se ha identificado en diferentes cromosomas; HSP90a esta ubicado
en los cromosomas 1, 3, 4, 11 y 14, siendo este ultimo el identificado como
funcional. Su tamafio es de 7393 pb generando un transcrito de 2912 pb que
traduce una proteina de 733 aminoacidos. Mientras que HSP90B se encuentra en
los cromosomas 4, 6, 10, 13, 14 y 15. El ubicado en el cromosoma 6 es funcional y
tiene un tamafio de 8210 pb y un RNAm de 2567 pb que traduce una proteina de
726 aminoacidos.

Las Hsp90 se expresan de manera ubicua y en forma abundante
constituyendo cerca del 1 al 2% de la proteina celular. Las dos proteinas son
constitutivas, sin embargo, Hsp90a es conocida también como la isoforma
inducible 3" 2. Ambas proteinas: Hsp90o. y Hsp90pB son citosdlicas y a diferencia
de otras Hsp’s eucaridticas, los genes que codifican para cada Hsp presentan
intrones > 3¢,

Se conoce que estas proteinas tienen funciones vitales como lo es el

plegamiento y estabililizacion de proteinas, asi como la degradacion de proteinas



dafiadas en forma irreversible por procesos de estrés celular. En afios recientes
se ha reportado que Hsp90 forma complejos con mas de 100 proteinas diferentes,
a las que se les ha denominado proteinas cliente y en algunos casos se ha
demostrado que esta interaccion promueve cambios conformacionales que
regulan la actividad de sus proteinas cliente. A pesar de la abundancia de Hsp90 y
de sus mdltiples interacciones con diversas proteinas, poco se conoce de su papel
en la fisiologia renal. Matsubara y col. en 1990 desarrollaron un anticuerpo dirigido
hacia Hsp90 y observaron inmunotincién en el citoplasma de las células de los
tubulos proximales y distales de la corteza renal *®. Sin embargo, se desconocia el
patron de expresion de cada isoforma en el rifidn. Por lo tanto, en este trabajo
caracterizamos la expresion y localizacion Hsp90a. y Hsp90p en la nefrona.
Observamos que Hsp90a y Hsp90p se expresan en el rifidn. Determinamos
los niveles de RNAm y proteina la expresion de ambas isoformas fue mas
abundante en la medula que en la corteza renal. El analisis de inmunohistoquimica
mostro que Hsp90a y Hsp90p se localizaron desde el glomérulo hasta la punta de
la papila y que el patrén de expresion fue muy similar Fig. 1, Pag. 3.
Especificamente observamos que en la corteza Hsp90a y Hsp90p se localizan en
los capilares glomerulares, en las células mesangiales y en la céapsula de
Bowman. También se detect6 la presencia de ambas proteinas en el citoplasma
de células epiteliales de los tubulos proximales y distales; con importante
inmunotincién en la membrana apical (Fig 5). La presencia de Hsp90 en el borde
en cepillo del tabulo proximal no parece ser exclusiva de la familia de proteinas de
| 67

choque térmico ya que en dos trabajos anteriores al nuestro, Aufrich y co y



Schober y col ® observaron el mismo patrén de localizacién para Hsp25, como
presencia en el glomérulo y en menor proporcién en la vasculatura con fuerte
inmunotincién en la membrana apical de las células del tubulo proximal y una
ligera inmunotincion en el citoplasma y nucleo.

En este estudio también observamos que en la medula externa Hsp90a y
Hsp90p estan localizadas en el citoplasma de las células del asa gruesa
ascendente de Henle, mientras que en la medula interna estas proteinas se
localizaron principalmente en la membrana basolateral de las células del asa
delgada de Henle, en los tubulos colectores y en la pelvis renal ver Fig. 6.

Poco se conoce del papel fisiolégico que desempefian estas proteinas en
cada segmento de la nefrona. Pero, se ha descrito que una de las principales
funciones de Hsp90 en el rifidbn en condiciones normales es la estabilizacién del
receptor de mineralocorticoide, a través de formar un heterocomplejo con Hsp70,
Hip (p48), Hop (p56) y Hsp40. La aldosterona tiene un papel fundamental en la
reabsorcion de sodio en el tejido renal. Una vez que esta se une al complejo
receptor mineralocorticoide-Hsp90-cochaperonas, la hormona/receptor es
translocada al ndcleo donde se une a los elementos de respuesta a aldosterona, lo
que a su vez activa la transcripcidon de diversos genes que responden a esta
hormona como el canal epitelial de sodio (ENaC), la bomba Na-K ATPasa y el
cotransportador de sodio cloro (NCC) % %70,

La abundancia de Hsp90 en diversos érganos al igual que en el rifidn deja
en claro que estas proteinas estan involucradas en diversas funciones celulares

entre las que destaca la interacciobn con las sintasas de oxido nitrico (NO)



especificamente con la isoforma endotelial (eNOS) *3. Esta acci6n fue mostrada
por Garcia Cardefia y col .”*; en lisados de células endoteliales de bovino en los
cuales observaron mediante estudios de coinmunoprecipitacion, la interaccion de
ambas proteinas. Asi mismo, ellos mostraron que en las células endoteliales de
cordon umbilical de humano y en células endoteliales de pulmoén de bovino, hay un
aumento de la produccion de los niveles de GMPc cuando hay interaccién de
Hsp90-eNOS y que este aumento es revertido cuando son incubadas con
geldanamicina, inhibidor de Hsp90, en otras palabras la interaccion entre Hsp90-
eNOS en condiciones normales se traduce en aumento de la biodisponibilidad de
NO. Otro hallazgo de este grupo fue que la interaccion de estas dos proteinas esta
involucrada en regulacion del tono vascular, pues observaron en anillos de aorta
precontraidos con epinefrina que la relajacion a acetilcolina dada por la liberaciéon
de NO, se blogue en presencia de geldanamicina "*"2.

Por otro lado Pritchard y col "*; estudiaron el efecto del bloqueo de Hsp90
en ceélulas endoteliales de bovino y observaron que el desacoplamiento o perdida
de la interaccion de Hsp90-eNOS favorecidé que la eNOS incrementara la
producciéon de radicales superéxido y disminuyera la produccion de NO
favoreciendo el estrés celular. > %*

Estos trabajos muestran que eNOS tiene un papel dual en la fisiologia
vascular efecto que es regulado por Hsp90. Es por esto que Hsp90 puede jugar
un papel preponderante en la hemodindmica glomerular. Sin embargo se
requieren mas estudios para esclarecer el papel de Hsp90 en el tejido renal.

Hsp90 ha sido mejor caracterizada en condiciones fisiopatolégicas renales.

Se ha descrito que la intoxicacion con metales pesados como mercurio, zinc,



cobalto, fierro y arsénico, asi como farmacos nefrotdxicos, como gentamicina y
cis-platino producen aumento de la expresion de Hsp90 en la corteza renal,
principalmente en el segmento S3 del tabulo proximal ® 8. Aunado a esto, Morita y

col. ©

demostraron mediante Western blot e inmunohistoquimica, la
sobreregulacion de Hsp73 y Hsp90 después de 60 min de isquemia renal
unilateral en la rata. Observando que la induccién de estas proteinas fue
localizada en el tubulo proximal y en células de asa de Henle y comprobaron que
el aumento de estas proteinas persiste en la regiones de regeneracion celular®?.

En un caso clinico Unico de un paciente con insuficiencia renal aguda con
oliguria e hipertension severa, la biopsia renal revelé un aumento en la expresion
de Hsp90 en el citoplasma de las células del segmento S3 del tibulo proximal en
la etapa de recuperacion y regeneracion tabular *'.

Otra de las funciones Hsp90 en el tejido renal en condiciones
fisiopatolégicas fue mostrado por Bidmon y col “* ”; quienes observaron en un
modelo de isquemia renal en la rata en el que se producen cambios fisiologicos
importantes y la perdida de la polaridad de la membrana celular de las células del
epitelio tubular, que la bomba de sodio potasio ATPasa pierde su localizacién, es
decir esta proteina que normalmente se encuentra en la fraccion del citoesqueleto
después de la isquemia se observa en la fraccién soluble. Una vez que coincuban
ambas fracciones observaron que Hsp90 transloca y estabiliza a la bomba de Na*
K™ ATPasa del citoplasma hacia la membrana basoleteral y con ello se restaura la
polaridad de la membrana celular.

Estos estudios realizados en condiciones fisiopatologicas renales muestran

gue la induccién de Hsp90 parece regular procesos de regeneracion del tejido



renal. Aunado esto con la intensa expresion de ambas isoformas a lo largo de la
nefrona mostrado en este trabajo, ademas de la capacidad de Hsp90 de
interactuar con mas de 100 proteinas cliente, nos hace suponer que ambas
proteinas estan involucradas en varios procesos fisiolégicos renales y pueden
jugar un papel preponderante en condiciones fisiopatoldgicas.

Con el fin de conocer mas acerca de la regulacion de Hsp90 en el tejido
renal, otro de los objetivos de este estudio fue caracterizar la expresion y
localizacion de Hsp90a y Hsp90pB en el rifion durante la activacion del sistema
renina angiotensina aldosterona que se indujo por la restriccion de sodio en la
dieta. De manera particular, observamos que la dieta baja en sodio aumenté los
niveles de RNAm de Hsp90a y Hsp90p en la corteza renal efecto que se corroboré
también a nivel de la proteina. En apoyo a este resultado, Aizawa e Ishizaka y col
6. 77. observaron que la infusiébn de angiotensina Il mediante bombas
miniosmoticas durante 7 dias a roedores, produjo aumento de la presion arterial
por la activacion del sistema renina angiotensina aldosterona, lo que se asocio con
un aumento en la expresion de Hsp70, Hsp25 y Hsp32 o hemoxigenasa HO-1 en
la corteza renal. Nuestro estudio y éste previamente reportado sugieren que la
expresion de estas proteinas podria ser regulada por la elevacién de angiotensina
Il 0 aldosterona.

Los trabajos descritos previamente donde se muestra un aumento en la
expresion de Hsp90 son bajo condiciones de algun tipo de dafio renal, por lo que
es probable que estas proteinas desempefien un papel citoprotector al igual que

otras chaperonas o que estén encargadas de la regeneracion celular posterior al



dafio. Sin embargo, la dieta baja en sodio no es un modelo de dafio renal, solo es
una estrategia experimental para activar el sistema renina angiotensina
aldosterona favoreciendo la reabsorcion de sodio. Sin duda seran necesarios
diversos experimentos que ayuden a esclarecer si la angiotensina o aldosterona
regulan la expresion de Hsp90 en la corteza renal.

Por otro lado no observamos cambios en los niveles de expresion de
Hsp90a y Hsp90p en la medula renal. Actualmente hay pocos trabajos que
muestren cambios en la expresion de genes de choque térmico en esta region del
riidn; en roedores se ha reportado un incremento significativo en la expresion de
Hsp25, Hsp72, Hsp94 y Hspl10 en respuesta a un aumento en la osmolaridad,
propiciada por deshidratacién ' . Estos autores sugieren que el hecho de que la
medula renal esté sometida a diversos fendmenos como hipoxia y cambios en la
osmolaridad la hacen resistente a cambios en la expresion de diversos genes,
pues se ha descrito que en ambientes hipo-osmoéticos, la medula renal es capaz
de sintetizar osmolitos organicos que compensan los cambios en la osmolaridad.
Sin embargo estos autores también proponen que esta compensacion solo puede
ser regulada a largo plazo y de manera adaptativa, pero sera ineficiente para
cambios repentinos que sucedan en la medula renal. © ™.

Como mencionemos anteriormente Hsp90 participa en la regulacion de la
reabsorcion de sodio por al menos dos mecanismos: Uno a través de las acciones
de la aldosterona en el tabulo distal y colector y el otro por el cotransportador Na*
K* 2CI" presente en el asa de Henle como lo muestran los estudios de Ortiz y col

%8 - quienes observaron que el NO producido por eNOS inhibe al cotransportador



de Na*K*:2CI" en asas de Henle aisladas y prefundidas °’. En estudios posteriores,
estos autores observaron que cuando eNOS estd en el citoplasma, el NO
producido por esta isoforma, inhibe al cotransportador, pero cuando eNOS se
relocaliza en la membrana basolateral y no produce NO, esto activa al
cotransportador. Interesantemente, observaron que Hsp90 es la responsable de
translocar a eNOS, ya que cuando incubaron las asas de Henle con
geldanamicina (inhibidor de Hsp90) se evitd la translocacion de eNOS a la
membrana basolateral *® ® estos resultados muestran que Hsp90 es una pieza
importante para regular la actividad del cotransportador Na* K* 2CI(CSB 1) ®. En
nuestro trabajo una de las observaciones mas importantes fue que la dieta baja en
sodio activé al maximo la reabsorcion de sodio y produjo relocalizacién de Hsp90a
y Hsp90p del citoplasma hacia la membrana basolateral en asa gruesa de Henle,
esto sugiere que Hsp90 podria estar involucrada en la regulacion de la
reabsorcion de sodio en este segmento de la nefrona ver Fig.12.

Es claro que Hsp90 tiene diversas funciones entre las cuales se encuentran
la de regular la reabsorcion de sodio, el mantener el gradiente electroquimico al
estabilizar a la bomba de sodio potasio ATPasa e incluso regular la produccion de
NO mediante la interaccion con eNOS, sin menospreciar su principal funcion de
chaperona que consiste en estabilizar o aumentar la actividad de otras proteinas
gue conservan la homeostasis renal. Sin embargo, seran necesarios muchos mas
estudios que permitan dilucidar la funcién de Hsp90 en el tejido renal en
condiciones normales como en condiciones fisiopatolégicas que hasta ahora no

han sido exploradas.



Conclusion



IX. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran de manera clara que las
proteinas de choque térmico de 90 KDa se expresan a lo largo del tejido renal en
condiciones normales, y que la expresion es mas abundante en la medula renal
con respecto a la corteza.

Podemos decir que la alimentaciéon con DBS produjo sobrexpresion de
Hsp90 en la corteza renal y que en la medula externa hay relocalizacion de estas
proteinas en el asa gruesa de Henle desde el citoplasma hacia la membrana
basolateral que podria estar involucrada con la reabsorcion de sodio en esta

seccion de la nefrona.
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Apéndices



X. Apéndice |. Extraccion de RNA total

Citrato de sodio

Citrato de sodio 1M 14.519g
Ajustar el pH a 7.0 y agregar agua BM hasta 50 ml.

Acetato de Sodio

Acetato de Sodio 3M 123 g
Ajustar el pH a 5.2 y agregar agua BM hasta 50 ml

Sarcosil 10%

N-Lauril sarcosil 10% 59
Llevar a 50 ml con agua BM

Istiocianato de Guanidina

Isotiocianato de Guanidina 4 M 3.78 g

Citrato de sodio 200yl

Agua BM 8 ml

Disolver con agua BM y mantener a 4°C y antes de usar agregar
B-mercaptoetanol: 0.7% 56 ul

Esterilizar por filtracion

Cloruro de Cesio

CsCl 5.7 M: 3.83¢
Acetato de sodio 3M 33.3 ul
Agua BM 4 ml

Esterilizar por filtracion

Extraccién de RNA total con Isotiocianato de guanidina y CsClI.
Primer Dia.

Preparar 8 ml de tiocianato de guanidina (TG) y 4 ml de cloruro de cesio (CsCl)
por cada 0.5-1.0 g de tejido.

Desinfectar el vastago del homogenizador con peroxido de hidrogeno 15 min antes
de usarlo. Pesar de 0.5 a 1.0 gr de tejido congelado(que debera estar en nitrdgeno
liquido) a un tubo de plastico de 50 ml nuevo que contenga 8 ml de isotiocianato
de guanidina.

Homogeneizar 15 seg x 4 veces a maxima velocidad cuidando que el tubo este en
hielo. Una vez terminada la homogenizacion agregar 400 pl de sarcosil al 10%,
mezclar con cuidado y centrifugar 15 min a 11,500 rpm a 4 °C.



Transferir el sobrenadante a un tubo de ultra centrifuga en el que previamente se
colocaron 4 ml de CsCl.y ultracentrifugar a 29,000 rpm durante 18 horas a 18 °C.
Segundo Dia

Vaciar el sobrenadante con cuidado y cortar el tubo para obtener hasta una
parte que contiene el pellet. Lavar el pellet con 300 uyl de agua BM para eliminar
basura. Resuspender el precipitado con 600 pl de agua BM (hacerlo con 300 pl x 2
veces). Mezclar bien con la pipeta, transferirlo a un tubo ependorff etiquetado y
luego agitar. Dejar resuspendiendo minimo 1 hora agitando cada 10 min

Tomar 20 ul de RNA + 480 pl de agua para espectrofotometria.

Separar los 600 ul en dos tubos de 1.5 ml (300 pl por tubo) y precipitarlos con 0.1
volumen (30 pl) de acetato de Na* a pH 5.2 y con 3 volumenes (990 ul) de EtOH al
100%.

Guardar a —20 °C durante 24 Hr.

Tercer Dia

Centrifugar 20 min a 12,000 a 4 °C, quitar el sobrenadante y lavar con EtOH al
70% (500 pl), centrifugar nuevamente durante 5 min a 12,000 a 4 °C.

Retirar el Etanol y centrifugar 30 seg a 12,000 a 4 °C y secar en el Speed Vac por
2 min.

Resuspender en 100-300 ul de agua BM.

Guardar a -80 °C.

Tomar 2 ul de RNA + 498 ul de agua para espectrofotometria. Correr un gel de
agarosa al 1% formaldehido para corroborar la calidad del RNA.

Gel de agarosa para RNA

Agarosa 0.4g
Agua destilada 34ml
MOPS 10 X 4.0ml

Agregar agua desionizada hasta 40 ml

Calentar en el horno de microondas por 30 segundos hasta que se disuelva
la agarosa, dejar enfriar y cuando este a 50°C agregar el formaldehido y agitar
ligeramente
Formaldehido 2.0ml

Solucion de carga para RNA 1 muestra

Formamida 5ul
Mops 10X Tul
Formaldehido 2ul
Colorante RNA 1

Bromuro de etidio 0.16ul



Amortiguador de corrida MOPS 10X

MOPS 0.2M 41.869g
Acetato de Sodio 0.082M 6.80g
EDTA0.5M 20.0ml

Aforar a 1L ajustar el pH a 7.0 con NaOH 10N

Una vez que se han preparado todas las soluciones, calcular el volumen
necesario para cargar 2.5ug de RNA total y agregar 8 nul de la solucion de carga
de RNA, calentar por 10 min a 65°C y cargar las muestras en el gel de agarosa,
correr con amortiguador MOPS 1X a 60 V por 80 min.

Tratamiento con DNAasa

Calcular el volumen necesario para obtener 100ug de RNA total colocarlo
en un tubo en hielo, agregar la décima parte del volumen de la solucién
amortiguadora de la DNAasa 10X y 2 ul de DNAasa, agitar levemente y dejar
incubar durante 15 min. Agregar el mismo volumen que solucién amortiguadora
de la DNAasa 10X pero ahora de EDTA, agitar y calentar 10 min a 65°C. Leer
nuevamente para determinar la concentracién y congelar a -80°C hasta que se
requiera.



Apéndice ll. Soluciones para geles de DNA

Soluciones Para geles de Acrilamida /Bis-acrilamida

EDTA 0.5 M
EDTA 37.2g
NaOH 3.95g

Agua destilada hasta 200 ml
Ajustar el pH 8.0con NaOH 10N

Amortiguador Tris — EDTA para geles de acrilamida bisacrilamida (TBE 5X)

TRIS 549
Acido Borico 27.5g
EDTA0.5MpH 8 20ml

Llevar a1 Ly pH 8.0 con agua destilada



Apéndice lll. Western Blot

Soluciones para extraer proteinas

EDTA

EDTA 3.72¢
Aforar a 100 ml con agua desionizada
MOPS

MOPS 10.47¢g

Aforar a 100 ml con agua desionizada, guardar a 4°C.

Amortiguador de Manitol Sacarosa EDTA (MSE).

Manitol225 mM 205¢
Sacarosa 75 mM 1.289
EDTA pH 7.0 0.1 mM 0.5 ml
MOPS pH 7.0 5 mM 5ml

Llevar a 50 ml con agua desionizada hasta 50 ml

Benzamidina
Benzamidina 0.1569
Aforar a 10 ml con agua desionizada guardar a 4°C

DTT
DTT 0.771g
Aforar a 10 ml con agua desionizada, guardar a 4°C.

Amortiguador de Homogenizado

MSE 9.43 ml
Benzamidina 470ul
DTT 100ul

Volumen final 10 ml

Pesar 1g del tejido congelado y homogenizar 4 veces con 4 ml del buffer de
homogenizado con intervalos de 30 seg posteriormente centrifugar a 6000 rpm
durante 4 min a 4°C. separar el sobrenadante y se conservarlo ya que esta es la

porcién que contiene a las proteinas del tejido.

Una vez extraidas las proteinas es necesario conocer la concentracion y se

determinan con un estuche comercial BIO-RAD.



Determinacion de la concentracion de proteinas por el método de Lowry.
Curva estandar de albamina fraccion V

Pesar 1.47mg de albumina y aforar a 1ml con solucién salina, a partir de

esta solucién se realizaran diluciones para obtener concentraciones de 0.28,
0.580, 0.79, y 1.221y 1.47ug/ml

Se deberan hacer diluciones 1:15 y para ello se tomaran 3 pl del
homogenizado de proteinas y agregarles 42 ul de solucién salina.
Una vez que se han realizado las diluciones se tomaran 10ul de cada muestra y
los estandares en tubos ependorff y se les agrega50 ul de la solucion A 'y 400 ul
de la solucién B.

También es necesario preparar un blanco, con 10 pl de solucion salina y los
reactivos A y B. Incubar por 15 min a temperatura ambiente
Agitar y leer muestras a 750 nm. Las lecturas obtenidas, deben multiplicarse por el
factor de dilucion.

Soluciones para Gel SDS-PAGE

Arcrilamida / Bisacrilamida 29:1
Arcrilamida 30% 14.5¢g
Bisacrilamida 0.5¢g
Agua desionizada hasta 50 ml.

TRIS1.5M
TRIS1.5M
Ajustar el pH a 8.8 y aforar a 250 ml con agua destilada.

TRIS 1.0 M
TRIS1.0 M
Ajustar el pH a 6.8 y aforar a 250 ml con agua destilada.

SDS 10%
Dodecil sulfato de sodio 10g
Ajustar 100 ml con agua destilada.

APS 10%
Persulfato de amonio 10% 0.1g
Ajustar 1 ml con agua destilada

Gel de separacion 7.5 % de poliacrilamida.

agua destilada 5.05 ml
Acrilamida/Bisacrilamida 2.25 ml
Tris 1.5M pH 8.8 2.5ml
SDS 10% 100
APS 100ul

Temed 6 ul



Gel de Concentracion

Agua destilada 2.08 ml
Acrilamida/Bisacrilamida 600 ul
Tris 1.5 M pH 8.8 500 pl
SDS 10% 40 pl
APS 40l
Temed 6 ul

Se prepara primero el de separacion hasta 5 cm de alto se deja polimerizar
y después se hace el de concentracion y se coloca el peine

Amortiguador de Carga para 50 ml

SDS 6% 39
Glicerol 15% 6 ml
Tris 150mM 0.91g
Azul de bromofenol 0.3% 0.15¢g
B mercapto etanol 2% 1ml

Amortiguador de Corrida para W Blot 5X

TRIS 1519
Glicina 940¢
SDS 10% 50 ml
Agua Hasta 1L

pH 8.3 se puede almacenar a temperatura ambiente

Una vez que se calculo el volumen necesario para 50 ug de proteinas se
completa hasta 10 ul con solucién salina y se agregan 10 ul de amortiguador de
carga, las muestras se calientan a 95°C por 5 minutos y se carga en el gel 20 pl
de esta solucion se corre en buffer de corrida de W blot 1X a 50 V mientras pasa
el gel de concentracion y a100 V en el gel de separacion.

Amortiguador de Transferencia 10X

Glicina 190 mM 144.0g
Tris Base 25mM 30.0g
SDS 0.1 % 10.0g

Disolver en agua destilada y ajustar el pH entre 8 - 8.5 aforar a 1L
NOTA: Para preparar el 1X tomar

100ml del buffer 10X

200ml de Metanol

Aforar a 1L con agua destilada

Una vez que ha corrido el gel cortar membrana PVDF al tamafio del gel asi como
papel filtro del mismo tamafio.

Sumergir las membranas en metanol 15 segundos

En agua destilada 5 minutos



En buffer de transferencia 1X 15 minutos, también sumergir los geles en esta
solucion

Cuando haya pasado este tiempo preparar los sandwiches para la
transferencia colocando del polo negativo a positivo. Fibra, Papel, Gel, Membrana,
Papel y Fibra) colocarlo en la caja y transferir por 140 minutos en buffer de
transferencia 1X a 100 V cuidando que no se descongele el bloque de hielo o que
se caliente el Buffer de transferencia.
Cuando haya pasado este tiempo poner a secar la membrana tedir y destefiir el
gel para observar si la transferencia fue completa.

Solucién de Tefiido 100 ml

Metanol 45 mi
Agua destilada 45 ml
Acido acético 10 ml
Azul de coomasie 0.25¢g

Solucién de Destefiido 1L

Metanol 450ml
Agua destilada 450m|
Acido acético 100ml

Solucién de bloqueo y anticuerpos.
Pesar 5g de leche descremada en 100 ml de solucion de lavado 1X.0

Western Blot.

Mojar la membrana 10” en metanol

Lavar agua destilada 5 minutos

Mojar la membrana 10 segundos en metanol

Lavar agua destilada 5 minutos

Agregar la solucion de bloqueo a la membrana y dejar durante 1 hora con
agitacion fuerte.

Lavar con TBS-t dos veces cada 5 minutos agitacion

Incubar anticuerpo primario anti-Hsp90 1:1000 (Transduction Laboratories,
Lexington, KY, USA) por 30 minutes a 37°C.

Lavar con TBS-t tres veces cada 10 minutos durante 30 min.

Incubar anticuerpo secundario 1:80000 1 hora a temperatura ambiente con
agitacion

Lavar con TBS-t seis veces cada 10 minutos

Secar ligeramente y revelar

Preparar 1 ml solucion A +25 pl solucién B del estuche ECL-PLUS (Amersham).



Apéndice 1V. Soluciones para Inmunohistoquimica

Solucién de formol al 10%v/v
Formaldehido 10ml
Solucion de fosfatos 90ml

Amortiguador de Citrato para Inmunohistoquimca
Citrato de sodio 10mM 2.5807¢g
Ajustar el pH a 6.0 y aforar a 1L con agua desionizada
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