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RESUMEN:
El acetaminofén es un analgésico-antipirético comunmente empleado en el
sector salud. Se ha demostrado que su administracibn por periodos
prolongados o la sobredosificacion (mas de 10 g/ dia) de este medicamento
provoca dafio en las células del tabulo proximal de la nefrona. El dafio tubular
provocado generalmente por sustancias téxicas e isquemia evoluciona a
insuficiencia renal aguda (IRA).
Con el objeto de conocer algunos cambios que sufren las células de tubulo
proximal al ser incubadas con acetaminofén, se monté un modelo in vitro con
células de la linea celular LLC-PK1. Se analiz6 como afecta el acetaminofén el
arreglo del citoesqueleto de actina y la viabilidad celular, también se evalud la
participacion de la proteina HSP27 sobrexpresada, la cual disminuye o evita los
efectos citotoxicos del farmaco.
Las concentraciones toxicas y subtOxicas de acetaminofén se obtuvieron por
ensayos de viabilidad con rojo neutro. La expresion de las proteinas actina y
HSP27 se determind por “Western blot”. La localizacion de F-actina se realizo
tinéndola con falotoxina fluorescente y la de HSP27 por inmunofluorescencia.
El choque térmico se aplicé exponiendo a las células a 43°C durante 1 hora.
Se determind que la concentracion téxica 50 en este modelo es de 11 mM. En
células tratadas con acetaminofén se observo que a partir de la concentracion
2 mM del farmaco los microfilamentos de actina pierden su arreglo, disminuyen
en tamafo y cantidad y se agregan. Al someter a las células a choque térmico
antes de tratarlas con acetaminofén se observo lo siguiente:

» La expresion de HSP27 se incrementa de forma apreciable

» La concentracion toxica 50 se desplaza de 11 mM a 20 mM

» La concentracién a la cual se observan los cambios en el citoesqueleto

de actina, descritos para células sin choque térmico, se incrementa

» La cantidad de F-actina en las células se incrementa drasticamente

* Lalocalizacion de HSP27 no se modifica
De acuerdo con los resultados obtenidos, tenemos que HSP27 protege a las
células de los efectos citotoxicos que ocasiona el acetaminofén, evitando la
disrupcién del citoesqueleto de actina e incrementando la supervivencia en

células de tubulo proximal de cerdo.



|. ANTECEDENTES
1. ACETAMINOFEN

El acetaminofén (Figura 1) es un derivado del aminofenol. Su férmula quimica
es CgHgNO, y tiene un peso molecular de 151.16 g/ mol. Este farmaco se
encuentra dentro del cuadro basico de medicamentos del sector salud y se
puede disponer de éste en diferentes formas farmacéuticas como tabletas,

comprimidos, supositorios y solucién oral.
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Figura 1. Estructura del acetaminofén también conocido como paracetamol o N-acetil-p-aminofenol.

1.1 Efecto terapéutico

El acetaminofén posee propiedades analgésicas y antipiréticas, por lo que se
utiliza en el tratamiento del dolor moderado, agudo y crénico. Se desconoce su
mecanismo exacto de accion aunque se sabe que actla a nivel central. Se cree
que el acetaminofén aumenta el umbral al dolor inhibiendo las ciclooxigenasas
en el sistema nervioso central, enzimas que participan en la sintesis de las
prostaglandinas (Boutand, 2002). El acetaminofén también parece inhibir la
sintesis y/ o los efectos de varios mediadores quimicos que sensibilizan los
receptores del dolor a los estimulos mecénicos o quimicos. Los efectos
antipiréticos del acetaminofén tienen lugar bloqueando la formacion y salida de
prostaglandinas en el centro hipotalamico regulador de la temperatura (Milton,
1976). El hecho de que el acetaminofén posea una actividad antinflamatoria
pobre se atribuye a que es un inhibidor débil de las ciclooxigenasas en
presencia de altas concentraciones de peroxidos en lesiones inflamatorias.

En adultos se recomienda la administracion de 250 a 500 mg cada 4 6 6 horas.
La dosis maxima no debe exceder de 2 g en 24 horas y el tratamiento no se
debe prolongar por mas de 5 dias. En nifios la dosis varia de 40 a 480 mg



segun la edad y el peso corporal. También se emplea el criterio de 10 mg/ kg
de peso corporal por dosis. No se deben administrar mas de 5 dosis por dia ni
durante mas de 5 dias.

Tras su administracion oral, el acetaminofén se absorbe rapida vy
completamente por el tracto digestivo. Las concentraciones plasmaticas
maximas se alcanzan de 30 a 60 minutos después de la administracion del
farmaco; su vida media es de 2 horas. Se distribuye de manera relativamente
uniforme en liquidos corporales y se une a las proteinas del plasma en un 25
%.

Del 90 % al 100 % de los metabolitos del acetaminofén se excretan por orina

en las primeras 24 horas después de su administracion.

1.2 Biotransformacion

El acetaminofén es principalmente metabolizado en el higado por las vias de
glucuronidacion, sulfatacion y oxidacion (Lee, 1991; Miners, 1992). La via de
glucuronidacion y oxidacion presentan una cinética de primer orden por lo que
la cantidad de acetaminofén metabolizada se incrementa cuando la
concentracion de acetaminofén en higado se incrementa. La via de sulfatacion
sigue una cinética de Michaelis-Menten, lo que indica que la cantidad de
acetaminofén metabolizada permanece constante una vez que se ha alcanzado
un nivel de saturacion.

Menos del 9 % de una dosis terapéutica de acetaminofén es excretada sin
cambios por la orina (Miners, 1992). De un 47 % a un 62 % del farmaco sigue
la via de glucuronidacion. Los conjugados glucurénicos son inactivos y no
toxicos, son secretados en bilis y eliminados en la orina. La formacion de
conjugados glucurénicos es catalizada por la isoforma UGT1A6 de la
glucuroniltransferasa (Court, 2001). Un 25 % a un 36 % del farmaco se conjuga
con sulfato, los conjugados son inactivos y no toxicos (Koch, 1976) y son
completamente excretados por orina. Esta via es mediada por
sulfotransferasas, que son enzimas que se encuentran en citosol de la célula.
Por otro lado, de un 5 % a un 8 % de acetaminofén es oxidado por el sistema
enzimatico citocromo P-450. La isoenzima responsable del metabolismo del

acetaminofén es la CYP2E1 que forma un intermediario altamente reactivo, el



N-acetyl-p-benzoquinoneimina (NAPQI). Este intermediario es rapidamente
inactivado por glutation formando conjugados de cisteina y acido mercapturico,

ambos inactivos y no toxicos (Koch, 1976) (Figura 2).
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Figura 2. Biotransformacion del acetaminofén. Las vias metabdlicas por las cuales se elimina el

acetaminofén son glucuronidacion, sulfatacion y oxidacion.

1.3 Toxicidad

El uso continuo del acetaminofén o la sobredosis de este farmaco (méas de 10 g
en 24 horas) pueden ocasionar hepatotoxicidad y nefrotoxicidad. La ingestion

aguda de altas dosis de acetaminofén provoca la saturacion del sistema de

25-36%
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conjugacion con sulfato. Debido a la saturacion de éste sistema la fraccion
metabolizada por oxidacion y glucuronidacion se incrementa (Tabla 1), por lo
gue se genera mayor cantidad del metabolito intermediario NAPQI que se
conjuga instantdneamente con glutation. EI NAPQI es capaz de provocar
hepatotoxicidad o nefrotoxicidad después de una sobredosis si la velocidad a la
cual se sintetiza excede la velocidad a la cual se conjuga con glutation. El
NAPQI gue no es inactivado por glutation, se une a proteinas en hepatocitos y
células renales. Recientes analisis han demostrado que el glutation se
encuentra en cantidades suficientes en higado para conjugarse con el NAPQI
generado por CYP2EL a dosis terapéuticas, por lo que la toxicidad no ocurre a
dosis terapéuticas a menos que se modifiquen las concentraciones de glutation
(Manyike, 2000).

DOSIS

VIA METABOLICA TERAPEUTICA SOBREDOSIS
Glucuronidacién 47 a 62 % 41a75%
Sulfatacion 25a 36 % 9a 16 %.
Oxidacion 5a8% 21a28%

Tabla 1. Porcentaje de acetaminofén biotransformado modificando la dosis (Manyike, 2000).

Los mecanismos por el cual el acetaminofén provoca nefrotoxicidad no han
sido extensamente estudiados, pero deben diferir de aquellos que inducen
hepatotoxicidad. Esto se sugiere porque in vivo N-acetilcisteina evita dafio
hepatico pero no la muerte por apoptosis de células de tubulo proximal. La N-
acetilcisteina es un antioxidante y precursor del glutation.

Se ha observado que el acetaminofén provoca cambios morfolégicos
relacionados con la apoptosis. Por ejemplo, en la linea celular MTC (células de
tubulo proximal de murino) provoca condensacion de la cromatina, pérdida de
la asimetria de la membrana y fragmentacion internucleosomal de ADN. La
induccion de apoptosis causada por acetaminofén es un proceso dependiente
de caspasas, como las caspasas 12, 9 y 3 e independiente del citocromo c, ya
gue no se observan cambios en el potencial de la membrana mitocondrial ni
salida de proteinas de la mitocondria como citocromo ¢ o Smac/DIABLO (Lorz,
2004).
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1.4. Insuficiencia renal aguda

El tdbulo proximal reabsorbe del 60 al 80 % de solutos y agua filtrada en el
glomérulo, asi como a los electrolitos sodio, potasio, bicarbonato, cloruro,
fosfato, calcio y magnesio. También reabsorbe proteinas de bajo peso
molecular y péptidos pequefios. Debido a la acumulacion selectiva de
xenobibticos, el tubulo proximal es el sitio en donde ocurre mas comunmente
dafio. La gran cantidad de epitelio en ésta zona favorece el flujo de compuestos
y su acumulacién en las células (Brunton, 2006).

La nefrotoxicidad producida por efecto del acetaminofén se caracteriza por
necrosis en el tubulo proximal, que si no se detecta a tiempo puede provocar
insuficiencia renal aguda (IRA). La IRA se caracteriza por el deterioro de la
funcién renal en un periodo que comprende desde horas hasta dias. Cuando
ocurre necrosis del tubulo proximal se incrementan los valores de BUN
(nitrégeno ureico sanguineo, por sus siglas en inglés) y creatinina plasmatica,
también se incrementa la excrecion de sodio, potasio, glucosa urinaria,
proteinas y enzimas. Por el contrario, debido al dafio en el glomérulo, la GFR
(velocidad de filtracion glomerular, por sus siglas en inglés) disminuye
(Lorenzo, 2005).

En la poblacién derechohabiente del IMSS la IRA es la décima causa de
muerte. En el grupo de personas en edad productiva (15 a 64 afios) ocasiona la
muerte del 3.3 % en mujeres y 3.5 % en hombres. En el grupo de edad escolar
(nifios y jovenes de 5 a 14 afos) ocupa el cuarto lugar de descensos
provocando la muerte de 1.3 por cada 100,000 derechohabientes (IMSS,
2006).

De los pacientes que presenten el cuadro de IRA y que sobrevivan, sélo un
tercio recuperara su funcién renal normal, otro tercio presentara una regresion
parcial del cuadro con deterioro progresivo de ésta, un grupo de ellos y el grupo
restante no mostrard mejoria. Una forma de reconocer la presentacion de la
IRA es por el desarrollo de oligoanuria. La oliguria (< 400 mL de orina/ 24
horas) o anuria (< 100 mL de orina/ 24 horas) siempre implican una forma de
IRA. El diagndstico requiere de: el andlisis del BUN y creatinina, la

determinacion del volumen urinario, FENa (fraccion excretada de sodio) y un



estudio del sedimento wurinario. La urea es un producto terminal del
metabolismo de las proteinas y se elimina por el rifion. El BUN es una medida
de la GFR que esta en relacion directa con la ingestion de proteinas y el
metabolismo de sustancias nitrogenadas. Debido a que la urea se filtra a través
del glomérulo su concentracion en plasma esta en relacioén inversa con la tasa
de formacion de orina. Otra prueba para medir la GFR es la depuracion de
creatinina, la cual disminuye al presentarse la insuficiencia renal aguda

(Jiménez, 2005). Se calcula con la siguiente férmula:

DCr( m_L j _ UCr xV
min PCr

donde:

mg

UCr es la concentracién de creatinina urinaria en

PCr es la concentracion plasmatlca 0 sérica de creatinina en 79

v mL ) _ Volumen de orina de 24 horas (mL)
min 1440

En IRA el valor de FENa es mayor al1% y se calcula con la siguiente formula :

([Na]orinaj

FEN = [NaJsuero 100
[creatinina]orina
[creatinina]suero

Cuando existe IRA, se observan cilindros granulosos y células tubulares
renales en el sedimento urinario (Schroeder, 1991).

La insuficiencia renal se clasifica en pre-renal, renal o post-renal, de acuerdo al
mecanismo que la desencadena. La insuficiencia pre-renal ocurre
generalmente debido a hipotension debido a shock y/ o deshidratacion y
problemas vasculares debidos a trombosis de la vena renal. Las causas que

provocan insuficiencia renal son infecciones, toxinas, medicamentos, hemalisis,



entre otras. Finalmente la insuficiencia post-renal ocurre por obstrucciones en
la zona urinaria debido a medicamentos que interfieren con el vaciado normal
de la vejiga, hipertrofia de prostata, célculos renales, etc. Debido a que el dafio
por sobredosis de acetaminofén se efectia en células de tubulo proximal, la

IRA que se presenta comunmente es renal (Lorenzo, 2005).

2. CITOESQUELETO

El citoesqueleto es propio de las células eucarioticas. Es una matriz fibrosa de
proteinas que se extiende por el citoplasma entre el ntcleo y la cara interna de
la membrana plasmética, ayudando a definir la forma de la célula e
interviniendo en la locomocion y division celular. Las principales funciones del

citoesqueleto son:

e Locomocion celular
« Division celular
« Movimiento de los organulos internos

« Regulacion metabdlica

Los tres sistemas primarios de fibras que componen el citoesqueleto son:
microtubulos, microfilamentos y filamentos intermedios (Alberts, 1994).

Microtubulos

Los microtibulos son tubos cilindricos de 20-25 nm de diametro. Estan
compuestos de subunidades alfa y beta de la proteina tubulina. La alfa y beta
tubulina se asocian y forman dimeros. En presencia de GTP, los dimeros de
tubulina se unen y forman un tubo cuya parte central se mantiene vacia. Los
fragmentos de microtubulos flagelares actian como sitios de nucleacion,
incrementando la velocidad de polimerizacién de los dimeros de tubulina.

Los microtubulos manifiestan polaridad, un extremo tiende a la polimerizacion o
despolimerizacion a mayor velocidad (extremo +) y en el otro extremo ocurre lo
mismo pero a menor velocidad (extremo -). La estabilidad del ensamblaje de
los microtubulos es dependiente de la temperatura. A 4 °C los microtubulos

despolimerizan. Cuando los dimeros de tubulina son calentados a 37 °C en



presencia de GTP los dimeros vuelven a polimerizar. La polimerizacion también
depende de la concentracion de los dimeros de tubulina. A concentraciones
menores a la concentracién critica los dimeros polimerizan en tanto que a
concentraciones mayores a la concentracion critica éstos despolimerizan.

Entre las funciones de los microtubulos esta formar las fibras del huso para
separar los cromosomas durante la mitosis y la meiosis. Cuando se disponen
en forma geométrica dentro de cilios y flagelos, son usados para la locomocién
(autopropulsién) o para mover liquido circundante o particulas (motilidad). Los
microtubulos se organizan a partir de centros organizadores especializados
(MTOC por sus siglas en inglés), que controlan su localizacion y orientacion en

el citoplasma (Harvey, 2001).

Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios tienen 10 nm de didmetro y proveen fuerza de
tensidn (resistencia mecanica) a la célula. La organizacion de filamentos
intermedios y su asociacion con la membrana plasmatica sugiere que su
principal funcién es estructural. Se cree que su funcién principal es proveer
soporte mecanico en la membrana plasmatica, la cual tiene contacto con otras
células o con la matriz extracelular. No participan en la motilidad celular. A
diferencia de los microfilamentos y los microtubulos, los filamentos intermedios
son muy estables. Son proteinas alfa helicoidales que se ensamblan para
formar los filamentos.

La expresion de los diferentes filamentos intermedios varia de acuerdo al tipo
de tejido, por lo que se encuentran clasificados en seis tipos. Por ejemplo, en
células epiteliales son abundantes las queratinas &cidas (tipo 1) y las
queratinas basicas (tipo Il), también llamadas filamentos de queratina o
tonofilamentos. Las queratinas acidas y basicas se asocian en una proporcién
1:1 para formar heterodimeros que se ensamblan en filamentos
heteropoliméricos. Una de las proteinas que conforma el tipo Il de filamentos
intermedios es la vimentina. Esta proteina es el filamento intermedio que se
encuentra en mayor proporcion. Se expresa en leucocitos, vasos sanguineos,
células mesenquemiales como fibroblastos y en algunas células endoteliales.
Entre otras proteinas se encuentran las desmina, periferina y laminina (Harvey,
2001).



Microfilamentos

La actina es la proteina base de los microfilamentos, son las fibras mas
delgadas de 3-6 nm de didmetro. La actina es una proteina con funciones
contractiles, es también la proteina celular mas abundante. La asociacion de
estos microfilamentos de actina con la proteina miosina es la responsable de la
contraccion en musculo estriado. Los microfilamentos también pueden llevar a
cabo movimientos en otras estirpes celulares, incluyendo desplazamiento,

contraccion y citocinesis (Harvey, 2001).

2.1 Generalidades de la proteina actina

La molécula de actina tiene un peso molecular de 42 kDa, es un polipéptido de
375 aminoacidos y esta asociado con una molécula de ATP. La actina es
codificada por una familia multigénica que ha evolucionado a partir de un gen
precursor comun. En los mamiferos y las aves existen 6 isoformas de actina
estructuralmente relacionadas, clasificadas segun su patrén de expresion en 4
actinas musculares (a-esquelética, a-cardiaca, a-vascular y y-entérica), y 2
actinas no musculares (B-actina y y-actina) (Guirado, 2002).

Las isoformas de actina que se expresan en musculo difieren entre si en 4 a 6
aminoacidos y en 25 aminoacidos de las no musculares. En cambio, las actinas
no musculares se diferencian en 4 aminoacidos en el extremo amino-terminal
(Lodish, 2000). La p-actina es la principal isoforma de las actinas no
musculares y estd expresada en la mayoria de las células eucari6ticas no
musculares, asi como en mioblastos indiferenciados (Nudel, 1983).

El gen funcional humano de la B-actina (ACTB) ha sido mapeado en el
cromosoma 7p22 (Nayama, 1996). Esta formado por 5 intrones y 6 exones. En
la regidn no transcrita 3’ no aparecen intrones en el humano; sin embargo, la
region no transcrita 5’ presenta un largo intron (intron 1), 6 nucledtidos hacia
adelante del coddén de iniciacion. El gen de la y-actina (ACTG1) se halla
localizado en el cromosoma 1792512 y presenta una elevada homologia
estructural con el de la otra actina no muscular. Esta formado por igual nimero

de intrones y exones, también el intron | es el mas largo y se encuentra ubicado



en la misma posicion. Tal similitud estructural indica que ambos genes se
originaron por duplicacién génica de un gen ancestral comun (Erdo, 1998).

Los ARNm de ambas actinas no musculares se hallan segregados dentro de la
misma célula, y aunque existe coexpresion, esta sujeta a regulacion diferencial
e independiente para cada isoforma en los diferentes tipos celulares. Se ha
demostrado que el ARNm de la B-actina se localiza en las regiones periféricas
moviles y la region perinuclear, mientras el ARNm de la y-actina sélo se asocia
con la region perinuclear, lo que implicaria una sefial de localizacion que es
Unica para la isoforma 3 y podria reflejar procesos relacionados con la motilidad
celular (Hill, 1993; Hoock, 1991).

2.2 Polimerizacién de F-actina

El monémero es conocido como G-actina o actina globular, que se polimeriza o
se enrolla entre si formando una proteina filamentosa con estructura
cuaternaria (F-actina). Para que se lleve a cabo la polimerizacion, los
monomeros de G-actina se deben agregar para formar oligdmeros estables de
tres o cuatro subunidades. Los oligdbmeros se elongan para formar F-actina por
adicion de mas mondmeros en ambos extremos. A medida que los
microfilamentos de F-actina aumentan, la concentraciéon de G-actina decrece
hasta alcanzar un equilibrio llamado estado estacionario. En estado
estacionario los monémeros de actina se intercambian con subunidades en los
extremos de los microfilamentos sin haber un cambio neto en la concentracion
de G-actina o F-actina dentro de la célula.

Generalmente, los mondmeros de G-actina estdn unidos a una molécula de
ATP. Después de que son incorporados a los microfilamentos el ATP es
hidrolizado a ADP. Como resultado de la hidrolisis, la mayoria de los
microfilamentos estan formados por F-actina-ADP. Sin embargo, la hidrélisis de
ATP no es necesaria para que ocurra la polimerizacion, ya que se conoce que
G-actina unida a ADP o a ATP no hidrolizable es capaz de polimerizar a F-
actina.

La actina presenta polaridad. Tiende a polimerizarse (alargarse) a gran
velocidad por un extremo + y a despolimerizarse (acortarse) por el extremo —
(Harvey, 2001) (Figura 3).
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Figura 3. Fases de la polimerizaciéon de G-actina. Durante la nucleacién los monoémeros de G-actina
forman complejos de actina lentamente. Los nucleos formados se elongan por adicidn de subunidades en
ambos extremos, esta adicién ocurre a mayor velocidad en el extremo (+). Cuando se llega a un
equilibrio entre G-actina y F-actina, los mondémeros de actina se intercambian con subunidades en los
extremos de los microfilamentos sin haber un cambio neto en su concentracion dentro de la célula, a lo

que se le llama estado estacionario.

De acuerdo a su distribucion, los microfilamentos de actina se clasifican en
transcelulares (atraviesan el citoplasma en todas las direcciones) y corticales
(por debajo de la membrana plasmatica). Desempefian las siguientes

funciones:

e Intervienen en la contraccion muscular al asociarse a filamentos de
miosina y otras proteinas

e Intervienen en los procesos de fagocitosis

e Forman el anillo contractil que da lugar a la separacion de las células
hijas durante la mitosis

e Refuerzan la membrana plasmatica, formando por debajo de la misma

una densa red de filamentos conocida como cortex celular

El ensamblaje de la actina del citoesqueleto esta regulado a multiples niveles,
incluida la organizacion monomérica de la actina dentro del polimero y la
superorganizacion de los polimeros de actina en una red de filamentos. Un

gran numero de proteinas de union a la actina regulan el ensamblaje y



controlan la formacion de los microfilamentos y el entrecruzamiento de la red
de actina (Shelden, 2002).

2.3 Importancia del citoesqueleto de actina para otras proteinas

El correcto ensamblaje del citoesqueleto de actina es necesario para el
funcionamiento a una variedad de proteinas que se asocian a éste. Por
ejemplo, FAK (cinasa de adhesion focal, por sus siglas en inglés) es una

proteina que se relaciona con la formacion de adhesiones focales.

J __ Filamento
— de Actina

Citoplasma

- u-Actinina

—— Vinculina

" Paxilina
— Talina

Membrana

Integrina

_~~ Colageno
e

.y ‘_‘] / Proteoglicanos
Matriz y ¥
extracelular - /
™ .

Imagen tomada de:
http://www.genomasur/com/lecturas/Guia06.htm

Figura 4. Integracién del citoesqueleto con la matriz extracelular (MEC). Las integrinas que atraviesan la
membrana plasmética, por uno de sus extremos se unen a moléculas de la MEC, en este caso fibronectina.
Por el lado intracelular, se unen al citoesqueleto. La union al citoesqueleto esta formada por el agregado
molecular complejo (adhesidn focal).

Las adhesiones focales se conforman por integrinas y otras proteinas que
conforman a la ECM (matriz extracelular, por sus siglas en inglés), que se unen
al citoesqueleto para efectuar procesos como la adhesion, extension y
migracion celular.

La activacion de la FAK por fosforilacion en su residuo de tirosina, se asocia a
ECM o factores de crecimiento. FAK también regula la expresién de las
GTPasas Rho, que



controlan la formacion y el desensamblaje de estructuras formadas por actina
como fibras de estrés, lamelipodios y filipodios (Mitra, 2005).

La funcién de las integrinas depende en gran parte de su unién con el
citoesqueleto de actina. Las integrinas se acumulan en adhesiones focales y
matrices de union extracelular. Por sus dominios extracelulares se unen a las
fiboras de coldgeno a través de una proteina adhesiva, la fibronectina o
laminina. Por sus dominios citosolicos se une a los filamentos de actina a
través de un conjunto de proteinas ligadoras, como la talina, vinculina, paxilina
y a-actinina. La unién de las integrinas es dependiente de calcio y magnesio
(Figura 4).

Las caderinas se encuentran principalmente en sitios de unién célula-célula. Se
conectan al citoesqueleto de actina a través de las cateninas. La actividad de
las cateninas o y B es regulada por su fosforilacion, que es necesaria para la
actividad de union homofilica de las caderinas con otras proteinas (Ruoslahti,
1996).

En éste estudio se hace énfasis en el citoesqueleto de actina ya que en
nuestros experimentos se tifid F-actina para conocer los cambios que provocan
diferentes concentraciones de acetaminofén y/ o la exposicion de las células a
choque térmico.

Debido a la abundancia de actina en el citoesqueleto y a su relacion con otras
proteinas como integrinas y caderinas (proteinas de adhesiones focales) cuya
funciébn es primordial para la supervivencia de la célula, en diversas
publicaciones se analiza su arreglo y se emplea como parametro para conocer

el estado de éstas.

3. PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

Las proteinas de choque térmico (HSP) son un grupo de proteinas de
estructura altamente conservada, cuya trascripcion es activada en respuesta a
diversos tipos de estrés celular (Beere, 2004). Constituyen un amplio conjunto
proteico que se localiza en practicamente todas las células vivas desde
procariontes hasta eucariontes, existiendo una estrecha similitud entre HSP de

bacterias y humanos (Schlesinger, 1990).



El primer estimulo descrito capaz de provocar aumentos en la expresion de
HSP y que ademas dio nhombre a tales proteinas, fue la exposicion celular a
incrementos en su temperatura normal. La respuesta de choque térmico fue
descubierta por Ritossa en 1962 cuando se observo en las glandulas salivales
de Drosophila que a una temperatura de 25-30 ° C se promovia la expresion de
determinados genes hasta entonces desconocidos (Park, 2005). Los productos
de este fendmeno fueron entonces identificados como un grupo de proteinas a
las que se les nombré HSP. Otros estimulos capaces de generar la
sobrexpresion de proteinas de choque térmico son: metales pesados, agentes
sulfhidrilo, alcoholes, oxidantes, algunos farmacos, exposicion a algunas
hormonas, situaciones de isquemia, estados de anoxia, hiperoxia, radiaciones
ultravioleta, factores de necrosis tumoral, entre otros (Pivovarova, 2007).
Las HSP se encuentran en casi todos los compartimentos de la célula como lo
son citoplasma, mitocondria, nucleo, nucleolo, reticulo endoplasmico y
membrana (Welsh, 1996). El nivel de expresion de HSP en células de
diferentes tejidos es variable.
Las funciones principales de las HSP durante el estrés celular son:
i) inhibir la agregacion de los mondmeros de actina una vez
desnaturalizada la proteina
ii) inhibir el proceso de apoptosis, modulando las cascadas intrinseca y

extrinseca a través de una regulacién negativa en uno o0 mas puntos en

multiples cascadas de sefalizacion
En mamiferos, algunas HSP son expresadas de manera constitutiva en
determinadas estirpes celulares, ayudando a mantener el estado de
homeostasis facilitando el transporte, plegamiento y ensamblaje de polipéptidos
(Haley, 2000).
Ante una determinada situacion de estrés celular, las proteinas intracelulares
pueden sufrir desnaturalizacion e inactivacion, por lo que las HSP aumentan
dramaticamente su expresion y sintesis para reconocer tales proteinas
desnaturalizadas y tras unirse a ellas, conducirlas hacia la adquisicion de una
nueva estructura terciaria, oligomerizaciéon y translocacion a distintos
compartimentos intracelulares, o degradacién lisosémica y secrecion de los

productos proteicos afectados. De este modo, se ha llegado a considerar a las



HSP como analogos de las enzimas reparadoras del ADN, jugando un papel

similar en la reparacion de proteinas (Kozutsumi, 1988).
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Figura 5. Modelo de la actividad reparadora de las chaperonas sobre las proteinas desnaturalizadas.

La actividad de chaperonas de las HSP que contienen un dominio de ATPasa
(HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 y HSP100), esta regulada por medio de una
reaccion ciclica de union e hidrélisis de ATP (Buchberger, 1995) (Figura 5).
Cuando las HSP se encuentran unidas a ATP, muestran una baja afinidad a
otras proteinas; esto es, la unién y disociacion a proteinas es rapida. Cuando
las HSP estan unidas a ADP la unién a proteinas se realiza lentamente pero
con mayor estabilidad (Palleros, 1994). Esta reaccion de interconversion entre
la forma unida a ADP y la forma unida a ATP, es estabilizada por diversas co-
chaperonas (Beere, 2004).

La activacién de HSP durante condiciones de estrés celular va acompafiada de
una represion en la sintesis general de proteinas y mRNA, esto es importante
porque puede constituir un mecanismo por medio del cual se reduce el riesgo
de aumentar el niumero de proteinas en el interior de la célula que puedan
desnaturalizarse durante el estrés celular (Cuesta, 2000).

Las proteinas de choque térmico estan divididas en diversas familias de
acuerdo a su tamafo, funcion y estructura. Una clasificacion de las HSP
considera la existencia de 6 familias: sHSP (proteinas pequefias de choque
térmico), HSP40 (proteinas de dominio J), HSP60, HSP70, HSP90 y HSP 100
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(Westerheide, 2005). En éste estudio se realizo el analisis de una sHSP. En la
familia de las sHSP actualmente se conocen 9 miembros: HSP27, HSP20,
HSPB3, HSPB2 (6 MKBP), HSPB8 (6 HSP22), HSPB9, cvHSP (6 HSPB7), aA-
cristalina y aB-cristalina (Kappe, 2001; Kappe, 2003; Krief 1999).

3.1. sHSP

Las proteinas de la familia sHSP se encuentran distribuidas en todo el
organismo: HSP27, aB-cristalina, HSP20, cvHSP y HSPB9 se encuentran
abundantemente expresadas en musculo esquelético y corazon. HSP27,
HSP20 y aB-cristalina también estan presentes en rifiones, vejiga, pulmones,
estdbmago y piel (Krief, 1999; Benndorf, 2001; Kappe, 2001).

La familia de las SHSP se caracteriza por tener una estructura diferente al resto
de las HSP. En lugar del dominio ATPasa presente en el resto de las HSP, las
SHSP poseen un extremo amino de 24 a 247 residuos, que posee la secuencia
WDPF (Van Montfort, 2001). En el carboxilo terminal, las sHSP poseen una
region homologa conocida como dominio a-cristalino, de 80 a 100 residuos de
largo (Jong 1998). El dominio a-cristalino esta conformado por una estructura
supersecundaria caracteristica, compuesta de varias laminas B antiparalelas
colocadas en forma de sandwich (Van Montfort 2001), éstos son importantes ya
gue son capaces de mediar la formacién de oligdbmeros (Kim, 1998). Se ha
observado que en las sHSP los dominios hidrofobicos presentes en el carboxilo
terminal y la secuencia WDPF del extremo amino, son criticos para la
oligomerizacion (Studer, 2002; Van Montfort, 2001). Ambos extremos de las
sHSP son flexibles, lo que les confiere gran estabilidad. Se ha demostrado que
las sHSP forman oligdmeros de diferentes longitudes y masa total de 140 a 800
kDa, con estructuras dinamicas que intercambian subunidades constantemente
(Sobott, 2002). Las estructuras cuaternarias predominantes en los oligomeros
de sHSP se conforman de 12 subunidades y son de 2 tipos: tetraédrico
(esférico) hueco y de barril (Van Montfort, 2001). EI comportamiento dindmico
de las sHSP permite a los sitios de union al sustrato, contenidos en el interior
del complejo, quedar expuestos en la superficie y de esta manera, ser capaces

de interactuar con un namero diverso de proteinas (Giese, 2002). Por ejemplo,
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HSP27 interacciona con otras sHSP como aB-cristalina, HSP20 y HSP22
(Benndorf, 2001) y con las proteinas Ubc9, PASS1 y Daxx (Charette, 2000).
Otra caracteristica importante de las sHSP es que presentan residuos de serina
(serl5, ser78 y ser82) susceptibles a ser fosforilados. Por ejemplo, la
fosforilacion de HSP27 se inicia con la activacion de la cascada de la MAPK
p38, quien a su vez fosforila a las cinasas MAPK-2 y MAPK-3, responsables
directas de la fosforilacion de la sHSP (Landry, 1995). La fosforilacion de las
sHSP es muy importante en la regulacion de su actividad. La activacion de la
cascada de MAPK p38, responsable de la fosforilacién de las sHSP, es un
evento subsecuente a la activacion de las GTPasas Rac y Cdc42; lo cual indica
una posible conexiéon entre la fosforilacion de las sHSP y los rearreglos en el
citoesqueleto (Guay, 1997). La introduccion de moléculas de HSP27 no
fosforilables (mutadas) en células sometidas a estrés oxidativo, no produce
ningun efecto protector (Huot, 1997).

3.2 Participacion de HSP27 en la supervivencia celular ante condiciones
de estrés

Cuando una célula estad estresada, ocurre una reorganizacion rapida del
citoesqueleto acompafiada de un incremento en la sintesis de diversas HSP.
En una situacion de estrés los microtubulos se desensamblan, los filamentos
intermedios se colapsan hacia la regién perinuclear y los microfilamentos de
actina se desorganizan (Shelden, 2002). Las sHSP parecen desempefiar un
papel importante en la manutencién de la integridad de los microfilamentos y
los filamentos intermedios. Las sHSP participan en la proteccion de los
microfilamentos de actina neutralizando las proteinas que los dafian y que son
inducidas por el estrés celular. La actividad de proteccion del citoesqueleto se
diferencia de su funcién como chaperonas debido a que en este caso, la accién
la ejercen los diferentes mondémeros de sHSP, mientras que la funcién de
chaperonas requiere de una conformaciéon multimérica.

La proteina HSP25, homdéloga de HSP27 en ratones y originalmente nombrada
proteina IAP (inhibidora de la polimerizacibn de actina, por sus siglas en
inglés), es capaz de inhibir el acoplamiento de los microfilamentos previniendo

la adicion de mondmeros (Miron, 1991), sin embargo HSP27 no ejerce ningun



efecto sobre la desnaturalizacion de actina (Schneider, 1998). HSP27 solo
previene la disrupcion del citoesqueleto de actina, tras un evento de estrés
(Concannon, 2003). La sobrexpresion de HSP27 incrementa la polimerizacion
de los microfilamentos de F-actina en la corteza, lo que resulta en migracion
celular y acumulaciéon de fibras de estrés. También se ha demostrado que la
tasa de supervivencia de las células que sobrexpresan HSP27 se ve
incrementada como resultado de la estabilizacion de los microfilamentos de
actina y su rapida recuperacion (Mounier, 2003).

Se ha observado que una disminucion en los niveles de HSP27 provoca
desorganizacion del citoesqueleto e inhibicion del crecimiento (Mairesse, 1996).
A pesar de que se ha comprobado que existe una interaccion entre las sHSP y
actina, no se ha encontrado ninguna similitud en la secuencia o estructura que
sugieran cual es el sitio de unién entre ambas proteinas. La habilidad de
HSP27 de reparar proteinas desnaturalizadas puede incrementar la tasa de
supervivencia de la célula, limitando el nimero de proteinas en mal estado que
pueden desencadenar la apoptosis (Concannon, 2003).

HSP27 protege ante las ROS (especies reactivas de oxigeno, por sus siglas en
inglés) generadas tras la estimulaciéon con TNFa y ante el estrés oxidativo
provocado por peroxido de hidrogeno o menadiona, incrementando los niveles
celulares de glutation y modulando el potencial redox de la célula. (Mehlen,
1996).

HSP27 y otras HSP inhiben la formacion del complejo del apoptosoma,
regulando negativamente la actividad de las caspasas 9 y 3. HSP27 interactua
directamente con el citocromo c (Bruey, 2000), previniendo la oligomerizacion
del componente del apoptosoma Apaf-1 y regulando negativamente la
activacion de la pro-caspasa 9. También se ha comprobado que HSP27 es
capaz de inhibir la cascada de apoptosis iniciada por la unién de ligandos al
receptor Fas (Mehlen 1996). Este efecto lo logra por medio de 2 mecanismos:
la interaccion con procaspasa-3 y Daxx. La interaccibn de HSP27 con la
procaspasa-3 previene su activacion. La union de HSP27 con Daxx inhibe su
interaccion tanto con el receptor de Fas como con Ask 1 (Charette, 2000).
Estudios recientes han implicado a HSP27 en la modulacién de la apoptosis
dependiente de Bid. Bid es cortada por medio de la caspasa-8 para generar Bid

truncado (tBid), el cual favorece la salida de factores pro-apoptéticos de la



mitocondria de manera dependiente a Bax. Este evento integra las cascadas
intrinsecas y extrinsecas de la apoptosis. La supresion en la translocacion de
Bid provocada por HSP27 se correlaciona con la inhibicion de la salida del

citocromo C (Gabai, 2002) (Figura 6).
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Figura 6. Inhibicién de los componentes de las cascadas
extrinseca (A) e intrinseca (B) de la apoptosis a través de
HSP. Ademéas de HSP27, otras HSP pueden regular

diferentes etapas del proceso apoptotico.

En el estudio descrito a continuacion, se evalud la participacion de HSP27 en la
supervivencia de las células de tubulo proximal de cerdo, asi como su relacion
con el arreglo del citoesqueleto de actina al tratar a las células con

acetaminofén, un farmaco que provoca dafio refial al consumirlo de forma

aguda o por sobredosis.
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ll. HIPOTESIS

La sobrexpresion de HSP27 provocada por el choque térmico en células de la
linea celular LLC-PK1, incrementara la supervivencia de las células cuando

sean tratadas con acetaminofén.



lll. OBJETIVOS

Objetivos generales.

» Estudiar la participacion de HSP27 en la supervivencia de células LLC-

PK1 tratadas con acetaminofén.

» Evaluar el efecto del choque térmico en el arreglo del citoesqueleto de

actina de células tratadas con acetaminofén.

Objetivos particulares.

e Montar un modelo in vitro con la linea celular LLC-PK1 para determinar

las concentraciones toxicas y subtéxicas del acetaminofén.

» Evaluar la expresion de HSP27 en células tratadas con acetaminofén.

 Evaluar la expresion de HSP27 en células con choque térmico y

posteriormente tratadas con acetaminofén.

» Evaluar el efecto de la sobrexpresion de HSP27 en la viabilidad celular.

* Evaluar el efecto de la sobrexpresion de HSP27 en el arreglo del
citoesqueleto de actina en células con y sin tratamiento con

acetaminofén.



IV. MATERIAL Y METODOS

. Material biolégico.

Se emple6 a linea celular LLC—-PK1 que corresponde a células de tubulo
proximal de cerdo. Estas se cultivaron en medio D-MEM (Gibco) suplementado
con suero fetal bovino (10 %) y neomicina (0.5 %), estreptomicina (0.25 %) y
penicilina (0.25 %) (Gibco) en cajas de cultivo de 80 cm? de area (Nunc). Las
células se mantuvieron en una atmoésfera de 5 % de CO, a una temperatura
constante de 37 T en una incubadora (NUAIRE).

Las células se cosecharon con tripsina (0.05 %)/ EDTA(0.5 mM) (Gibco). Una
vez que las células se tuvieron en suspension, se tomd una alicuota de ésta y se
diluy6é 9/ 10 con azul tripan (0.4 %). Las células en suspension se contaron en
una camara de Neubauer y se evaludé su viabilidad por la exclusion de azul
tripan. Este colorante permite distinguir entre las células vivas y las muertas
porque ingresa al interior de las células que han perdido la permeabilidad
selectiva de la membrana tifiendolas de azul. Para realizar los experimentos
abajo descritos se utilizaron cultivos con viabilidad mayor o igual al 95 %. En
todos ellos las células se sembraron a una densidad de 45,000 células/ cm? que
corresponde a un 70 % de confluencia. En los experimentos en los cuales las
células se sometieron a choque térmico, éstas se sembraron y una vez

adheridas se incubaron a una temperatura de 43 C d urante 1 hora.

* Ensayos de citotoxicidad.

La determinacién de las concentraciones téxicas y subtdxicas de acetaminofén
se realiz6 mediante el ensayo de acumulacion de rojo neutro. Las células se
sembraron en placas de 96 pozos (Nunc). Una vez que las células se adhirieron
a la superficie de los pozos se adiciono el farmaco a las concentraciones de 0,
0.15, 0.3, 0.6, 1.2, 2.5, 5.0, 10, 20 0 40 mM. Después de transcurridas 24 horas
se adiciond una solucion del colorante rojo neutro a una concentraciéon final de
50 ug/ mL en PBS y se incubaron durante 90 minutos a 37 . Transcurrido el
tiempo de incubacién se retird cuidadosamente el colorante que no se introdujo a

las células empleando una micropipeta multicanal. Las células se fijaron con una



solucion de cloruro de calcio (0.1 %)/ formaldehido (0.5 %). La solucion se
decantd y finalmente el colorante se solubilizé con una solucion de acido acético
(1 %)/ etanol (50 %). La absorbancia del color que se desarrollé en los pozos se
leyé a la longitud de 570 nm.

Los resultados fueron analizados a través del programa GraphPad Prism 4.0.
Para normalizar los datos se tom6 como el 100 % de las células vivas al

promedio de absorbancias de pozos con células sin tratamiento.

» Obtencion de lisados celulares y cuantificacion de proteina total.

Las células se sembraron en cajas de 6 pozos (Nunc) y una vez adheridas se
adiciono acetaminofén a las concentraciones de 0.4, 2 0 10 mM. A las células de
los controles no se adicioné acetaminofén, sélo se incubaron con medio D-MEM.
Para dar tratamiento a las células se eligié la concentraciéon 0.4 mM porque es
una concentracion subtéxica, 2 mM porque es una concentracion subtoxica limite
y 10 mM porgue es una concentracion cercana a la concentracion toxica 50.

Por cada concentracion de farmaco se obtuvieron lisados, antes de la aplicacion
del choque térmico (tiempo -1), inmediatamente después del choque térmico
(tiempo 0) y después de 1, 3, 6, 12 y 24 horas después de su incubacién con
acetaminofén.

Las células se lisaron con 200 pL de buffer de lisis (25 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150
mM NacCl, 5 mM MgCl, 1 %, NP-40, 1 mM DTT, 5 % glicerol, 5 mM de EDTA, 1
mM de fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF), 1 mM o-vanadato, 1 ug/ mL de
pepstatina A, leupeptina y aprotinina y 10 mM NaF). Cada lisado se deposito en
un tubo Ependorff, se incubdé en hielo durante 10 minutos y después se
centrifugd durante 8 minutos a 13,000 rpm. Se recuperé el sobrenadante y se
conservo a -4 T hasta su utilizacion.

La cuantificacion de proteina total en los lisados se realiz6 mediante el método
de Bradford. Los reactivos empleados son de BioRad y la metodologia que se
utilizé es la indicada por los fabricantes. Para conocer la concentracion de
proteina total se realizé una curva patron con albumina, en la que se interpolaron

las lecturas de los lisados.



*  “Western blot”

De cada lisado se tomd el volumen que contenia 25 pg de proteina total y se
deposité en los pozos de un gel de arcrilamida al 12 % en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). El gel se corrié en una camara himeda a 15 mA
durante 2 horas y posteriormente se transfirid a una membrana de PVDF
(Millipore). La membrana se bloque6é con una solucién de albumina (1 %)
durante 1 hora, a temperatura ambiente y con agitaciéon constante. Después se
incubé con los anticuerpos primarios anti-HSP27 hecho en raton (IgG
monoclonal, Santa Cruz Biotechnology) o anti-actina hecho en ratén y por ultimo
con el anticuerpo secundario anti-raton conjugado con peroxidasa. Al término de
cada incubacion con los anticuerpos la membrana se lavo tres veces con una
solucion de PBS/ Tween 20 (0.5 %) durante 10 minutos. EI anticuerpo
secundario se detect6 por quimioluminiscencia y se revel6 con el kit Western
Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Las membranas se expusieron a placas de
autoradiografia (Kodak) y las bandas de interés se analizaron con el programa
ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/).

« Tincién con falotoxina fluorescente.

Para analizar el contenido de microfilamentos de actina se sembraron las células
en portaobjetos con pozos desmontables (Nunc). Una vez que las células se
adhirieron al pozo se adicioné el acetaminofén a las concentraciones de 0, 0.4, 2
o0 10 mM. En los experimentos que asi se requirio las células se sometieron a
choque térmico antes de la adicién del acetaminofén. Después de 24 horas de
exposicion al farmaco se retird6 el medio y se lavaron los pozos repetidamente
con PBS. Las células se fijaron con formaldehido (3 %) durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Luego de lavar las células con PBS se permeabilizaron
adicionando Tritdbn X-100 (0.1 %) durante 5 minutos. Posteriormente las células
se lavaron y se expusieron a 1 U/ mL de la solucion con faloidina-Alexa 488 y se
dejaron incubar durante 1 hora a temperatura ambiente protegidos de la luz.

Posteriormente se lavé abundantemente con PBS y finalmente se adiciond una



solucion de glicerina (DABCO 2 g, Glicerol 90 mL, PBS 10 mL) y se montd un
cubreobjetos sellandolo por los extremos con barniz.

Para tener evidencia de los cambos observados en el citoesqueleto de actina se
tomaron fotografias empleando un microscopio de fluorescencia (Nikon modelo
Eclipse 600).

» Deteccion de HSP27 por inmunofluorescencia.

Para analizar los cambios que ocurren en la localizacién de la proteina HSP27 al
adicionar el farmaco con y sin induccion de choque térmico, se sembraron las
células LLC-PK1 en portaobjetos con pozos desmontables (Nunc). Una vez
adheridas, se adiciono el farmaco y después de 24 horas de incubacién se retiro
el medio y se lavaron los pozos con PBS. El choque térmico se realizd antes de
la adicién del farmaco en los experimentos que asi lo requerian. Las células se
fijaron con formaldehido (3 %), pH 7.2 durante 15 minutos, se permeabilizaron
con Triton X-100 (0.1 %) durante 5 minutos, y después se adicion6 una solucion
de borohidruro de sodio (0.2 %) en PBS para reducir el fondo producido por los
aldehidos. Después de la incubacion de las células con cada reactivo se
realizaron repetidos lavados para eliminar el exceso de dichos reactivos. Una
vez permeabilizadas las células se bloquearon con albumina (1 %) durante 1
hora a temperatura ambiente y con agitacidon constante. Se adiciondé el
anticuerpo primario anti-HSP27 monoclonal hecho en ratéon (Santa Cruz
Biotechnology) y posteriormente el anticuerpo secundario anti-raton hecho en
burro conjugado con el fluorocromo Alexa 546 (Santa Cruz Biotechnology).
Ambos anticuerpos se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente,
después de cada incubacion se realizaron mdultiples lavados con PBS.
Finalmente se adiciond una solucion de glicerina (DABCO 2 g, Glicerol 90 mL,
PBS 10 mL) para montar un cubreobjetos que se sell6 por los extremos con
barniz. Para tener evidencia de los cambios observados en la localizacion de
HSP27 se tomaron fotografias empleando un microscopio de fluorescencia
(Nikon modelo Eclipse 600).



V. RESULTADOS

EFECTO DEL ACETAMINOFEN EN LA VIABILIDAD CELULAR.

Evaluamos el dafio que provoca el acetaminofén en células de tabulo proximal
de cerdo, para lo cual realizamos ensayos de acumulacion de rojo neutro.
Expusimos a las células a diferentes concentraciones de acetaminofén (0.15 a
40 mM en progresion geométrica base 2). En la figura 7 se observa que para
las concentraciones de 0.15, 0.3, 0.6, 1.2 y 2.5 mM la viabilidad celular no se
altera por el acetaminofén. Para la concentracion de 5.0 mM la viabilidad
disminuye ligeramente (viabilidad de 88 %) pero las diferencias no son
significativas. A la concentracion de 10 mM la viabilidad disminuye hasta 56 %,
para la concentracion de 20 mM disminuye a un valor de 28 % y finalmente
para 40 mM la viabilidad celular es practicamente nula (de 2 %). La dosis téxica

cincuenta corresponde a una concentracion de 11 mM de acetaminofén.
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Figura 7. Citotoxicidad por acetaminofén en la lina celular LLC-PK1. Las células se incubaron con
acetaminofén por 24 horas y posteriormente la Mit#tol se estimé mediante el ensayo de acumula&én d
rojo neutro. Las lecturas de absorbancia se nazaral contra las lecturas generadas por célulanque
se expusieron a acetaminofén (células control)iahilidad de las células decrece significativaraemt
partir de 10 mM de acetaminofén. ** P<0.01 (Prudbdunnett).



EXPRESION DE HSP27 EN CELULAS TRATADAS CON ACETAMIN OFEN.

Con el fin de conocer si la expresion de HSP27 se estaba modificando debido a
la adicion del acetaminofén, realizamos “Western blot” empleando lisados de
células incubadas con acetaminofén a las concentraciones subtéxicas 0.4 mM
(8A) 0 2 mM (8B), o la concentracion toxica 10 mM (8C). La expresion de
HSP27 en células a las cuales no se les adicioné acetaminofén, es la expresion
basal de esta proteina en al linea celular LLC-PK1 y corresponde al control.
Los lisados se fueron obteniendo después de 1, 3, 6, 12 o 24 horas de incubar
a las células con el farmaco con el fin de analizar el curso temporal de los
cambios en la exposicion de HSP27 y en caso de observar alteraciones en la
expresion de HSP27, el tiempo al cual se esta efectuando mayoritariamente.

En la figura 8 se observan las bandas de HSP27 y de actina para cada uno de
los tres tratamientos con acetaminofén. La banda de actina sirve para
corroborar que se estd adicionando igual cantidad de proteina en los pozos
cuando se realiza la electroforesis y para estandarizar los resultados. Para
realizar el analisis densitométrico de los “Western blots” se les asigno el valor
numeérico de 1 a la relacibn HSP27/ actina de los controles. La expresion de la
proteina HSP27 no se modific6 con ninguna de las concentraciones de
acetaminofén estudiadas (8A, 8B y 8C). Debido a que no observamos cambios
en la expresion de la proteina a ningan tiempo ni concentracion de
acetaminofén, no repetimos estos experimentos. En resumen observamos que
el tratamiento de las células con acetaminofén, ain con una concentracion
toxica, no es un estimulo en esta linea celular, para provocar cambios en la

expresion de HSP27 (ver figura 8D).
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Figura 8. Efecto del acetaminofén en la expresioredHSP27 en células de tubulo proximal de cerdo.
Para realizar los Western blots se emplearon Iséatales de la linea celular LLC-PK1 tratados @eh

(A), 2 (B) 0 10 mM (C) de acetaminofén. Los lisagasa el tiempo 0 se realizaron antes de la adabédn
farmaco, mientras que los lisados 1, 3, 6 y 24eséiziaron después de incubarlo con acetaminofén el
numero de horas indicadas. Para realizar el analas valores se normalizaron considerando qua par
los lisados de las células sin tratamiento la r@a¢iSP27/ actina es igual a 1. D. Expresion de la
proteina HSP27 en la linea celular LLC-PK1.



EXPRESION DE HSP27 EN CELULAS SOMETIDAS A CHOQUE TE RMICO Y
POSTERIORMENTE TRATADAS CON ACETAMINOFEN.

Una vez que observamos los efectos que provoca el acetaminofén en células
de la linea celular LLC-PK1, las sometimos a choque térmico para provocar la
sobrexpresién de proteinas de choque térmico. En la figura 9 se observa un
incremento en la cantidad de HSP27 en los lisados de células a las cuales se
les sometié a choque térmico. Para conocer si el comportamiento de HSP27
difiere en células tratadas con acetaminofén de aquellas que no se trataron, se
realizaron “western blotts” de células sélo con choque térmico (9A) y células
tratadas con acetaminofén 0.4 mM, 2 mM o 10 mM (9B, 9C y 9D).

En la figura 9E se observa que en la curva que corresponde a células con
choque térmico y sin incubacion con acetaminofén, la expresion de HSP27 se
incrementa y para el tiempo de 12 horas la relacion HSP27/ actina es 1.7. A las
24 horas dicha relacién disminuye hasta 1.4; aun no ha disminuido hasta su
estado basal. En la curva que corresponde a 0.4 mM la relacion HSP27/ actina
se incrementa hasta 1.5 a las 6 horas después de las cuales disminuye hasta
regresar a su expresion basal. Para 2 mM la maxima expresion de HSP27 se
observa a las 12 horas con una relacion HSP27/ actina de 2, para las 24 horas
la expresion ha disminuido a 1.9. A la concentracion de 10 mM se observa un
ligero incremento de HSP27 que alcanza su maxima expresion con una
relacion HSP27/ actina de 1.5 a las 6 horas, después de las cuales decrece
hasta su nivel basal. EI comportamiento en la expresion de HSP27 entre las
células que se trataron con las concentraciones 0.4 mM y 10 mM de
acetaminofén es muy parecido. La mayor expresion de HSP27 ocurre en

células tratadas con una concentracion de 2 mM de acetaminofén.

EFECTO DEL CHOQUE TERMICO EN LA VIABILIDAD DE CELUL AS
INCUBADAS CON ACETAMINOFEN.

Realizamos ensayos de citotoxicidad sometiendo a las células a choque
térmico para inducir la expresion de HSP27 y conocer si ésta proteina ayuda a

la supervivencia de las células.
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Figura 9. Efecto del acetaminofén en la expresionedHSP27 en células de tubulo proximal de cerdo
sometidas a choque térmicoPara realizar los Western blots se emplearon lsadi@mles de la linea
celular LLC-PK1 expuestas a acetaminofén despuépliear choque térmico durante 1 hora.

El tiempo -1 indica que los lisados se realizarotes de aplicar el choque térmico y sin adicion del
farmaco; en todos los casos la expresion basalSfe2HA en ausencia de choque térmico se utilizé para
normalizar las lecturas densitométricas. En lasilaglcontrol (A) el choque térmico incrementa la
expresion de HSP27 con un pico a las 12 horaexpeesion de HSP27 se modifica por la exposicion a
0.4 (B), 2 (C) o 10 mM (D) de acetaminofén. En l&figa (E) se observa la cuantificacion por

densitometria de la expresion de la proteina HS@2da experimento se realizé al menos 3 veces.



El tratamiento con acetaminofén lo realizamos 3 horas después del choque
térmico ya que en los Western blots de células que sometimos a choque
térmico se observa que a éste tiempo la expresion de HSP27 comienza a

aumentar (ver figura 9E).

En la figura 10 se compara la viabilidad de las células con y sin choque térmico
antes del tratamiento con acetaminofén. La concentracidn necesaria para

provocar la muerte al 50 % de las células se incrementa a 20 mM.
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Figura 10. Efecto del choque térmico en la citotogidad por paracetamol en la linea celular LLC-
PK1. En células que recibieron choque térmico antetadacubacion con el farmaco (linea roja) la

concentracion téxica 50 se duplica en comparac@m las células que no recibieron choque térmico

(linea azul).



CITOESQUELETO DE ACTINA.

Debido a que el citoesqueleto de actina es fundamental para mantener algunas
funciones y la estructura de las células, tefiimos F-actina para observar si habia
modificaciones en el citoesqueleto que se relacionaran con el comportamiento
de las células.

En la figura 11A se observa que para los controles los filamentos de actina se
encuentran distribuidos en el centro y en los limites de la célula. Los
microfilamentos son largos y se encuentran paralelos unos con otros. Para la
concentracion de 0.4 mM la cantidad de microfilamentos de actina disminuye
ligeramente en el citoesqueleto. Para 2 mM la cantidad de microfilamentos en
el citoesqueleto es casi nula, éstos se ven mas cortos y se concentran
encimados en ciertas zonas, a lo lejos se observan como puntos. Las fibras
qgue le dan la forma a la célula comienzan a disminuir. Para 10 mM se han
perdido gran parte de los microfilamentos de actina en el interior de la célula y
en los limites que dividen a una célula de otra, las células comienzan a perder
su forma y se empiezan a alargar. Entonces, en general se observa que a
mayor concentracion de farmaco las fibras son menos abundantes y mas
cortas. Cuando las células se exponen a choque térmico (figura 11B), se
observa que para 0 mM los microfilamentos de actina son mas abundantes en
el interior y en los bordes de la célula en comparacion con el control de las
células sin choque térmico, al igual que en éstas, las fibras son alargadas y
parecen estar dirigidas hacia un sentido. Para 0.4 mM no se observan cambios
con respecto a las células tratadas con 0 mM de acetaminofén con choque
térmico. Para 2 mM las fibras son aun abundantes, largas y orientadas hacia un
mismo lado, pero la cantidad en los bordes de las células ha disminuido en
comparaciéon con 0 mM. Para 10 mM no se distingue la divisidbn entre una
célula y otra, los microfilamentos de actina son largos pero su arreglo no es
homogéneo. En éstas células los microfilamentos de actina son mas
abundantes a cualquier concentracion de acetaminofén si se comparan con
aguellos que se encuentran en las células sin choque térmico, por lo que se
concluye que el choque térmico protege al citoesqueleto de actina de las
células de tdbulo proximal de cerdo de los efectos que provoca el

acetaminofén.



A) F-actina. Células sin choque térmico.
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B) F- actina. Células con choque térmico.
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Figura 11.
Localizacibn de F-
actina en células con y
sin choque térmico
tratadas con diferentes
concentraciones de
acetaminofén.En A los
microfilamentos de
actina se van perdiendo
conforme se incrementa
la concentracion de
acetaminofén. En B se
observa que al someter a
las células a choque
térmico los
microfilamentos de
actina se incrementan en
todos los tratamientos
con acetaminofén. Los
microfilamentos de
actina también
disminuyen en tamafio y
proporcibn a mayor
concentracién de

acetaminofén.



LOCALIZACION DE HSP27

Se realizaron inmunoflorescencias a células sin incubarlas con acetaminofén. A

unas células se les sometié a choque térmico y a otras no. En la figura 12, se

observa gue la localizacién de las células no se modifica por accién del choque

térmico, pero si la intensidad de la sefial que detecta a HSP27.

Sin choque térmico Con choque térmico

Figura 12. Localizacién de la
proteina HSP27 en células
control. Se observa que a las
células a las cuales se les sometio
a choque térmico, no se modifica
la distribucién de la proteina con
respecto a las células sin choque

térmico.

También empleamos la técnica de inmunoflorescencia para conocer si la

localizacion de HSP27 en células sometidas a choque térmico se modifica por

accion del acetaminofén. Se encontro que las diferencias entre las células a las

qgue no se les adiciond farmaco no son importantes al compararlas con aquellas

que se incubaron con 0.4 mM, 2 mM o 10 mM de acetaminofén (ver figura 11).

HSP27. Células con choque térmico.

0 mM acetaminofén 0.4 mM acetaminofén

2.0 mM acetaminofén 10.0 mM acetaminofén

Figura 13. Localizacion de HSP27

en células sometidas a choque

térmico e incubadas con
diferentes  concentraciones de
acetaminofén. Se observa la
localizacion de HSP27 es

independiente de la concentracion
de farmaco debido a que no hay
cambios significativos entre cada

tratamiento.



VI. DISCUSION

En el modelo in vitro que empleamos para conocer los dafios en el rifién a
causa del tratamiento con acetaminofén, utilizamos células de tabulo proximal
de cerdo, ya que se ha encontrado que la pérdida de células tubulares es una
caracteristica del dafio por acetaminofén (Ortiz, 2000).

En nuestros experimentos encontramos que la incubacion de las células con
acetaminofén es suficiente para provocar efectos toxicos, sin embargo en la
clinica se ha observado que un dafio renal prexistente o el consumo simultaneo
de mas de un analgésico es necesario para que los pacientes desarrollen dafio
renal a causa de la administracion de acetaminofén (Granese, 2007).

En nuestros resultados, se observa que en la linea celular LLC-PK1 la muerte
provocada por acetaminofén es dependiente de la concentracion. Los efectos
toxicos significativos se aprecian a partir de la concentracion de 10 mM.
Cuando el acetaminofén se administra a humanos, se requieren
concentraciones en plasma de 0.07 a 0.2 mM para producir efectos
terapéuticos y se sabe que las concentraciones téxicas son mayores a 1.3 mM
(Larson, 1991). También se ha reportado que en el 90 % de los individuos con
sobredosis por acetaminofén, la concentracion plasmatica después de 4 horas
de ingerido el farmaco es de 2 mM (Brunton, 2006). Aunque en nuestro modelo
la concentracion a la cual se observa toxicidad es mayor, debemos considerar
gue la concentracion del farmaco en plasma y en rifidn no es la misma. Esto se
debe a que el acetaminofén o uno de sus metabolitos téxicos tienden a
acumularse en las células del tubulo proximal, generando el dafio.

Aunqgue las concentraciones que empleamos para evaluar el dafio en células
de tabulo proximal no son parecidas a las concentraciones en plasma después
de administrado el farmaco, en otros modelos in vitro y ex vivo se han
encontrado resultados parecidos a los nuestros.

i. En células de tubulo epitelial de humano, linea celular HK-2, la
incubacion con acetaminofén se realiz6 durante 24 horas.
Posteriormente, al igual que en nuestros experimentos, se midio la
viabilidad por rojo neutro. La concentracion téxica 50 encontrada

para dichas células fue de 7 mM (Zhang, 2007).



ii. En experimentos realizados por perfusion en riflones de ratas, se ha
encontrado que con acetaminofén 10 mM se pierde la homeostasis
celular, incrementandose los valores de excrecion de agua excrecion
de agua en un 172 %, FENa en un 79 %, excrecion de glucosa en un
55 % y disminuyendo el valor de GFR 23 % (Trumper, 1995).

lii. En cortes de rifones de ratones machos CD-1 incubados con
diferentes concentraciones de acetaminofén, se midieron los niveles
de potasio y de ATP. A través de estos indicadores de funcién renal
se puede conocer el dafio en las células. EI ATP refleja el
almacenamiento de energia y es un indicador sensitivo de la
viabilidad y el contenido de potasio refleja la integridad de la
membrana. Cambios significativos se comenzaron a observar a partir
de la concentracibon 5 mM de acetaminofén. A 10 mM, una
concentracion empleada en nuestros experimentos, se observa que
el ATP y el potasio diminuyen sus valores 67 % y 40 %
respectivamente. También se observo que para la concentracion de
10 mM el dafio en tubulos proximales renales ocurre a las 12 horas
(Hoivik, 1996). Aunque no se esta midiendo viabilidad directamente,
se observa que a la concentracion de 10 mM funciones vitales para
la integridad celular han disminuido hasta valores cercanos al 50 %.

En contraste con nuestros resultados, otros investigadores han encontrado que
al incubar a células MTC (células de tdbulo proximal de murino) con
concentraciones de acetaminofén toxicas en plasma (2 mM) durante 24 horas,
el 50 % de las células mueren por apoptosis (Lorz, 2004). Estos resultados
difieren de los obtenidos en nuestros experimentos porque la concentracion de
acetaminofén de 2 mM en nuestro modelo corresponde a una concentracion
subtoxica en la que la viabilidad celular es de 97 %. A pesar de que ambas
lineas celulares corresponden a células de tubulo proximal, la sensibilidad de
cada una hacia el acetaminofén varia, lo que se puede deber a que
corresponden a diferentes especies.

Aungue no se conoce con precisiébn como el acetaminofén provoca la muerte
de las células de tabulo proximal del rifion, se sabe que en IRA se modifica la
expresion de marcadores de apoptosis extracelulares e intracelulares (Musso,

2008). Disminuyen los niveles de factores de crecimiento, se incrementa la



expresion de TNF y FasL. En pared tubular y en lumen se incrementa la
expresion de Bax y Bcl-X, y disminuye la de Bcl-2 (Ortiz, 2000). Por ello, en
gran parte de los experimentos para evaluar el mecanismo por el que el
acetaminofén genera toxicidad se ha estudiado la induccion de apoptosis. Los
resultados de dichas investigaciones sugieren que la induccién de apoptosis
debe ser la base del potencial nefrotoxico del acetaminofén.

En células MCD se observa que el incremento en la expresién de Bcl-X., una
proteina de la familia Bcl-2 que inhibe la salida del citocromo c¢ de la
mitocondria, al adicionar factores de crecimiento al medio con acetaminofén,
disminuye la muerte por apoptosis en un 60 % (Lorz, 2004).

Otros experimentos sugieren que la apoptosis es provocada por estrés en
reticulo endoplasmico (RE) ya que al tratar células epiteliales tubulares con
acetaminofén se incrementa el marcador de estrés de reticulo endoplasmico
GADD153 (Lorz, 2004). Por otra parte se ha encontrado en ratas, que tras su
exposicién a dosis nefrotoxicas de acetaminofén los niveles de la caspasa 12
se encontraban elevados en los rifiones. La caspasa 12 es un mediador de
muerte por estrés en reticulo endoplasmico (Peyrou, 2007).

En nuestros experimentos observamos que después de algunas horas de
incubar a las células con concentraciones toxicas de acetaminofén se aprecia
al microscopio como las células sufren cambios morfolégicos; por ejemplo,
pérdida de la asimetria de la membrana. Sin embargo estas observaciones no
son suficientes para decir que en nuestro modelo la muerte se esta efectuando
por apoptosis. Para conocer si en nuestro sistema la muerte se esta efectuando
por apoptosis, hay que realizar mediciones en las cuales se determinen
marcadores de apoptosis como las caspasas, el citocromo c, receptores de
muerte, cambios en el potencial de la membrana mitocondrial, entre otros. Una
técnica util para conocer que fraccion de las células muere por apoptosis, es la
citometria de flujo. En ésta técnica se analizan las caracteristicas Opticas de
particulas individuales presentes en una suspension celular. Es posible
detectar células que mueren por apoptosis temprana y tardia, asi como células
que mueren por necrosis. En la membrana de células que mueren por
apoptosis las moléculas de fosfatidilserina se translocan desde la cara interna
de la membrana citoplasmatica a la cara externa. Este cambio puede

detectarse mediante la union a Annexina V (conjugada con un fluorocromo) a la



fosfatidilserina. Las células que mueren por necrosis pierden la permeabilidad
celular y se pueden medir tiiéndolas con yoduro de propidio, que se une al
DNA accesible tras la pérdida de la permeabilidad selectiva. Las células que
Gnicamente se tifian con Annexina V se encuentran en apoptosis temprana.
Las células que se tifian anicamente con yoduro de propidio corresponderian a
la poblacion que muere por necrosis. Las células que se unan a Annexina Vy a
yoduro de propidio corresponderian a la poblacion de células que se
encuentran en apoptosis tardia, ya que después de cierto tiempo también
pierden la permeabilidad celular.

Debido a que en la terapéutica es necesario buscar blancos que ayuden a
contrarrestar los efectos toxicos provocados por agentes farmacéuticos, en la
actualidad se estudian a las HSP ya que se ha visto que incrementan su
expresion en situaciones de estrés y ayudan asi a la supervivencia de la célula.
Por ejemplo, la hipertermia en células del sistema nervioso provoca un
incremento de HSP70 que tiene efectos protectores a nivel de transmision
sinaptica y bloqueando la apoptosis. HSP70 también previene necrosis en
células endoteliales vasculares inducida por leucocitos polimorfonucleares
(Grover, 2002). aB-cristalina y HSP27 evitan la agregacion de F-actina después
de un evento de estrés, translocandose del citosol al citoesqueleto (Pivovarova,
2005).

En éste trabajo, se midid la expresion de la proteina HSP27 en células LLC-
PK1 sin tratamiento para conocer los niveles basales de expresion de la
proteina y en células tratadas con acetaminofén para conocer si el farmaco
provoca cambios la expresion de HSP27, puesto que se sabe que algunos
estimulos fisicos, quimicos o bioldgicos son capaces de provocar la sintesis de
HSP en respuesta a bajos niveles de estrés (Concannon, 2003). Se encontrd
que el acetaminofén no incrementa la expresion de HSP27. Al contrario de lo
gue ocurre en nuestros experimentos, otros estimulos estresantes si modifican
la expresion de HSP27. Al exponer células LLC-PK1 a dosis subletales de
cadmio se encontré la acumulaciéon de HSP de alto y bajo peso molecular. Esto
puede ser un indicador del dafio celular inducido por cadmio (Bonham, 2003).
También en células LLC-PK1 al provocar dafio por isquemia, la expresion de
HSP27 se incrementa, asociandose con F-actina en uniones laterales de la



célula y con actina agregada en citoplasma, limitando el dafio en uniones
laterales célula-célula y célula-sustrato (Van Why, 2003).

En nuestro modelo se provocé la sobrexpresion de HSP27 por choque térmico,
y se demostr0 por andlisis de “Western blot”. Al tratar a las ceélulas con
acetaminofén después de aplicar choque térmico no se observo una relacion
clara entre la sobrexpresion de HSP27 y las distintas concentraciones del
farmaco. Para las células que se incubaron con choque térmico y sin
acetaminofén el pico maximo para HSP27 se obtuvo a las 12 horas con un
incremento de un 70 % con respecto a la expresion basal. A las
concentraciones de 0.4 y 10 mM el pico maximo de expresion de HSP27 se dio
a las 6 horas con un incremento del 50 % con respecto al nivel basal y a la
concentracion de 2 mM el pico maximo se observa a las 12 horas con un
incremento de aproximadamente 150 % con respecto al nivel basal.

Al igual que en los resultados que obtuvimos, se ha encontrado que el
incremento en la expresion de HSP27 se observa después de pocas horas de
la incubacion con choque térmico, y que la proteina regresa a sus niveles
basales después de retirar el evento de estrés (Landry, 1991). HSP27 es una
de las principales HSP inducibles inhibidora de apoptosis por lo que tiene
efectos citoprotectores en respuesta al estrés. Esta proteina es fosforilada en
los residuos de serina 15, 78 y 82, y posteriormente se incrementa su
expresion (Pivovarova, 2005). La fosforilacion es catalizada por las cinasas
MAPK 2 y 3 que a su vez son activadas por la cinasa MAP p38. Por otra parte,
estudios han reportado que la fosforilacion de HSP27 no es necesaria para
proveer proteccion y que estd es mediada por un cambio redox en el que
HSP27 actia como amortiguador que previene oxidacion de proteinas
observadas generalmente cuando ocurre incremento en ROS (Grover, 2002).
Por ello, en posteriores experimentos seria interesante determinar en que
medida se expresa HSP27 en sus diferentes estados de fosforilacion,
inhibiendo las cinasas que catalizan la fosforilacion y observando el efecto
protector contra el acetaminofén. EI mecanismo por el cual las HSP protegen a
la célula no se entiende por completo, y probablemente involucre diferentes
funciones que en conjunto evitan dafios toxicos y asi la muerte.

La viabilidad de las células expuestas a choque térmico y posteriormente

tratadas con acetaminofén se incrementé de forma importante. La



concentracion toxica 50 de acetaminofén sin aplicar choque térmico es de 11
mM mientras que con choque térmico es de 20 mM. El choque térmico activa la
induccion intermediaria de genes que codifican a chaperonas moleculares,
proteasas y otras proteinas necesarias para la proteccion y recuperacion al
dafio celular originado por la aparicion de proteinas desnaturalizadas
(Westerheid, 2005). Entre estas proteinas se encuentran las HSP. Nuestros
resultados muestran que los cambios en la expresion de HSP27 correlacionan
con la supervivencia de las células.

El factor de choque térmico (Hsf) es una proteina clave para la regulacion de
HSP (Voellmy, 2004), ya que existe evidencia de que anticuerpos especificos
anti-Hsf inhiben la activacion de las HSP (Baler,1993, Ali,1998). La estructura
de Hsf se compone de un dominio de unién al DNA en el extremo amino que
es capaz de interactuar con el elemento del choque térmico (HSE). Este
dominio muy conservado de DNA precede al promotor de los genes de las HSP
(Green,1995). La activacion de Hsf ocurre a través de la formacion de un
puente disulfuro entre dos residuos de cisteina localizados en su sitio activo
(Ahn, 2003). Como ya se menciond, las HSP actian como chaperonas
uniéndose a proteinas dafiadas o desnaturalizadas mediando su
renaturalizacion o degradacion (Djamali, 2000). Adicionalmente, HSP27
disminuye la sintesis de proteinas bajo condiciones de estrés a las cuales se
pueden producir agregados de proteinas por desnaturalizacion o incorrecto
ensamblaje (Carper, 1997). HSP27 también inhibe la muerte por apoptosis al
parecer por diversos mecanismos como unién a receptores de muerte como
Fas, interactia con Daxx bloqueando interaccion con Fas y Askl e inhibiendo
la activacion de caspasas (Samali, 2001).

Con respecto al citoesqueleto de actina, al incubar a las células con
acetaminofén se observé que provoca modificaciones en el patrén de los
filamentos. Los microfilamentos de actina se observan mas pequefios, se
agregan y se pierden en mayor proporcion a mayor concentracion de
acetaminofén, siendo mas resistentes los microfilamentos corticales que los
transcelulares. Al someter a las células a choque térmico se aprecia que los
microfilamentos corticales y transcelulares de actina son mas abundantes. Esto
ocurre en células con y sin tratamiento con acetaminofén. La sobrexpresion de

HSP27 protege al citoesqueleto de actina por accion del acetaminofén,



evitando la pérdida de F-actina en los sitios de union, manteniendo la integridad
de la monocapa de células. EI mecanismo por el cual HSP27 estabiliza a actina
es pobremente entendido. Se estudia F-actina porque en la funcion del tejido
epitelial es muy importante la integridad del citoesqueleto de actina y de ésta
depende la estabilidad de los complejos que promueven el anclaje célula —
célula y célula — sustrato.

Los agregados de actina que se forman en el citoesqueleto ya se han
observado anteriormente en diferentes lineas celulares por accion de diversos
agentes que provocan toxicidad. Al igual que en los experimentos que
realizamos, en la linea celular MCT se forman los agregados de
microfilamentos de actina en el citoplasma al incubar a las células con
acetaminofén 2 mM (Lorz, 2004). En las lineas celulares LLC-PK1 y MDCK
también se forman los agregados de actina por induccion de isquemia y
exposicién a cadmio (Meldrum, 2003; Wiegele, 1998; Bonham, 2003). Dichos
agregados se pueden estar formando como mecanismo de proteccién de la
célula a concentraciones de acetaminofén que provocan cambios en
citoesqueleto de actina (Lorz, 2004).

En células de la linea celular LLC-PK1 privadas de ATP se encontraron
similitudes con lo observado en nuestros experimentos con respecto a las
modificaciones en el citoesqueleto de actina. Al inducir isquemia ocurren
alteraciones como inhibicién del ensamblaje de actina en el citoesqueleto. La
disrupcién de fibras de estrés es mas gradual y persistente ya que la actina
asociada a adhesiones focales es muy resistente y su ensamblaje se
incrementa drasticamente en los sitios de unidon célula—célula, por lo que el
contenido total de los microfilamentos de actina en células epiteliales se
incrementa. Lo anterior puede constituir un elemento del dafo inducido por
isquemia 0 un mecanismo de proteccion (Shelden, 2002).

Una explicacion de como la viabilidad va disminuyendo por accion del efecto
toxico del acetaminofén en el citoesqueleto de actina, es que cuando la
estructura del citoesqueleto esta dafada, otras proteinas que transducen
sefales extracelulares, especialmente receptores de adhesién, no pueden
regular adecuadamente procesos tales como proliferaciéon, motilidad,
diferenciacion y transporte celular, ya que estos procesos dependen de la

interaccion de las proteinas con el citoesqueleto de actina (Ruoslahti, 1996).



La supervivencia debida a la sobrexpresion de HSP27 se correlaciona con un
mayor nivel de elongacion, migracion y adhesion. Esto se observd en
fibroblastos mutados que sobrexpresan HSP27 (SS12) y en fibroblastos
mutados que expresan menor cantidad de HSP27 que la correspondiente a la
cantidad basal (AS10). Los fibroblastos SS12 lograron una elongacion,
migracion y adhesiéon de forma mas rapida y efectiva que los fibroblastos AS10
(Hirano, 2004). Aunque los fibroblastos no corresponden a las células del tejido
que se esta estudiando, en nuestros experimentos se observo que la
sobrexpresion de HSP27 nos permite conservar la integridad de la monocapa
de células, lo que nos sugiere que también se debe a que la funcién de
adhesion se conserva. Esta mayor adhesién se relaciona directamente con el
efecto protector de HSP27 en el citoesqueleto de actina. También se ha
reportado que bajo condiciones de estrés HSP27 actia como un agente
antioxidante, antiapoptotico y estabilizando al citoesqueleto de actina
(Pivovarova, 2007).

La mayor cantidad de actina encontrada en células sometidas a choque térmico
antes del tratamiento se debe a que entre otras HSP, HSP27 ayuda a que los
microfilamentos repolaricen, evitando la pérdida de F-actina en el citoesqueleto
(Pivovarova, 2005). En células RTE (células de tubulo epitelial de rifidén) a las
que se les provocd una situacion de isquemia se encontrd que la actina se
encuentra asociada a HSP27, la cual se aloja principalmente en sitios de
adhesion célula-célula (Shelden, 2002). En nuestro estudio se observé que
HSP27 se encuentra distribuida homogéneamente en el citoplasma, no se
realizaron estudios para observar si en nuestro modelo también se encuentran
colocalizadas actina y HSP27, por lo que en estudios posteriores se deberan
emplear técnicas como microscopia cofocal.

En posteriores experimentos se pretende medir la expresion de otras HSP para
saber si alguna otra se sobrexpresa como respuesta al efecto citotoxico del
acetaminofén o participa en el rearreglo del citesqueleto de actina. Por ejemplo,
se sabe que en condiciones de isquemia, HSP72 restaura la estructura celular,
estabiliza lo bomba Na-K-ATPasa y evita la formacién de agregados en el
citoesqueleto (Aufricht, 1998). También se sabe que HSP72 protege
previniendo la activacion y traslocacion del factor NF-kB que es un mediador de

dafio isquémico renal capaz de inducir apoptosis en células tubulares renales.



La funcion de NF-kB en dafio renal isquémico es complejo ya que puede
proveer proteccién o muerte celular en respuesta a diversos factores (Meldrum,
2003).

El modelo in vitro que montamos nos permitié evaluar efectos funcionales y
morfologicos en células especificas de tubulo proximal de rifion de cerdo, pero
los resultados obtenidos no se pueden aplicar directamente en la clinica.

En los ensayos de citotoxicidad in vitro, las células que se emplean muestran
buena compatibilidad con la toxicidad que muestra el 6rgano blanco in vivo. Sin
embargo, los resultados obtenidos no se pueden escalar a la clinica porque en
un cultivo celular las células no sufren los procesos del metabolismo

(administracion, distribucién, biotransformacion y eliminacién).



VII. CONCLUSIONES

Se encuentra a HSP27 como un elemento de proteccidon que permite a las
células LLC-PK1 sobrevivir o realizar funciones celulares cuando son
expuestas a acetaminofén. El conocimiento del mecanismo de citoproteccion
de HSP27 u otras HSP podria ser Util en estrategias terapéuticas que limiten o

eviten el dafio renal generado por medicamentos.

El acetaminofén promueve el desarreglo del citoesqueleto de actina, siendo
mas evidentes los cambios en los microfilamentos transcelulares. A dosis
toxicas también se ven afectados los microfilamentos corticales y asi las
uniones célula-célula. El estrés que provoca el acetaminofén no induce la

sobrexpresion de HSP27.

Al exponer a las células a choque térmico no se modifica la localizacion de
HSP27 pero si su expresion. La sobrexpresion de HSP27 promueve la
estabilidad del citoesqueleto de actina e incrementa la cantidad de
microfilamentos en la célula, ayudando a evitar la pérdida del las uniones
célula-célula y célula-sustrato. Lo anterior se relaciona con la mayor

supervivencia celular.
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I. ANTECEDENTES


1. ACETAMINOFÉN


El acetaminofén (Figura 1) es un derivado del aminofenol. Su fórmula química es C8H9NO2 y tiene un peso molecular de 151.16 g/ mol. Este fármaco se encuentra dentro del cuadro básico de medicamentos del sector salud y se puede disponer de éste en diferentes formas farmacéuticas como tabletas, comprimidos, supositorios y solución oral.
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Figura 1. Estructura del acetaminofén también conocido como paracetamol o N-acetil-p-aminofenol.

1.1 Efecto terapéutico


El acetaminofén posee propiedades analgésicas y antipiréticas, por lo que se utiliza en el tratamiento del dolor moderado, agudo y crónico. Se desconoce su mecanismo exacto de acción aunque se sabe que actúa a nivel central. Se cree que el acetaminofén aumenta el umbral al dolor inhibiendo las ciclooxigenasas en el sistema nervioso central, enzimas que participan en la síntesis de las prostaglandinas (Boutand, 2002). El acetaminofén también parece inhibir la síntesis y/ o los efectos de varios mediadores químicos que sensibilizan los receptores del dolor a los estímulos mecánicos o químicos. Los efectos antipiréticos del acetaminofén tienen lugar bloqueando la formación y salida de prostaglandinas en el centro hipotalámico regulador de la temperatura (Milton, 1976). El hecho de que el acetaminofén posea una actividad antinflamatoria pobre se atribuye a que es un inhibidor débil de las ciclooxigenasas en presencia de altas concentraciones de peróxidos en lesiones inflamatorias.

En adultos se recomienda la administración de 250 a 500 mg cada 4 ó 6 horas. La dosis máxima no debe exceder de 2 g en 24 horas y el tratamiento no se debe prolongar por más de 5 días. En niños la dosis varía de 40 a 480 mg según la edad y el peso corporal. También se emplea el criterio de 10 mg/ kg de peso corporal por dosis. No se deben administrar más de 5 dosis por día ni durante más de 5 días.

Tras su administración oral, el acetaminofén se absorbe rápida y completamente por el tracto digestivo. Las concentraciones plasmáticas máximas se alcanzan de 30 a 60 minutos después de la administración del fármaco; su vida media es de 2 horas. Se distribuye de manera relativamente uniforme en líquidos corporales y se une a las proteínas del plasma en un 25 %.


Del 90 % al 100 % de los metabolitos del acetaminofén se excretan por orina en las primeras 24 horas después de su administración.


1.2 Biotransformación


El acetaminofén es principalmente metabolizado en el hígado por las vías de glucuronidación, sulfatación y oxidación (Lee, 1991; Miners, 1992). La vía de glucuronidación y oxidación presentan una cinética de primer orden por lo que la cantidad de acetaminofén metabolizada se incrementa cuando la concentración de acetaminofén en hígado se incrementa. La vía de sulfatación sigue una cinética de Michaelis-Menten, lo que indica que la cantidad de acetaminofén metabolizada permanece constante una vez que se ha alcanzado un nivel de saturación.

Menos del 9 % de una dosis terapéutica de acetaminofén es excretada sin cambios por la orina (Miners, 1992). De un 47 % a un 62 % del fármaco sigue la vía de glucuronidación. Los conjugados glucurónicos son inactivos y no tóxicos, son secretados en bilis y eliminados en la orina. La formación de conjugados glucurónicos es catalizada por la isoforma UGT1A6 de la glucuroniltransferasa (Court, 2001). Un 25 % a un 36 % del fármaco se conjuga con sulfato, los conjugados son inactivos y no tóxicos (Koch, 1976) y son completamente excretados por orina. Esta vía es mediada por sulfotransferasas, que son enzimas que se encuentran en citosol de la célula. Por otro lado, de un 5 % a un 8 % de acetaminofén es oxidado por el sistema enzimático citocromo P-450. La isoenzima responsable del metabolismo del acetaminofén es la CYP2E1 que forma un intermediario altamente reactivo, el N-acetyl-p-benzoquinoneimina (NAPQI). Este intermediario es rápidamente inactivado por glutatión formando conjugados de cisteína y ácido mercaptúrico, ambos inactivos y no tóxicos (Koch, 1976) (Figura 2).
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Figura 2. Biotransformación del acetaminofén. Las vías metabólicas por las cuales se elimina el acetaminofén son glucuronidación, sulfatación y oxidación.

1.3 Toxicidad


El uso continuo del acetaminofén o la sobredosis de este fármaco (más de 10 g en 24 horas) pueden ocasionar hepatotoxicidad y nefrotoxicidad. La ingestión aguda de altas dosis de acetaminofén provoca la saturación del sistema de conjugación con sulfato. Debido a la saturación de éste sistema la fracción metabolizada por oxidación y glucuronidación se incrementa (Tabla 1), por lo que se genera mayor cantidad del metabolito intermediario NAPQI que se conjuga instantáneamente con glutatión. El NAPQI es capaz de provocar hepatotoxicidad o nefrotoxicidad después de una sobredosis si la velocidad a la cual se sintetiza excede la velocidad a la cual se conjuga con glutatión. El NAPQI que no es inactivado por glutatión, se une a proteínas en hepatocitos y células renales. Recientes análisis han demostrado que el glutatión se encuentra en cantidades suficientes en hígado para conjugarse con el NAPQI generado por CYP2E1 a dosis terapéuticas, por lo que la toxicidad no ocurre a dosis terapéuticas a menos que se modifiquen las concentraciones de glutatión (Manyike, 2000).


		VÍA METABÓLICA

		DOSIS TERAPÉUTICA

		SOBREDOSIS



		Glucuronidación

		47 a 62 %

		41 a 75 %



		Sulfatación

		25 a 36 %

		9 a 16 %.



		Oxidación

		5 a 8 %

		21 a 28 %





Tabla 1. Porcentaje de acetaminofén biotransformado modificando la dosis (Manyike, 2000).

Los mecanismos por el cual el acetaminofén provoca nefrotoxicidad no han sido extensamente estudiados, pero deben diferir de aquellos que inducen hepatotoxicidad. Esto se sugiere porque in vivo N-acetilcisteína evita daño hepático pero no la muerte por apoptosis de células de túbulo proximal. La N-acetilcisteína es un antioxidante y precursor del glutatión.


Se ha observado que el acetaminofén provoca cambios morfológicos relacionados con la apoptosis. Por ejemplo, en la línea celular MTC (células de túbulo proximal de murino) provoca condensación de la cromatina, pérdida de la asimetría de la membrana y fragmentación internucleosomal de ADN. La inducción de apoptosis causada por acetaminofén es un proceso dependiente de caspasas, como las caspasas 12, 9 y 3 e independiente del citocromo c, ya que no se observan cambios en el potencial de la membrana mitocondrial ni salida de proteínas de la mitocondria como citocromo c o Smac/DIABLO (Lorz, 2004).

1.4. Insuficiencia renal aguda


El túbulo proximal reabsorbe del 60 al 80 % de solutos y agua filtrada en el glomérulo, así como a los electrolitos sodio, potasio, bicarbonato, cloruro, fosfato, calcio y magnesio. También reabsorbe proteínas de bajo peso molecular y péptidos pequeños. Debido a la acumulación selectiva de xenobióticos, el túbulo proximal es el sitio en donde ocurre mas comúnmente daño. La gran cantidad de epitelio en ésta zona favorece el flujo de compuestos y su acumulación en las células (Brunton, 2006). 


La nefrotoxicidad producida por efecto del acetaminofén se caracteriza por necrosis en el túbulo proximal, que si no se detecta a tiempo puede provocar insuficiencia renal aguda (IRA). La IRA se caracteriza por el deterioro de la función renal en un periodo que comprende desde horas hasta días. Cuando ocurre necrosis del túbulo proximal se incrementan los valores de BUN (nitrógeno ureico sanguíneo, por sus siglas en inglés) y creatinina plasmática, también se incrementa la excreción de sodio, potasio, glucosa urinaria, proteínas y enzimas. Por el contrario, debido al daño en el glomérulo, la GFR (velocidad de filtración glomerular, por sus siglas en inglés) disminuye (Lorenzo, 2005).


En la población derechohabiente del IMSS la IRA es la décima causa de muerte. En el grupo de personas en edad productiva (15 a 64 años) ocasiona la muerte del 3.3 % en mujeres  y 3.5 % en hombres. En el grupo de edad escolar (niños y jóvenes de 5 a 14 años) ocupa el cuarto lugar  de descensos provocando la muerte de 1.3 por cada 100,000 derechohabientes (IMSS, 2006). 


De los pacientes que presenten el cuadro de IRA y que sobrevivan, sólo un tercio recuperará su función renal normal, otro tercio presentará una regresión parcial del cuadro con deterioro progresivo de ésta, un grupo de ellos y el grupo restante no mostrará mejoría. Una forma de reconocer la presentación de la IRA es por el desarrollo de oligoanuria. La oliguria (< 400 mL de orina/ 24 horas) o anuria (< 100 mL de orina/ 24 horas) siempre implican una forma de IRA. El diagnóstico requiere de: el análisis del BUN y creatinina, la determinación del volumen urinario, FENa (fracción excretada de sodio) y un estudio del sedimento urinario. La urea es un producto terminal del metabolismo de las proteínas y se elimina por el riñón. El BUN es una medida de la GFR que está en relación directa con la ingestión de proteínas y el metabolismo de sustancias nitrogenadas. Debido a que la urea se filtra a través del glomérulo su concentración en plasma está en relación inversa con la tasa de formación de orina. Otra prueba para medir la GFR es la depuración de creatinina, la cual disminuye al presentarse la insuficiencia renal aguda (Jiménez, 2005). Se calcula con la siguiente fórmula:
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Cuando existe IRA, se observan cilindros granulosos y células tubulares renales en el sedimento urinario (Schroeder, 1991).


La insuficiencia renal se clasifica en pre-renal, renal o post-renal, de acuerdo al mecanismo que la desencadena. La insuficiencia pre-renal ocurre generalmente debido a hipotensión debido a shock y/ o deshidratación y problemas vasculares debidos a trombosis de la vena renal. Las causas que provocan insuficiencia renal son infecciones, tóxinas, medicamentos, hemólisis, entre otras. Finalmente la insuficiencia post-renal ocurre por obstrucciones en la zona urinaria debido a medicamentos que interfieren con el vaciado normal de la vejiga, hipertrofia de próstata, cálculos renales, etc. Debido a que el daño por sobredosis de acetaminofén se efectúa en células de túbulo proximal, la IRA que se presenta comúnmente es renal (Lorenzo, 2005).


2. CITOESQUELETO


El citoesqueleto es propio de las células eucarióticas. Es una matriz fibrosa de proteínas que se extiende por el citoplasma entre el núcleo y la cara interna de la membrana plasmática, ayudando a definir la forma de la célula e interviniendo en la locomoción y división celular. Las principales funciones del citoesqueleto son:


 SYMBOL 183 \f "Symbol" \s 10 \h  Locomoción celular

 SYMBOL 183 \f "Symbol" \s 10 \h  División celular

 SYMBOL 183 \f "Symbol" \s 10 \h  Movimiento de los orgánulos internos

 SYMBOL 183 \f "Symbol" \s 10 \h  Regulación metabólica


Los tres sistemas primarios de fibras que componen el citoesqueleto son: microtúbulos, microfilamentos y filamentos intermedios (Alberts, 1994).


Microtúbulos


Los microtúbulos son tubos cilíndricos de 20-25 nm de diámetro. Están compuestos de subunidades alfa y beta de la proteína tubulina. La alfa y beta tubulina se asocian y forman dímeros. En presencia de GTP, los dímeros de tubulina se unen y forman un tubo cuya parte central se mantiene vacía. Los fragmentos de microtúbulos flagelares actúan como sitios de nucleación, incrementando la velocidad de polimerización de los dímeros de tubulina.


Los microtúbulos manifiestan polaridad, un extremo tiende a la polimerización o despolimerización a mayor velocidad (extremo +) y en el otro extremo ocurre lo mismo pero a menor velocidad (extremo -). La estabilidad del ensamblaje de los microtúbulos es dependiente de la temperatura. A 4 °C los microtúbulos despolimerizan. Cuando los dímeros de tubulina son calentados a 37 °C en presencia de GTP los dímeros vuelven a polimerizar. La polimerización también depende de la concentración de los dímeros de tubulina. A concentraciones menores a la concentración crítica los dímeros polimerizan en tanto que a concentraciones mayores a la concentración crítica éstos despolimerizan. 


Entre las funciones de los microtúbulos está formar las fibras del huso para separar los cromosomas durante la mitosis y la meiosis. Cuando se disponen en forma geométrica dentro de cilios y flagelos, son usados para la locomoción (autopropulsión) o para mover líquido circundante o partículas (motilidad). Los microtúbulos se organizan a partir de centros organizadores especializados (MTOC por sus siglas en inglés), que controlan su localización y orientación en el citoplasma (Harvey, 2001).


Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios tienen 10 nm de diámetro y proveen fuerza de tensión (resistencia mecánica) a la célula. La organización de filamentos intermedios y su asociación con la membrana plasmática sugiere que su principal función es estructural. Se cree que su función principal es proveer soporte mecánico en la membrana plasmática, la cual tiene contacto con otras células o con la matriz extracelular. No participan en la motilidad celular. A diferencia de los microfilamentos y los microtúbulos, los filamentos intermedios son muy estables. Son proteínas alfa helicoidales que se ensamblan para formar los filamentos. 


La expresión de los diferentes filamentos intermedios varía de acuerdo al tipo de tejido, por lo que se encuentran clasificados en seis tipos. Por ejemplo, en células epiteliales son abundantes las  queratinas ácidas (tipo I) y las queratinas básicas (tipo II), también llamadas filamentos de queratina o tonofilamentos. Las queratinas ácidas y básicas se asocian en una proporción 1:1 para formar heterodímeros que se ensamblan en filamentos heteropoliméricos. Una de las proteínas que conforma el tipo III de filamentos intermedios es la vimentina. Esta proteína es el filamento intermedio que se encuentra en mayor proporción. Se expresa en leucocitos, vasos sanguíneos, células mesenquemiales como fibroblastos y en algunas células endoteliales. Entre otras proteínas se encuentran las desmina, periferina y laminina (Harvey, 2001). 


Microfilamentos


La actina es la proteína base de los microfilamentos, son las fibras más delgadas de 3-6 nm de diámetro. La actina es una proteína con funciones contráctiles, es también la proteína celular más abundante. La asociación de estos microfilamentos de actina con la proteína miosina es la responsable de la contracción en músculo estriado. Los microfilamentos también pueden llevar a cabo movimientos en otras estirpes celulares, incluyendo desplazamiento, contracción y citocinesis (Harvey, 2001).


2.1 Generalidades de la proteína actina


La molécula de actina tiene un peso molecular de 42 kDa, es un polipéptido de 375 aminoácidos y está asociado con una molécula de ATP. La actina es codificada por una familia multigénica que ha evolucionado a partir de un gen precursor común. En los mamíferos y las aves existen 6 isoformas de actina estructuralmente relacionadas, clasificadas según su patrón de expresión en 4 actinas musculares (α-esquelética, α-cardiaca, α-vascular y (-entérica), y 2 actinas no musculares (β-actina y (-actina) (Guirado, 2002).


Las isoformas de actina que se expresan en músculo difieren entre sí en 4 a 6 aminoácidos y en 25 aminoácidos de las no musculares. En cambio, las actinas no musculares se diferencian en 4 aminoácidos en el extremo amino-terminal (Lodish, 2000). La β-actina es la principal isoforma de las actinas no musculares y está expresada en la mayoría de las células eucarióticas no musculares, así como en mioblastos indiferenciados (Nudel, 1983).

El gen funcional humano de la β-actina (ACTB) ha sido mapeado en el cromosoma 7p22 (Nayama, 1996). Está formado por 5 intrones y 6 exones. En la región no transcrita 3’ no aparecen intrones en el humano; sin embargo, la región no transcrita 5’ presenta un largo intrón (intrón I), 6 nucleótidos hacia adelante del codón de iniciación. El gen de la (-actina (ACTG1) se halla localizado en el cromosoma 17q2512 y presenta una elevada homología estructural con el de la otra actina no muscular. Está formado por igual número de intrones y exones, también el intrón I es el más largo y se encuentra ubicado en la misma posición. Tal similitud estructural indica que ambos genes se originaron por duplicación génica de un gen ancestral común (Erdo, 1998).


Los ARNm de ambas actinas no musculares se hallan segregados dentro de la misma célula, y aunque existe coexpresión, está sujeta a regulación diferencial e independiente para cada isoforma en los diferentes tipos celulares. Se ha demostrado que el ARNm de la β-actina se localiza en las regiones periféricas móviles y la región perinuclear, mientras el ARNm de la (-actina sólo se asocia con la región perinuclear, lo que implicaría una señal de localización que es única para la isoforma β y podría reflejar procesos relacionados con la motilidad celular (Hill, 1993; Hoock, 1991).

2.2 Polimerización de F-actina


El monómero es conocido como G-actina o actina globular, que se polimeriza o se enrolla entre sí formando una proteína filamentosa con estructura cuaternaria (F-actina). Para que se lleve a cabo la polimerización, los monómeros de G-actina se deben agregar para formar oligómeros estables de tres o cuatro subunidades. Los oligómeros se elongan para formar F-actina por adición de más monómeros en ambos extremos. A medida que los microfilamentos de F-actina aumentan, la concentración de G-actina decrece hasta alcanzar un equilibrio llamado estado estacionario. En estado estacionario los monómeros de actina se intercambian con subunidades en los extremos de los microfilamentos sin haber un cambio neto en la concentración de G-actina o F-actina dentro de la célula. 


Generalmente, los monómeros de G-actina están unidos a una molécula de ATP.  Después de que son incorporados a los microfilamentos el ATP es hidrolizado a ADP. Como resultado de la hidrólisis, la mayoría de los microfilamentos están formados por F-actina-ADP. Sin embargo, la hidrólisis de ATP no es necesaria para que ocurra la polimerización, ya que se conoce que G-actina unida a ADP o a ATP no hidrolizable es capaz de polimerizar a F-actina.


La actina presenta polaridad. Tiende a polimerizarse (alargarse) a gran velocidad por un extremo + y a despolimerizarse (acortarse) por el extremo – (Harvey, 2001) (Figura 3).
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Figura 3. Fases de la polimerización de G-actina. Durante la nucleación los monómeros de G-actina forman complejos de actina lentamente. Los núcleos formados se elongan por adición de subunidades en ambos extremos, está adición ocurre a mayor velocidad en el extremo (+). Cuando se llega  a un equilibrio entre G-actina y F-actina, los monómeros de actina se intercambian con subunidades en los extremos de los microfilamentos sin haber un cambio neto en su concentración dentro de la célula, a lo que se le llama estado estacionario.

De acuerdo a su distribución, los microfilamentos de actina se clasifican en transcelulares (atraviesan el citoplasma en todas las direcciones) y corticales (por debajo de la membrana plasmática). Desempeñan las siguientes funciones:

· Intervienen en la contracción muscular al asociarse a filamentos de miosina y otras proteínas


· Intervienen en los procesos de fagocitosis


· Forman el anillo contráctil que da lugar a la separación de las células hijas durante la mitosis


· Refuerzan la membrana plasmática, formando por debajo de la misma una densa red de filamentos conocida como cortex celular 


El ensamblaje de la actina del citoesqueleto está regulado a múltiples niveles, incluida la organización monomérica de la actina dentro del polímero y la superorganización de los polímeros de actina en una red de filamentos. Un gran número de proteínas de unión a la actina regulan el ensamblaje y controlan la formación de los microfilamentos y el entrecruzamiento de la red de actina (Shelden, 2002).


2.3 Importancia del citoesqueleto de actina para otras proteínas

El correcto ensamblaje del citoesqueleto de actina es necesario para el funcionamiento a una variedad de proteínas que se asocian a éste. Por ejemplo, FAK (cinasa de adhesión focal, por sus siglas en inglés) es una proteína que se relaciona con la formación de adhesiones focales. 
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Figura 4. Integración del citoesqueleto con la matriz extracelular (MEC). Las integrinas que atraviesan la membrana plasmática, por uno de sus extremos se unen a moléculas de la MEC, en este caso fibronectina. Por el lado intracelular, se unen al citoesqueleto. La unión al citoesqueleto esta formada por el agregado molecular complejo (adhesión focal). 


Las adhesiones focales se conforman por integrinas y otras proteínas que conforman a la ECM (matriz extracelular, por sus siglas en inglés), que se unen al citoesqueleto para efectuar procesos como la adhesión, extensión y migración celular. 

La activación de la FAK por fosforilación en su residuo de tirosina, se asocia a ECM o factores de crecimiento. FAK también regula la expresión de las GTPasas Rho, que

controlan la formación y el desensamblaje de estructuras formadas por actina como fibras de estrés, lamelipodios y filipodios (Mitra, 2005). 


La función de las integrinas depende en gran parte de su unión con el citoesqueleto de actina. Las integrinas se acumulan en adhesiones focales y matrices de unión extracelular. Por sus dominios extracelulares se unen a las fibras de colágeno a través de una proteína adhesiva, la fibronectina o laminina. Por sus dominios citosólicos se une a los filamentos de actina a través de un conjunto de proteínas ligadoras, como la talina, vinculina, paxilina y α-actinina. La unión de las integrinas es dependiente de calcio y magnesio (Figura 4).

Las caderinas se encuentran principalmente en sitios de unión célula-célula. Se conectan al citoesqueleto de actina a través de las cateninas. La actividad de las cateninas ( y ( es regulada por su fosforilación, que es necesaria para la actividad de unión homofílica de las caderinas con otras proteínas (Ruoslahti, 1996).


En éste estudio se hace énfasis en el citoesqueleto de actina ya que en nuestros experimentos se tiñó F-actina para conocer los cambios que provocan diferentes concentraciones de acetaminofén y/ o la exposición de las células a choque térmico. 


Debido a la abundancia de actina en el citoesqueleto y a su relación con otras proteínas como integrinas y caderinas (proteínas de adhesiones focales) cuya función es primordial para la supervivencia de la célula, en diversas publicaciones se analiza su arreglo y se emplea como parámetro para conocer el estado de éstas. 


3. PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO


Las proteínas de choque térmico (HSP) son un grupo de proteínas de estructura altamente conservada, cuya trascripción es activada en respuesta a diversos tipos de estrés celular (Beere, 2004). Constituyen un amplio conjunto proteico que se localiza en prácticamente todas las células vivas desde procariontes hasta eucariontes, existiendo una estrecha similitud entre HSP de bacterias y humanos (Schlesinger, 1990).


El primer estímulo descrito capaz de provocar aumentos en la expresión de HSP y que además dio nombre a tales proteínas, fue la exposición celular a incrementos en su temperatura normal. La respuesta de choque térmico fue descubierta por Ritossa en 1962 cuando se observó en las glándulas salivales de Drosophila que a una temperatura de 25-30 º C se promovía la expresión de determinados genes hasta entonces desconocidos (Park, 2005). Los productos de este fenómeno fueron entonces identificados como un grupo de proteínas a las que se les nombró HSP. Otros estímulos capaces de generar la sobrexpresión de proteínas de choque térmico son: metales pesados, agentes sulfhidrílo, alcoholes, oxidantes, algunos fármacos, exposición a algunas hormonas, situaciones de isquemia, estados de anoxia, hiperoxia, radiaciones ultravioleta, factores de necrosis tumoral, entre otros (Pivovarova, 2007).


Las HSP se encuentran en casi todos los compartimentos de la célula como lo son citoplasma, mitocondria, núcleo, nucleolo, retículo endoplásmico y membrana (Welsh, 1996). El nivel de expresión de HSP en células de diferentes tejidos es variable.


Las funciones principales de las HSP durante el estrés celular son:


i) inhibir la agregación de los monómeros de actina una vez desnaturalizada la proteína


ii) inhibir el proceso de apoptosis, modulando las cascadas intrínseca y extrínseca a través de una regulación negativa en uno o más puntos en múltiples cascadas de señalización 


En mamíferos, algunas HSP son expresadas de manera constitutiva en determinadas estirpes celulares, ayudando a mantener el estado de homeostasis facilitando el transporte, plegamiento y ensamblaje de polipéptidos (Haley, 2000). 


Ante una determinada situación de estrés celular, las proteínas intracelulares pueden sufrir desnaturalización e inactivación, por lo que las HSP aumentan dramáticamente su expresión y síntesis para reconocer tales proteínas desnaturalizadas y tras unirse a ellas, conducirlas hacia la adquisición de una nueva estructura terciaria, oligomerización y translocación a distintos compartimentos intracelulares, o degradación lisosómica y secreción de los productos proteicos afectados. De este modo, se ha llegado a considerar a las HSP como análogos de las enzimas reparadoras del ADN, jugando un papel similar en la reparación de proteínas (Kozutsumi, 1988).
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Figura 5. Modelo de la actividad reparadora de las chaperonas sobre las proteínas desnaturalizadas. 


La actividad de chaperonas de las HSP que contienen un dominio de ATPasa (HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 y HSP100), está regulada por medio de una reacción cíclica de unión e hidrólisis de ATP (Buchberger, 1995) (Figura 5). 


Cuando las HSP se encuentran unidas a ATP, muestran una baja afinidad a otras proteínas; esto es, la unión y disociación a proteínas es rápida. Cuando las HSP están unidas a ADP la unión a proteínas se realiza lentamente pero con mayor estabilidad (Palleros, 1994). Esta reacción de interconversión entre la forma unida a ADP y la forma unida a ATP, es estabilizada por diversas co-chaperonas (Beere, 2004).


La activación de HSP durante condiciones de estrés celular va acompañada de una represión en la síntesis general de proteínas y mRNA, esto es importante porque puede constituir un mecanismo por medio del cual se reduce el riesgo de aumentar el número de proteínas en el interior de la célula que puedan desnaturalizarse durante el estrés celular (Cuesta, 2000).


Las proteínas de choque térmico están divididas en diversas familias de acuerdo a su tamaño, función y estructura. Una clasificación de las HSP considera la existencia de 6 familias: sHSP (proteínas pequeñas de choque térmico), HSP40 (proteínas de dominio J), HSP60, HSP70, HSP90 y HSP 100 (Westerheide, 2005). En éste estudio se realizó el análisis de una sHSP. En la familia de las sHSP actualmente se conocen 9 miembros: HSP27, HSP20, HSPB3, HSPB2 (ó MKBP), HSPB8 (ó HSP22), HSPB9, cvHSP (ó HSPB7), (A-cristalina y (B-cristalina (Kappe, 2001; Kappe, 2003; Krief 1999).


3.1. sHSP


Las proteínas de la familia sHSP se encuentran distribuidas en todo el organismo: HSP27, (B-cristalina, HSP20, cvHSP y HSPB9 se encuentran abundantemente expresadas en músculo esquelético y corazón. HSP27, HSP20 y (B-cristalina también están presentes en riñones, vejiga, pulmones, estómago y piel (Krief, 1999; Benndorf, 2001; Kappe, 2001).


La familia de las sHSP se caracteriza por tener una estructura diferente al resto de las HSP. En lugar del dominio ATPasa presente en el resto de las HSP, las sHSP poseen un extremo amino de 24 a 247 residuos, que posee la secuencia WDPF (Van Montfort, 2001). En el carboxilo terminal, las sHSP poseen una región homóloga conocida como dominio (-cristalino, de 80 a 100 residuos de largo (Jong 1998). El dominio (-cristalino está conformado por una estructura supersecundaria característica, compuesta de varias láminas ( antiparalelas colocadas en forma de sándwich (Van Montfort 2001), éstos son importantes ya que son capaces de mediar la formación de oligómeros (Kim, 1998). Se ha observado que en las sHSP los dominios hidrofóbicos presentes en el carboxilo terminal y la secuencia WDPF del extremo amino, son críticos para la oligomerización (Studer, 2002; Van Montfort, 2001). Ambos extremos de las sHSP son flexibles, lo que les confiere gran estabilidad. Se ha demostrado que las sHSP forman oligómeros de diferentes longitudes y masa total de 140 a 800 kDa, con estructuras dinámicas que intercambian subunidades constantemente (Sobott, 2002). Las estructuras cuaternarias predominantes en los oligómeros de sHSP se conforman de 12 subunidades y son de 2 tipos: tetraédrico (esférico) hueco y de barril (Van Montfort, 2001). El comportamiento dinámico de las sHSP permite a los sitios de unión al sustrato, contenidos en el interior del complejo, quedar expuestos en la superficie y de esta manera, ser capaces de interactuar con un número diverso de proteínas (Giese, 2002). Por ejemplo, HSP27 interacciona con otras sHSP como (B-cristalina, HSP20 y HSP22 (Benndorf, 2001) y con las proteínas Ubc9, PASS1 y Daxx (Charette, 2000).


Otra característica importante de las sHSP es que presentan residuos de serina (ser15, ser78 y ser82) susceptibles a ser fosforilados. Por ejemplo, la fosforilación de HSP27 se inicia con la activación de la cascada de la MAPK p38, quien a su vez fosforila a las cinasas MAPK-2 y MAPK-3, responsables directas de la fosforilación de la sHSP (Landry, 1995). La fosforilación de las sHSP es muy importante en la regulación de su actividad. La activación de la cascada de MAPK p38, responsable de la fosforilación de las sHSP, es un evento subsecuente a la activación de las GTPasas Rac y Cdc42; lo cual indica una posible conexión entre la fosforilación de las sHSP y los rearreglos en el citoesqueleto (Guay, 1997). La introducción de moléculas de HSP27 no fosforilables (mutadas) en células sometidas a estrés oxidativo, no produce ningún efecto protector (Huot, 1997).


3.2 Participación de HSP27 en la supervivencia celular ante condiciones de estrés

Cuando una célula está estresada, ocurre una reorganización rápida del citoesqueleto acompañada de un incremento en la síntesis de diversas HSP. En una situación de estrés los microtúbulos se desensamblan, los filamentos intermedios se colapsan hacia la región perinuclear y los microfilamentos de actina se desorganizan (Shelden, 2002). Las sHSP parecen desempeñar un papel importante en la manutención de la integridad de los microfilamentos y los filamentos intermedios. Las sHSP participan en la protección de los microfilamentos de actina neutralizando las proteínas que los dañan y que son inducidas por el estrés celular. La actividad de protección del citoesqueleto se diferencia de su función como chaperonas debido a que en este caso, la acción la ejercen los diferentes monómeros de sHSP, mientras que la función de chaperonas requiere de una conformación multimérica.


La proteína HSP25, homóloga de HSP27 en ratones y originalmente nombrada proteína IAP (inhibidora de la polimerización de actina, por sus siglas en inglés), es capaz de inhibir el acoplamiento de los microfilamentos previniendo la adición de monómeros (Miron, 1991), sin embargo HSP27 no ejerce ningún efecto sobre la desnaturalización de actina (Schneider, 1998). HSP27 sólo previene la disrupción del citoesqueleto de actina, tras un evento de estrés (Concannon, 2003). La sobrexpresión de HSP27 incrementa la polimerización de los microfilamentos de F-actina en la corteza, lo que resulta en migración celular y acumulación de fibras de estrés. También se ha demostrado que la tasa de supervivencia de las células que sobrexpresan HSP27 se ve incrementada como resultado de la estabilización de los microfilamentos de actina y su rápida recuperación (Mounier, 2003).


Se ha observado que una disminución en los niveles de HSP27 provoca desorganización del citoesqueleto e inhibición del crecimiento (Mairesse, 1996).


A pesar de que se ha comprobado que existe una interacción entre las sHSP y actina, no se ha encontrado ninguna similitud en la secuencia o estructura que sugieran cual es el sitio de unión entre ambas proteínas. La habilidad de HSP27 de reparar proteínas desnaturalizadas puede incrementar la tasa de supervivencia de la célula, limitando el número de proteínas en mal estado que pueden desencadenar la apoptosis (Concannon, 2003). 


HSP27 protege ante las ROS (especies reactivas de oxígeno, por sus siglas en inglés) generadas tras la estimulación con TNF( y ante el estrés oxidativo provocado por peróxido de hidrógeno o menadiona, incrementando los niveles celulares de glutatión y modulando el potencial redox de la célula. (Mehlen, 1996).

HSP27 y otras HSP inhiben la formación del complejo del apoptosoma, regulando negativamente la actividad de las caspasas 9 y 3. HSP27 interactúa directamente con el citocromo c (Bruey, 2000), previniendo la oligomerización del componente del apoptosoma Apaf-1 y regulando negativamente la activación de la pro-caspasa 9. También se ha comprobado que HSP27 es capaz de inhibir la cascada de apoptosis iniciada por la unión de ligandos al receptor Fas (Mehlen 1996). Este efecto lo logra por medio de 2 mecanismos: la interacción con procaspasa-3 y Daxx. La interacción de HSP27 con la procaspasa-3 previene su activación. La unión de HSP27 con Daxx inhibe su interacción tanto con el receptor de Fas como con Ask 1 (Charette, 2000). Estudios recientes han implicado a HSP27 en la modulación de la apoptosis dependiente de Bid. Bid es cortada por medio de la caspasa-8 para generar Bid truncado (tBid), el cual favorece la salida de factores pro-apoptóticos de la mitocondria de manera dependiente a Bax. Este evento integra las cascadas intrínsecas y extrínsecas de la apoptosis. La supresión en la translocación de Bid provocada por HSP27 se correlaciona con la inhibición de la salida del citocromo C (Gabai, 2002) (Figura 6).
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Figura 6. Inhibición de los componentes de las cascadas extrínseca (A) e intrínseca (B) de la apoptosis a través de HSP. Además de HSP27, otras HSP pueden regular diferentes etapas del proceso apoptótico.


En el estudio descrito a continuación, se evaluó la participación de HSP27 en la supervivencia de las células de túbulo proximal de cerdo, así como su relación con el arreglo del citoesqueleto de actina al tratar a las células con acetaminofén, un fármaco que provoca daño reñal al consumirlo de forma aguda o por sobredosis. 
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