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Resumen

Para determinar el dafio producido a nivel celular cuando existen factores estresantes, enfocamos el
estudio a las proteinas de choque caldrico (hsp), las cuales, son constituyentes normales de las células y su
sintesis se incrementa con la exposicién a varias formas de estrés. Objetivo: Determinar la expresion de las
Hsp70 y 90 en linfocitos de individuos sanos, alcohdlicos, obesos, fumadores y deportistas. Los linfocitos se
obtuvieron por gradiente de Ficoll, se estresaron con luz ultravioleta y calor. Posteriormente se lizaron y
caracterizaron las proteinas por PAGE-SDS, Western blot, y se inmunodetectarén con anticuerpos contra las
Hsp. Resultados: Los linfocitos expresan constitutivamente las Hsp70 y 90, donde los individuos
alcohdlicos, fumadores y deportistas expresan mas Hsp70 que los sanos y obesos; la Hsp90 se expresa mas
que la Hsp70 en condiciones basales, siendo mayor en individuos sanos, fumadores y deportistas. Al estresar
a los linfocitos con luz ultravioleta se observo un incremento de la Hsp70 en los individuos Alcohdlicos y
deportistas, mientras que la Hsp90 es mayor en los individuos deportistas. Con estrés calérico, se observa
un incremento de las Hsp70 y 90 en los individuos fumadores y alcohdlicos, con una tendencia mayor de la
Hsp90 en los individuos alcohdlicos y una disminucion en los individuos deportistas.
Palabras clave: Hsp, estrés, medio ambiente

Abstract

To determine the produced damage at cellular level when factor stressing exist, we focus the study
to those heat shock proteins (Hsp), those which are constituent normal of the cells and their synthesis is
increased with the exposition to several forms stress. Objective: Determine the expression of the Hsp70 and
90 in healthy individuals lymphocytes, alcoholic, obese, smokers and sport man. The lymphocytes was

obtained by ficoll gradient, you stressing with ultraviolet light and heat. Subsequently you lysate and
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characterized the proteins for PAGE-SDS, Western blot, and immunodetected with antibodies against those
Hsp. Results: Lymphocytes express Hsp70 and 90 constituently, where the alcoholic individuals, smokers
and sport man express more Hsp70 that are healthy individuals and obese; Hsp90 is expressed more that
Hsp70 in basal conditions being greater in healthy individuals, smokers and sport man. To stress those
lymphocytes with ultraviolet light to observed a increment of the Hsp70 in the alcoholic individuals and sport
man, while that Hsp90 is main in the sport man. With heat stress, to observe a increment of the Hsp70 and
Hsp90 in smokers and alcoholic individuals, with a main tendency of the Hsp90 in alcoholic and a decrease in
sport man.

Keywords: Hsp, stress, environment media
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INTRODUCCION

Todos los organismos sufren del estrés ambiental, y los mas aptos se adaptan,
concepto que conlleva a que la adaptacién es una medida de ajuste de un individuo
con su medio ambiente; es decir, que la adaptacion es el grado en que los procesos
metabdlicos de un individuo se ajustan a las caracteristicas del ambiente. *

De manera general, el termino estrés es usado en la fisiologia para denotar lo
contrario a bienestar. 2 Asi, se considera al estrés como el efecto de cualquier fuerza
gue tienda a extender cualquier proceso homeostatico mas alla de sus limites normales
a cualquier nivel de organizacién bioldgica. 3

Se entiende que un estresor es un agente que evoca la respuesta patron de
estrés, siendo no solo de naturaleza fisica, sino que también puede ser emocional
como el odio, el enojo o el temor entre otros. De hecho, la estimulacién psicologica es
uno de sus mas frecuentes activadores. *

El estrés puede ser climatico, como un intenso frio o calor, nutricional, social o
por enfermedad. ®> En términos ecoldgicos, el estrés resulta cuando los factores fisicos,
quimicos y/o bioticos llevan a un organismo mas alld de los limites de su nicho
fundamental. 3

Las condiciones desfavorables en un organismo ya sea por el medio ambiente o
por sus habitos conductuales o por su dieta, son mediados a través de los sistemas
nervioso y endocrino y, ayuda a los organismos a evadir el estrés. ® El ajuste al estrés
induce un amplio rango de cambios neuroendocrinos, psicolégicos y de
comportamiento, que permiten una rapida recuperacién o adaptacién necesaria para
mantener la homeostasis interna. ’®

También se ha encontrado que un grupo de proteinas conocidas como proteinas
de choque caldrico (Hsp) o proteinas del estrés ayudan a los organismos a nivel celular
a contrarrestar el estrés. °1011121314 | a5 Hsp son inducidas por varios agentes

15,16

estresantes, entre los que estan: la hipoglucemia, la anoxia, el calor, el etanol, el

perdxido de hidrogeno, iones de metales pesados, arsenicales, infecciones con ciertos

17,18 19

virus, enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico, por

privacién de agua y alimento, ?° la radiacidn ultravioleta, la radiacién electromagnética

de baja frecuencia, los campos intensos de radiacién gamma 2!:22

y los rayos gamma
de baja intensidad.

El medio ambiente es un factor estresante en todos los organismos, y en
particular, el hombre debido a su estilo de vida, puede provocar mas estrés a su

organismo por los habitos o adicciones durante su desarrollo. Los habitos adversos
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mas conocidos son el alcoholismo, el tabaquismo, trastornos en la dieta, drogadiccién
(diversa), exceso de ejercicio, sedentarismo, etc.

En el presente proyecto se estudié qué mecanismos fisioldgicos activan los
individuos, que les permite adaptarse a diferente tipo de estrés como: ejercicio fisico,
obesidad y agentes quimicos (tabaco y alcohol). Para ello, nos enfocamos al estudio de
las proteinas de choque caldrico Hsp70 y 90, ya que se expresa de manera normal en
todos los organismos desde bacterias, levaduras y los humanos. *?* La funcién de la
Hsp70 es proteger a la célula del dafio producido por el estrés, mediante la unién a
proteinas parcialmente desnaturalizadas, disociando agregados de proteinas vy
regulando el doblez correcto y la traslocacion intracelular de proteinas sintetizadas de
novo. 2°2® Asi mismo, la funcién de la Hsp90 previene el agrupamiento de proteinas
que estan desplegadas durante el estrés y se asocian con receptores de hormonas
esteroides para responder rapidamente a sefiales, °” juegan un papel importante en la
regulacion de enzimas y en la trascripciéon de proteinas. 2® En general, la Hsp90 sirve
como organizador que trae moléculas juntas y auxilia en sus ligaduras. *°

El objetivo del presente estudio fue: Determinar el grado de estrés que
presentan los linfocitos de individuos deportistas, obesos, alcohdlicos y fumadores a
través de la expresion de las proteinas de estrés caldérico Hsp70 y 90.

MATERIAL Y METODOS

Individuos en estudio. Se seleccionaron individuos con una edad promedio de entre
18 a 22 afios, sexo masculino. Se formaron 4 grupos de 4 miembros cada uno de
acuerdo a su condicidén y habitos (Fumadores, obesos, que ingerian alcohol de manera
importante y los que hacian ejercicio fisico intenso, asi como un grupo de individuos
sanos).

Obtencion de linfocitos. Las muestras de sangre de los individuos en estudio fueron
utilizados para aislar sus linfocitos. Se obtuvieron de cada individuo 10 ml de sangre
periférica (Tubos vacutainer con heparina de 10 ml Beckton-Dickinson N.J., U.S.A.). De
la sangre obtenida, los linfocitos fueron aislados por gradiente de Ficoll Histopaque
(Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA, 1077-1) siguiendo la técnica descrita por
Boyum (1968). 3 Los linfocitos de cada individuo, fueron cultivados en medio RPMI
1640 (Gibco BRL, Grand Island NY, USA, 11876-026), suplementado con 100 U/ml de
penicilina, 100 ng/ml de estreptomicina (In Vitro, México, D.F.), 0.08 U/ml de insulina
(Eli Lilly México, D.F.) y 5% de Suero Fetal Bovino (Gibco BRL, Grand Island NY, USA,

16000-044). De cada individuo, la viabilidad de los linfocitos fue determinada al
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momento de obtenerlos, mediante la técnica de exclusién con azul de tripano (Sigma
Chemical Co, St Louis MO, USA, T-6146).

Estrés celular. Los linfocitos de cada individuo en medio RPMI, se dividieron en 3
alicuotas. Una alicuota fue tomada como control para determinar el nivel basal de Hsp.
otra fue sometida a estrés caldrico en estufa de cultivo a 40°C durante 3 horas, y otra

a luz UV utilizando una ldampara de luz UV-A (Black-Ray lamp UVL-56). La irradiacion

fue de 366 nm por 3 horas, cuya dosis finar recibida fue de 5-30 mJ/cmZ. 31 Después
del estrés por calor y luz UV, la viabilidad de los linfocitos se volvidé a determinar.

Lisis de los linfocitos y PAGE-SDS: Los linfocitos sometidos a estrés por UV y calor,
se lavaron 3 veces con solucion de fosfatos salinos (PBS; pH de 7.2)( (Gibco BRL,
Grand Island NY, USA, 21300-058), se le afiadio 0.5 ml. de buffer de lisis que
contiene: Triton X-100 al 1%, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, Tris-HClI 10 mM pH 7.6 e
inhibidor de proteasas 1 mM, PMSF (Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA, P-7626).
El lisado se centrifugd por 10 minutos a 1600 g y el sobrenadante fue recuperado y se
le determiné la concentracién de proteinas. 32 La cuantificacién de proteina se realizd
mediante la técnica descrita por Bradford (1976). 3 De cada condicién experimental,
30 ug de proteina se caracterizaron en geles de poliacrilamida (PAGE-SDS al 10%) de
acuerdo a la técnica descrita por Laemmli (1970). 3*

Western Blot e inmunodeteccion: Las proteinas en los geles de poliacrilamida-SDS
fueron transferidas a papel de  nitrocelulosa (Amersham Laboratories,
Buckinghamshire, England, RPN303C), como describié Towbin (1979). ** Después,
para identificar a las proteinas Hsp, el blot fue tratado con anticuerpos monoclonales
especificos contra las proteinas Hsp70 y 90 (Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA, H-
4149, H-5147) con una dilucién 1:1000. Una anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado a
peroxidasa (Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA, A-9044) dilucién 1:1500, es usado
como segundo anticuerpo, seguido por un sistema de detecciéon quimioluminiscente
(ECL, RPN2106, Amersham, Little Chalfont, Buckinghamshire, England), que fue
detectado en una pelicula radiografica BioMax (Eastman Kodak Co, Rochester, NY,
USA, 870-1302) en un tiempo de 1 minuto.

Determinacion de la cantidad de Hsp: Las autoradiografias obtenidas por el
método de ECL se analizaron por densitometria (Eagle Eye, Estratagene Mitsubishi),
con el fin de cuantificar la cantidad de proteina. El valor control (individuos sanos) fue
restado de las condiciones de estrés (alcohol, tabaco, obesidad y ejercicio fisico).
Analisis estadistico: Las bandas de proteina Hsp70 y 90 obtenida bajo las

condiciones de estrés por alcohol, tabaco, obesidad y ejercicio fisico fueron analizadas
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por densitometria, los resultados obtenidos de esta, fueron expresados como media +
s.e.m., donde n es el nimero de observaciones.
RESULTADOS Y CONCLUSIONES

El estrés es un término amplio que implica la respuesta del cuerpo frente a una
amenaza ante la cual necesita ajustarse. / Uno de los mecanismos por los cuales las
células de un organismo responden ante el estrés, son las proteinas de choque
calérico. 210131438 E| punto central del presente estudio fue valorar el grado de estrés
que presentan los linfocitos de individuos deportistas, obesos, alcohdlicos y fumadores
a través de la expresion de las proteinas de estrés calérico Hsp70 y 90.

Se encontrd que los linfocitos obtenidos de los pacientes en estudio, expresan
constitutivamente las Hsp70 y 90, en donde los individuos alcohdlicos, fumadores y
deportistas en condiciones basales expresan mas Hsp70 que los sanos y obesos (figura
1), mientras que la Hsp90 se expresa mucho mas que la Hsp70 en condiciones
basales, siendo mas evidente en individuos sanos, fumadores y deportistas (figura 2).
Es importante hacer notar que ambas Hsp70 y 90 se encuentran de manera basal en
los linfocitos, ya que se sabe que su expresion en la mayoria de los organismos
cumplen con las funciones caracteristicas de proteccion celular, auxiliando en prevenir
la desnaturalizacion de proteinas durante el estrés, en la traduccion de proteinas y su

doblado correcto, asi como en la traslocacién intracelular. 137
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Figura 1. Expresién de Hsp70 y 90 en individuos sanos (S), alcohdlicos (A), Fumadores
(F), obesos (0O) y deportistas (D). Las condiciones fueron: Control (C), estresados con
luz UV, estresados con calor (40°C). PAGE-SDS
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Figural. Expresion de la Hsp70 basal y/o constitutiva de linfocitos de pacientes sanos, fumadores,

alcohdlicos, obesos y deportistas. Densitometria de los controles obtenidos por PAGE-SDS.
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Figura 2. Expresion de la Hsp90 basal y/o constitutiva de linfocitos de pacientes sanos, fumadores,

alcohdlicos, obesos y deportistas. Densitometria de los controles obtenidos por PAGE-SDS.

Para despertar la respuesta celular de los linfocitos ante el estrés y medir su
respuesta a través de la expresion de las Hsp, los linfocitos se estresaron con luz
ultravioleta donde se observo, un incremento en la expresion de las Hsp70 en los
individuos Alcohdlicos y deportistas, mientras que para la Hsp90 es mayor en los
individuos deportistas (figura 3 y 4). Asi mismo, en el presente estudio se utilizo como
control el estresor calérico, ya que un inductor de la expresiéon de la hsp70. *1%?7 La
respuesta de los linfocitos ante el calor, fue a través de la expresion de la Hsp70 y 90,
las cuales fueron similares en individuos sanos, fumadores y obesos, con un
incremento en individuos alcohdlicos y deportistas (figura 3 y 4). Se conoce que una

de las funciones de la hsp70 en condiciones de estrés, es unirse a péptidos y proteinas
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dafadas para evitar su agregacion, contribuyendo en su reparacion y con ello proteger
a la célula del agente estresor en cuestién. 3¢3°

Los resultados anteriores muestran que la expresion de las Hsp70 y 90
constitutivas y de nueva sintesis por induccién con luz ultravioleta y calor, se presento
en todos los linfocitos de los individuos en estudio, tanto de pacientes sanos como de
individuos alcohdlicos, obesos, fumadores y deportista, confirmando lo encontrado por

otros autores que estas proteinas se sintetizan durante el estrés. 40
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Figura 3. Expresion de la Hsp70 en linfocitos expuestos a luz ultravioleta y calor. Individuos sanos,
alcohdlicos, fumadores, obesos y deportistas. Densitometria del PAGE-SDS.
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Figura 4. Expresion de la Hsp90 en linfocitos expuestos a luz ultravioleta y calor. Individuos sanos,

alcohdlicos, fumadores, obesos y deportistas. Densitometria del PAGE-SDS.

En el presente estudio cuando despertamos la respuesta con luz UV y calor en
los linfocitos de individuos expuestos a los agentes estresantes como el alcohol, tabaco
y ejercicio fisico intenso, observamos una mayor sintesis de Hsp, lo que nos indica que
los linfocitos de individuos expuestos a ciertos agentes estresantes desarrollan una
respuesta mayor en la sintesis de Hsp. Este fendmeno ha sido visto en algunos
organismos expuestos a un gran numero estresores como la temperatura, que los
llevan a adquirir tolerancia a un amplio rango de agentes estresantes. *' Ademas, la
Hsp70 es fundamental en el preacondicionamiento a cierto agente estresante, debido a
que la induccién de la Hsp70 se correlaciona con la proteccion a dafios subsecuentes.
174243 | a sintesis de proteinas Hsp es requerida de acuerdo a la temperatura o al
estresor en cuestion y varia de una especie a otra. **°

En general, se observd un incremento en la sintesis de las proteinas Hsp70 y
90, indicdndonos que estas proteinas ayudan a contrarrestar el estrés, ya que se ha
visto, que la Hsp70 se encuentra en todos los organismos estudiados, desde
bacterias, levaduras y el hombre, localizadas de manera ubicua en las células, cuya
funcién principal es en el transporte y la union a proteinas desdobladas y su
correccion. ** La Hsp70 fue la primera proteina observada como inducible por
estresores como el calor entre otros. * Se menciona que los organismos con
tolerancia al calor expresan mayor cantidad de Hsp que un organismo menos

tolerante. *°
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Por otro lado, la Hsp90 pertenece a las chaperonas citosdlicas
constitutivamente mas expresadas, particularmente en células eucariéticas, ***
cuyas funciones son, prevenir el agregado de proteinas desnaturalizadas por
temperatura, en la asociacion a componentes celulares como los receptores de

hormonas esteroideas, 27447

asi mismo, juegan un papel importante en la regulacién
de enzimas y trascripcién de proteinas en la célula. 8

Los linfocitos de individuos fumadores, alcohdlicos y deportistas expresan mas
Hsp que los pacientes sanos (control) y obesos. Lo anterior tiene congruencia con
otros trabajos donde se ha encontrado que existe una estrecha relacion entre la
expresion elevada de las Hsp y la expresion del citocromo P-450 durante el estrés
por ejercicio, tabaquismo y alcoholismo. Durante el estrés, la expresion de las Hsp
junto con el citocromo P-450 (CYP2E1l: metaboliza compuestos policiclicos
“dioxinas”), ayudan a contrarrestar el estrés. *®

El ejercicio al igual que otros agentes estresantes como la hipertermia, la
isquemia, el estrés oxidativo, la disminucion de glucosa y las modificaciones del
calcio y pH, inducen la expresidn de las Hsp en las células y tejidos. *° En el presente
estudio, encontramos un aumento de las proteinas Hsp70 y 90 en individuos que
practican ejercicio, y esto correlaciona con lo reportado con otros autores que el
ejercicio intenso y prolongado aumenta la sintesis de las Hsp en 6rganos como el
corazén y el musculo esquelético. °° Lo anterior se explica debido a que durante el
ejercicio aumentan los radicales libres y le sigue un incremento en la expresion de
enzimas antioxidantes y aumento en la expresion de las Hsp, indicando que un
incremento del estado redox del misculo puede ejercer una sefial de adaptacién. 352
El ejercicio induce la expresion de las Hsp influyendo beneficiosamente en la salud.
50,53,54,55,56

En general, las proteinas Hsp participan como mecanismo de resistencia al
estrés, siendo comun en todos los organismos, lo que les confiere la resistencia a un

rango de estresores; ®%!

es decir, que las altas temperaturas u otro tipo de agentes
estresantes, ayudan a los organismos en condiciones futuras de estrés a tener una
mayor resistencia. Lo anterior tiene relaciéon con el hecho de que la tolerancia que
presentan los organismos a un agente estresante, puede ser natural o inducida, 3%
donde participa la sintesis de las Hsp como un mecanismo de respuesta celular. *° La
expresion de las Hsp varia dependiendo del estilo de vida que lleven los individuos,

ayudando a contrarrestar el estrés.

10
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