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Resumen

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES), es una enfermedad autoinmune policlonal del 
tejido conectivo con afecciones en piel debido a la fotosensibilidad, existiendo una 
relación entre la exposición solar y las manifestaciones cutáneas. El objetivo del 
presente estudio fue analizar el efecto de estresores ambientales en piel de ratón a 
través de la expresión de Ro60, p53, PCNA y HSP70. Ratones Balb/c fueron someti-
dos a luz UV, calor, HgCl2, etanol, H2O2, camptotecina y cicloheximida, en ausencia 
o presencia de un inhibidor de caspasa 3. Posteriormente, se preparó un extracto 
con la piel y se caracterizaron las proteínas mediante Western blot, para después 
inmunodetectar a Ro60, p53, PCNA y HSP70 por ECL. Se observó un cambio en 
el patrón antigénico de Ro60 con calor, HgCl2, camptotecina y cicloheximida. Así 
mismo, hubo un incremento en la expresión y bandeo del antígeno Ro60, el cual 
disminuyó al administrar un inhibidor de caspasa 3. La proteína PCNA disminuyo 
su expresión debido a la luz UV, calor, cicloheximida y camptotecina. Cuando se 
administró el inhibidor de caspasa 3 antes de ser sometidos a estrés los ratones, 
la caída en la expresión de PCNA no fue tan drástica. p53 mostró un aumento en 
su expresión con calor, HgCl2, camptotecina y cicloheximida, y al utilizar el inhibi-
dor de caspasa 3 no se observó expresión de esta proteína en ninguna condición. 
Todos los factores físicos y químicos inducen estrés celular censado a través de la 
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Introducción

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad clíni-
camente heterogénea, de origen autoinmune y caracterizada 
por la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra antíge-
nos nucleares y citoplásmicos [1,2]. Las afecciones cutáneas 
son la segunda manifestación clínica más frecuente en pa-
cientes con LES debido a la fotosensibilidad [3-6].

En el LES, las ribonucleoproteínas Ro/SSA y La/SSB son las 
más asociadas con fotosensibilidad, ya que en estos pacien-
tes se han encontrado autoanticuerpos contra ellas [7-9]. La 
unión de autoanticuerpos puede hacer a las células más sus-
ceptibles a citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, 
lo que podría inducir las lesiones de piel en LES y LECS (Lupus 
Eritematoso Cutáneo Subagudo) [3,6].

La relación entre autoinmunidad y estrés ambiental está de-
terminada tanto por los factores físicos como químicos. En 
los factores físicos tenemos la radiación ultravioleta (UV) y el 
ozono, y en los factores químicos tenemos la presencia de 
elementos tales como el mercurio (Hg), Yodo (I), y solventes 
orgánicos, entre otros, que claramente impactan al sistema 
inmune y conducen a inmunopatologías. Además, existe la 
posibilidad de que las sustancias químicas ambientales pue-
dan influir en la inducción y exacerbación de las enfermeda-
des autoinmunes [10]. Ejemplo de ello es la fotosensibilidad, 
que es uno de los síntomas más frecuentes por exposición 
a la luz UV proveniente de la radiación solar, la cual induce 
lesiones cutáneas en pacientes con Lupus Eritematoso (LE) 
debido a sus múltiples efectos en los tejidos. Las molécu-
las blanco de la luz UV incluyen el ADN, ARN, proteínas y 
lípidos, además de ocasionar reorganización del citoesque-
leto [3,6,11]. Así mismo, el Hg puede ocasionar tanto auto-
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inmunidad como inmunosupresión [12], por modificar a las 
proteínas celulares, estimulando así una respuesta de células 
B inducida por células T contra las proteínas modificadas y 
nativas, tal es el caso de la proteína nucleolar fibrilarina. En 
modelos animales se ha observado que el Cloruro de Mer-
curio (HgCl2) genera anticuerpos contra la membrana basal 
glomerular, conduciendo a deposición de complejos inmunes, 
provocando glomerulonefritis y proteinuria [10]. Estudios rea-
lizados en diversas cepas de ratones, han demostrado que 
la exposición a Hg inorgánico puede inducir autoinmunidad 
sistémica semejante al Lupus [12,13]. 

El estrés físico por calor, afecta las funciones celulares que 
incluyen: inhibición de la síntesis de ADN, la transcripción, el 
procesamiento de ARN, la traducción, inhibición de la pro-
gresión del ciclo celular, desnaturalización y agregación de 
proteínas, incrementa la degradación de proteínas a través 
de las vías proteosomal y lisosomal, desorganización de los 
componentes del citoesqueleto, reducción del ATP celular y 
cambios en la permeabilidad de la membrana que llevan a 
un incremento intracelular del Na+, H+ y Ca2+ [14]. En las 
células de mamíferos, el choque calórico no letal produce 
cambios en la expresión génica. Ésta respuesta está asociada 
temporalmente con un aumento de las proteínas de choque 
calórico (HSP, por sus siglas en ingles). Con exposiciones al 
calor cada vez más severas, el choque calórico conduce a 
la activación del programa apoptótico y, en extremo, a la 
necrosis celular [14-17].

En el estrés oxidativo, las especies reactivas de oxígeno (ERO) 
son radicales altamente reactivos e inestables que contienen 
oxígeno. Bajo ciertas condiciones, la producción de ERO es 
aumentada y el nivel o actividad de los antioxidantes es re-
ducido, produciendo estrés oxidativo. Además de las ERO 
generadas durante el metabolismo, los organismos también 
generan radicales libres cuando se exponen a agentes medio-
ambientales como la radiación UV, smog, humo de tabaco 
y agentes cíclicos redox, que incluyen algunos pesticidas y 
medicamentos para el tratamiento del cáncer [18].

El estrés alcohólico con etanol puede afectar al hígado, los 
músculos, el páncreas y las células nerviosas. El etanol pro-
mueve la generación de ERO e interfiere con los mecanismos 
de defensa del organismo contra estos compuestos a tra-
vés de cambios en la proporción NAD+/NADH, producción 
de acetaldehído, deficiencia de oxígeno en los tejidos, en 
el sistema inmune aumenta la producción de citocinas, in-
crementa la habilidad de las endotoxinas para entrar en el 
torrente sanguíneo e hígado, incrementa la actividad de la 
enzima citocromo P450 2E1 (CYP2E1), la cual metaboliza el 
alcohol y otras moléculas, y además genera ERO en el proce-
so, incrementa los niveles de hierro libre en la célula, lo que 
puede promover la generación de ERO, disminuye enzimas y 

químicos antioxidantes como el glutatión (GSH) mitocondrial 
y la vitamina E, además se produce el radical 1-hidroxi-etilo 
derivado del alcohol [18,19]. 

En general, durante el estrés se afecta la homeostasis celular 
conduciendo a la expresión de un gran número de proteínas 
que corrigen el daño en las proteínas y el ADN. Una de estas 
proteínas es p53, que es una fosfoproteína nuclear supresora 
de tumores conocida también como el guardián del genoma 
[20-22]. En células normales no expuestas a estrés, los niveles 
y la actividad de p53 son muy bajos, pero debido al estrés, 
esta proteína es activada, pudiendo de esta forma participar 
en varios procesos celulares, como el arresto del ciclo celular, 
la reparación del ADN, la apoptosis y la angiogénesis, entre 
otros [23-25]. Esta proteína desempeña un papel importante 
regulando la respuesta celular a diversos tipos de estresores, 
ya sean genotóxicos o no [23]. p53 funciona mediante dos 
mecanismos, como un factor de transcripción o bien interac-
cionando directamente con proteínas implicadas en procesos 
como la apoptosis [23,24].

Una proteína que indica que una célula esta replicando su 
ADN es el antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA, 
por sus siglas en ingles), la cual es una proteína acídica nu-
clear no histona que funciona como asistente en la síntesis 
de ADN necesaria para la actividad catalítica de la enzima 
ADN polimerasa delta [26-28]. PCNA es requerido para la 
replicación, y en condiciones normales y de estrés para la 
reparación del ADN [29-31].

Así, observamos que los organismos son afectados por su 
entorno ambiental, el cual tiene una variedad de factores 
que pueden producir estrés, crucial en muchos niveles de la 
adaptación y organización biológica [32]. La respuesta celular 
al estrés ha sido asociada principalmente con mecanismos de 
protección durante condiciones que perturben la integridad 
de las proteínas y daño al ADN [33]. La piel es el principal 
órgano blanco de los estresores ambientales [34,35], donde 
una serie de xenobióticos han sido asociados con enferme-
dades autoinmunes humanas [10]. Tal es el caso del LE, en el 
que la fotosensibilidad es uno de los síntomas más frecuentes 
y la luz UV ha sido relacionada con las afecciones cutáneas 
en esta enfermedad [3,6,11,36].

Debido a esto, nosotros decidimos evaluar en el presente 
estudio la expresión del antígeno Ro60, que es blanco de au-
toanticuerpos en pacientes con LES y de las proteínas PCNA 
y p53 reparadoras del ADN, en piel de ratones sometidos a 
diferentes estresores. Nuestro objetivo fue determinar la ex-
presión de las proteínas Ro60, p53, PCNA y HSP70 en la piel 
de ratones Balb/c neonatos expuestos a estresores como la 
luz UV, el calor (40 °C), HgCl2, peróxido de hidrogeno (H2O2), 
alcohol, camptotecina y cicloheximida.
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En este estudio se utilizó como sensor de estrés a la proteína 
HSP70 ya que se expresa de manera constitutiva en todas las 
células, y su síntesis se incrementa por la exposición a varias 
formas de estrés [37,38,39].

Material y Métodos

Modelo Animal: Se utilizaron ratones Balb/c neonatos de 3 
días de nacidos. Los ratones Balb/c se mantuvieron en condi-
ciones óptimas en bioterio.

Inducción de Estrés Celular: Un lote de ratones neonatos 
fue sometido individualmente a estrés físico con luz UV por 
20 min (Black-Ray lamp UVL-56, con una dosis total de 5-30 
mJ/cm2) [40], calor a 40 °C durante 3 h; estrés químico por 
vía intraperitoneal, se les inyecto HgCl2 5 µM, H2O2 al 0.2 
%, Etanol al 10 %, camptotecina 20 µM y cicloheximida 20 
µM dejándolos por 3 h. Tanto la camptotecina como la ci-
cloheximida se utilizaron como drogas inductoras de apopto-
sis (SIGMA ®. Sigma-Aldrich, Inc. Saint Louis, Missouri, USA. 
2008) [41].

A otro lote de ratones neonatos se le inyectó vía intraperi-
toneal un inhibidor de caspasa 3 AC-DEVD-CMK (Caspase 3 
Inhibitor III. 218750, Calbiochem) y 2 h después los ratones 
fueron sometidos individualmente a las condiciones estresan-
tes antes mencionadas. En cada lote se tuvo un ratón neo-
nato control sin ser expuesto a algún agente estresante ni a 
inhibidor de caspasa 3.
 
Obtención de Piel de Ratones Balb/c Neonatos: Los rato-
nes neonatos tanto control como estresados se inmovilizaron 
por baja temperatura (4°C), y se obtuvo su piel por el método 
de disección con el fin de obtener un extracto antigénico para 
ensayos de Western blot.

Lisis Celular, Cuantificación de Proteínas y PAGE-SDS: A 
la piel obtenida de los ratones neonatos control y los some-
tidos a condiciones estresantes, se les añadió 1 mL de buffer 
de lisis que contiene: Triton X-100 al 1%, NaCl 140 mM, EDTA 
1 mM, Tris-HCl 10 mM pH 7.6 e inhibidor de proteasas 1 
mM (PMSF; P-7626, Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA). 
En frió, las pieles con el buffer de lisis se homogenizaron 
mediante ultrasonido. El lisado se centrifugó por 10 min a 
14,000 r.p.m, el sobrenadante se recuperó y se determinó la 
concentración de proteínas [42]. La cuantificación de proteí-
nas se realizó mediante la técnica descrita por Bradford [43], 
de cada condición experimental 25 µg de proteína fueron 
caracterizados por electroforesis en geles de poliacrilamida 
(PAGE-SDS) al 12.5%, de acuerdo a la técnica descrita por 
Laemmli [44].

Western blot y Análisis: Las proteínas en los geles de po-
liacrilamida-SDS se transfirieron a papel de nitrocelulosa (RP-
N303C, Amersham Laboratories, Buckinghamshire, England), 
como describió Towbin y cols. [45]. Después, para identificar a 
las proteínas de interés, los blot se trataron con un anticuerpo 
específico contra Ro60 (suero humano monoespecífico de un 
paciente con LES), dilución 1:500, un anticuerpo monoclonal 
contra p53 (13-4100; Invitrogen, USA), dilución 1:200, un 
anticuerpo monoclonal contra PCNA (13-3900, ZYMED), di-
lución 1:1200, un anticuerpo contra HSP70 (Sigma H-4149), 
y un anticuerpo monoclonal específico contra alfa-tubulina 
como proteína control (T-5168, Sigma Chemical Co., St Louis 
Mo, USA), dilución 1:500. Como segundos anticuerpos se 
utilizaron un anti-IgG de humano y un anti-IgG de ratón con-
jugados a peroxidasa, dilución 1:1000, seguidos por un sis-
tema de detección quimioluminiscente (ECL Western Blottin 
Detection Reagents; RPN2106, Amersham Biosciences, Little 
Chalfont, Buckinghamshire, England), que fue detectado en 
películas radiográficas (Eastman Kodak Co, Rochester, NY, 
USA, 870-1302) en tiempos de 1 y 5 min.

Proteína Alfa-Tubulina. La proteína alfa-tubulina es un com-
ponente de los microtúbulos (filamentos del citoesqueleto), y 
en el presente estudio se utilizó como una proteína constitu-
tiva que no sufre cambios aparentes por el estrés celular, lo 
anterior con el fin de estar seguros que durante la caracteri-
zación de las proteínas por PAGE-SDS, se estuviera poniendo 
la misma cantidad de proteína y que solo los cambios en la 
expresión de Ro60, PCNA y p53 se debieran al estrés.

Análisis densitométrico de Ro60, p53, PCNA y HSP70: 
Las bandas de proteínas Ro60, p53, PCNA y HSP70 detecta-
das por autorradiografía bajo condiciones normales (control) 
y de estrés, se analizaron por densitometría (Bio-Rad, Chemy-
Doc), con el fin de cuantificar las cantidades de proteínas.

Análisis Estadístico. Los resultados obtenidos de las den-
sitometrías de las bandas de proteínas, se expresaron como 
media ± error estándar de la media (sem), donde n=3 es el 
número de observaciones.

Resultados

Modificación de la Proteína Ro60 en Piel de 
Ratones sometidos a Estrés

Cuando se analizó la expresión de la proteína Ro60 en las 
muestras de piel de ratones control, observamos dos bandas, 
mientras que en los sometidos a estrés, el número de bandas 
aumentó, pudiendo observarse hasta cinco de ellas, como es 
el caso de la muestra de piel sometida a HgCl2 (Figura 1), lo 
que nos indica una modificación en el patrón de expresión de 



ARCHIVOS DE MEDICINA

© Copyright iMedPub

2012
Vol. 8 No. 3:1

doi: 10.3823/089

5

iMedPub Journals
Our Site: http://www.imedpub.com/

la proteína Ro60 por estrés. La expresión de Ro60 aumentó 
con los estresores luz UV, calor (40 °C), HgCl2, H2O2 y etanol, 
siendo más notable este aumento con la luz UV, mientras que 
con las drogas apoptóticas camptotecina y cicloheximida su 
expresión fue menor comparada con los otros estresores e 
incluso con el control (Gráfica 1). Al utilizar un inhibidor de 
caspasa 3, se observa una reducción del bandeo de Ro60 en 
todas las condiciones tanto control como de estrés (Figura 
1, Grafica 1).

Expresión de la proteína PCNA en Piel de Ratones 
sometidos a estrés

Al observar cambios en la expresión y modificación del antí-
geno Ro60 por diversos estresores, nos dimos a la tarea de 
investigar si estos estresores alteraban la continuidad del ciclo 
celular medido a través de PCNA. Para analizar el PCNA, las 
muestras de piel de los ratones estresados se sometieron a 
Western blot-ECL (Figura 2). Los resultados obtenidos mues-
tran que hubo una discreta caída en la expresión de PCNA 
debido al estrés, siendo más notable con Calor, Camptotecina 
y Cicloheximida estas dos últimas conocidas por inhibir la sín-
tesis de ADN y proteínas (Gráfica 2). Al utilizar un inhibidor 
de caspasa 3, se observó una reducción de esta proteína en 
todas las condiciones tanto control como de estrés (Figura 
2, Gráfica 2).

Expresión de la Proteína p53 en Piel de Ratones 
Sometidos a Estrés

Debido a los cambios presentados en la expresión del antí-
geno Ro60, así como los cambios en la expresión de PCNA, 
el siguiente paso fue monitorear a la proteína p53, consi-
derada el guardián del genoma y una proteína clave en el 
paro o continuidad del ciclo celular. El objetivo fue ver si los 
estresores inducen cambios en su expresión, ya que esta se 
relaciona con correcciones en el ADN o bien, como un factor 
que induce apoptosis. Cuando analizamos la expresión de la 
proteína p53 en las muestras de piel de ratones sometidos 
a estrés, observamos cambios notables en la expresión de 
esta proteína involucrada en el control del ciclo celular y la 
apoptosis. Se encontró que la expresión de p53 debido a los 
estresores fue muy discreta, sobre todo con luz UV, H2O2 y 
etanol, mientras que en el resto de las condiciones su expre-
sión fue mayor, siendo más notable con el calor, el HgCl2 y 
las drogas camptotecina y cicloheximida (Figura 3, Gráfica 
3). Al utilizar un inhibidor de caspasa 3, se observó una reduc-
ción de esta proteína en todas las condiciones tanto control 
como de estrés (Figura 3, Gráfica 3).

Figura 1. Expresión de la 
proteína Ro60 en la piel de 
ratones sometidos a estrés. 
Análisis por Western blot-ECL. 
C = Control; EtOH = Etanol; 
CPT = Camptotecina; CHX = 
Cicloheximida.

Gráfica 1. Expresión de la 
proteína Ro60 en la piel de 
ratones sometidos a estrés. 
Densitometrías de las bandas 
de Ro60 obtenidas por Western 
blot-ECL. C = Control;  
EtOH = Etanol;  
CPT = Camptotecina;  
CHX = Cicloheximida.
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Estrés medido a través del biomarcador HSP70

Finalmente, en el presente estudio utilizamos como sensor de 
estrés un biomarcador que es la HSP70, esta proteína de estrés 
térmico, es expresada en todas las células de manera consti-
tutiva y su síntesis se incrementa por varias formas de estrés. 
Encontramos que todos los factores físicos y químicos utiliza-
dos inducen la sobreexpresión de esta proteína (Gráfica 4).

Discusión

En el presente trabajo se analizó la expresión de las proteí-
nas Ro60, PCNA, p53 y HSP70 en la piel de ratones Balb/c  
neonatos cuando fueron expuestos a diversos agentes es-
tresantes. 
Como resultados, se observó que la expresión de Ro60 en 
la piel de los ratones sometidos a estrés se incremento con 
luz UV, calor, HgCl2, H2O2 y etanol. Todos los estresores pro-
dujeron un incremento en la expresión de Ro60 con respec-
to al control. Este resultado coincide con lo reportado por 
Sánchez-Rodríguez y col. [7] donde observan que la proteína 
Ro60 se incrementa de forma significativa en cultivos de célu-
las HEp-2 sometidos a luz UV-A (366 nm), y a estrés calórico.

Sin lugar a dudas los mecanismos de daño celular de estos es-
tresores son distintos, pero todos contribuye a la expresión de 
antígenos modificados en la piel de los ratones, lo que puede 
ser similar en los pacientes con Lupus cuando se exponen a 
la radiación solar donde reciben dosis importantes de luz UV 
y calor [46], donde la fotosensibilidad por UV es uno de los 
síntomas más frecuentes en LES, existiendo una relación entre 
la exposición a la luz solar y las manifestaciones cutáneas 
[3,6,11]. Lo anterior tiene relación con un estudio realizado 
con biopsias de piel de pacientes con LE fotosensible, con LE 
no fotosensible y de individuos normales, donde se deter-
minó la expresión de las proteínas Ro52, Ro60 y La48, así 
como la presencia de anticuerpos circulantes dirigidos contra 
ellas, observándose que la expresión de Ro52, Ro60 y La48 
es mayor en la piel de pacientes con LE fotosensible que 
en pacientes con LE no fotosensible e individuos normales, 
además que existe una fuerte correlación entre la expresión 
de estos antígenos y la presencia de títulos altos de autoan-
ticuerpos circulantes dirigidos contra ellos, lo que conduce a 
la fotosensibilidad en pacientes con LE. También se ha ob-
servado que la sobreexpresión de Ro60 en pacientes con LE 
fotosensibles puede ser particularmente importante, ya que 
en las muestras de piel de estos pacientes tomadas de sitios 
expuestos al sol, Ro60 se incrementa a diferencia de aquellos 
sitios no expuestos [47]. Esto mismo se ha observado con 

Figura 2. Expresión de la 
proteína PCNA en la piel de 
ratones sometidos a estrés. 
Análisis por Western blot-ECL.  
C = Control; EtOH = Etanol;  
CPT = Camptotecina;  
CHX = Cicloheximida.

Gráfica 2. Expresión de la 
proteína PCNA en la piel de 
ratones sometidos a estrés. 
Densitometrías de las bandas de 
PCNA obtenidas por PAGE-SDS y 
Western blot-ECL.  
C = Control; EtOH = Etanol;  
CPT = Camptotecina;  
CHX = Cicloheximida.
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Figura 3. Expresión de la 
proteína p53 en la piel de 
ratones Balb/c neonatos 
sometidos a estrés. Análisis 
por PAGE-SDS y Western blot-
ECL. C = Control; EtOH = 
Etanol; CPT = Camptotecina; 
CHX = Cicloheximida. Tubulina 
= Proteína que no altera su 
expresión por estrés. 

Gráfica 3. Expresión de la 
proteína p53 en piel de ratones 
Balb/c neonatos sometidos a 
estrés. Densitometrías de las 
bandas de p53 obtenidas por 
PAGE-SDS y Western blot-ECL. 
C = Control; EtOH = Etanol; 
CPT = Camptotecina; CHX = 
Cicloheximida.

Gráfica 4. Expresión de la 
proteína HSP70 en piel
de ratones Balb/c neonatos 
sometidos a estrés.
Densitometrías de las bandas de 
HSP70 obtenidas por
PAGE-SDS y Western blot-ECL.  
C = Control;  
EtOH = Etanol;  
CPT = Camptotecina;  
CHX = Cicloheximida.

otros antígenos como Sm, U2-B y La como consecuencia de la 
acumulación intracelular de ERO, así como una relocalización 
de los antígenos y la subsecuente inducción de apoptosis y 
necrosis en un modelo experimental con queratinocitos [48].

En este estudio se observa también, que el suero de pacien-
tes con LES reconoce a la proteína Ro60, así como también 
a otras proteínas modificadas bajo condiciones de estrés, por 

lo que postulamos que existe una expresión diferenciada del 
antígeno Ro60 debido al estrés produciendo isoformas del 
mismo, y que sus productos modificados son reconocidos 
por los anticuerpos presentes en el suero de pacientes con 
LES. Una de estas isoformas de Ro60 es la proteína Ro52, 
ya que se ha visto que proviene de la fragmentación de 
Ro60, y que el antígeno Ro52 es una ligasa involucrada en 
la ubiquitinación, cuya sobreexpresión produce disminución 
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de la proliferación celular y aumento de la apoptosis [49]. 
Lo anterior es reforzado en este estudio por el hecho de 
que el patrón de Ro60 que se observó con la luz UV, calor, 
HgCl2, H2O2 y etanol, es similar al obtenido con las drogas 
camptotecina y cicloheximida las cuales son inhibidoras de 
la replicación y de la síntesis de proteínas respectivamente, 
y que en modelos celulares in vitro se ha demostrado que 
inducen apoptosis [50].

En este estudio antes de inducir estrés en los ratones, se 
utilizó un inhibidor de caspasa 3, observando una disminu-
ción en el número de bandas reconocidas por los anticuer-
pos anti-Ro60 presentes en el suero de pacientes con LES. 
Esto nos indica que es posible que los estresores activen la 
vía apoptótica induciendo cambios antigénicos, que dañan 
a la proteína Ro60 y la fragmenta en otras isoformas como 
Ro52, y que con un inhibidor de caspasa 3 no aparece di-
cho bandeo. Estudios previos reportan que el incremento de 
Ro60 y Ro52 en pacientes con Síndrome de Sjögren y LES 
pueden ser los responsables del aumento en la apoptosis, 
que permite la exposición de autoantígenos, pérdida de la 
tolerancia inmunológica y la producción de anticuerpos au-
torreactivos [49].

La activación anormal de las vía apoptoticas desempeñan 
un papel importante en la iniciación y propagación de LES, 
donde se propone que durante la apoptosis se produce la 
formación de pequeñas vesículas en las que son concentrados 
antígenos como Ro60, Ro52 y calreticulina, y la formación de 
grandes cuerpos apoptóticos que contienen autoantígenos 
como La, Ro60, nucleosomas y antígeno RNP70. La presencia 
de un mayor número de células apoptóticas en un ambiente 
proinflamatorio puede conducir a una disminución en la re-
moción de restos apoptóticos por las células fagocíticas vía 
no inflamatoria, y a un aumento en su captación y procesa-
miento por las células dendríticas [3,6,51]. 

Por otro lado, cuando analizamos la expresión de la proteína 
p53 en la piel de los ratones sometidos a los diferentes estreso-
res utilizados, no observamos expresión de esta proteína con 
luz UV, esto debido a que el tiempo de exposición (20 min) fue 
corto, y probablemente a que la dosis de luz UV utilizada (5-30 
mJ/cm2) fue baja, ya que en otros estudios realizados en piel 
han mostrado un aumento en la expresión de esta proteína 
con luz UV al utilizar tiempos de exposición más prolongados 
y dosis más altas [52], Así mismo, Qin y col. [53] utilizando 
explantes de piel humana normal a varias dosis de luz UV 
observaron un incremento de p53 dependiente de la dosis.

En cambio, con el choque calórico (40 °C) observamos un 
aumento en la expresión de p53, estos resultados coinciden 
con los observados en un estudio realizado con melanocitos 
humanos normales en donde se compararon los efectos del 

calor (42 °C por 1 h durante 3 días) y de la luz UVB (20 mJ/
cm2), observando un aumento en la expresión de p53 y una 
disminución de la proliferación celular en ambas condiciones, 
sugiriendo que la expresión sostenida de p53 dispara la res-
puesta apoptótica después de daño al ADN, y que el calor 
comparte actividades biológicas dañinas semejantes a la luz 
UVB [46]. 

De igual forma, el HgCl2 induce un aumento en la expresión 
de p53, lo cual puede explicarse por la demostración de que 
el ion Hg2+ al unirse a los residuos de cisteína puede provocar 
que p53 natural adopte una conformación alterada [54], y 
porque se conoce que las proteínas p53 mutadas o alteradas 
son más estables y tienden a acumularse en el núcleo celular 
debido a que no activan la expresión de la proteína MDM2 
requerida para su degradación [23]. Por otro lado, los ratones 
que fueron administrados con HgCl2 murieron aproximada-
mente a las 2.5 h, demostrando la agresividad y el efecto de 
este agente estresante en el organismo. 

Cuando se utilizó el H2O2 la expresión de p53 fue menor en 
comparación con la producida por los otros estresores, posi-
blemente porque el periodo de exposición fue corto, ya que 
otros estudios demuestran con células IMR-90 (fibroblastos 
de pulmón de feto humano) tratadas con H2O2 durante 2 h, 
un incremento en la proteína p53 siendo su expresión dosis 
dependiente [55].

Al utilizar la camptotecina, droga inhibidora de la topoiso-
merasa I, observamos un notable aumento en la expresión 
de p53, lo cual coincide con un estudio llevado a cabo en 
fibroblastos de ratón NIH-3T3, donde se observó un incre-
mento a partir de 30 min hasta las 6 h que duró el estudio. 
Asimismo, se sugirió que este incremento en la activación de 
p53 puede resultar, al menos en parte, de un aumento en la 
vida media de la proteína y el consecuente aumento en su 
concentración intracelular [56]. 

Con la droga cicloheximida también observamos un aumen-
to importante en la expresión de la proteína p53, contrario 
a lo observado previamente por otros autores, pues se ha 
demostrado que en células NIH-3T3 esta droga (13 µM por 
2 h) elimina cualquier señal de p53, y que el pretratamiento 
de las células con cicloheximida inhibe completamente el au-
mento de p53 causado por estresores como H2O2 y campto-
tecina [56]. También en células IMR-90 se ha observado que 
la inducción de p53 producida por el H2O2 es inhibida por 
la cicloheximida [55]. En otro estudio se observó que células 
HEp-2 tratadas con cicloheximida no presentan apoptosis in-
ducida por deprivación de suero fetal bovino, en donde se 
encuentra involucrada la acción de p53, ya que estas droga 
inhibe la síntesis de p53 y su fosforilación, previniendo así la 
muerte celular [57].
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Cuando utilizamos el inhibidor de caspasa 3, previo a some-
ter a los ratones Balb/c neonatos a diferentes estresores, se 
observó una baja expresión de p53, lo cual es un dato muy 
significativo y hacen falta estudios posteriores para determi-
nar el mecanismo mediante el cual se produce este efecto. 

Al analizar la expresión de PCNA en ratones sometidos a 
luz UV y calor, tanto con inhibidor de caspasa 3 como sin 
inhibidor, disminuye su expresión, lo cual es coincidente con 
lo publicado por Balajee [58] que menciona que en cultivos 
de células CS-B después del daño con luz UV, disminuye la 
expresión de PCNA. 

En el presente estudio se utilizo como biomarcador de estrés 
a la proteína HSP70. Se observo un incremento de la HSP70 
debido al estrés producido por la luz UV, calor, HgCl2, H2O2 y 
etanol, donde este incremento ayuda a la supervivencia celu-
lar debido a las funciones de la HSP70, la cual fue descubierta 
por Ritossa en 1960 [39]. Esta proteína se expresa de manera 
constitutiva y ubica en las células eucariotas y procariotas 
[39,59,60], su función es en el plegado y transporte intrace-
lular de proteínas sintetizadas de novo, y durante el estrés, 
repara los daños de proteínas mediante la unión a proteínas 
parcialmente desnaturalizadas, disociando agregados de pro-
teínas y regulando el doblez correcto [60,61]. 

Conclusiones

Los estresores ambientales son un factor determinante en la 
aclimatación, adaptación y selección de las especies, por esta 
razón se determinó el efecto de la luz UV, calor, HgCl2, H2O2, 
etanol, camptotecina y la cicloheximida, sobre la expresión de 
las proteínas Ro60, PCNA, p53 y HSP70 en la piel de ratones 
Balb/c neonatos.

Se observó que la expresión de Ro60 es modificada por agen-
tes inductores de estrés, con un incremento de autoantíge-
nos, donde el patrón de expresión de Ro60 es muy similar al 
observado con los estresores, y a su vez, estos son similares 
al patrón obtenido con las drogas inductoras de apoptosis 
camptotecina y cicloheximida, por lo que se puede considerar 
que los mecanismos de daño inducido por los agentes pro-
ductores de estrés celular pudieran estar relacionados con la 
activación de las vías de apoptosis. La utilización de un inhibi-
dor de caspasa 3 y los cambios en el patrón de expresión de 
p53 y PCNA confirman la posible activación de la vía apop-
tótica. Estos eventos de estrés pueden estar relacionados en 
pacientes con LES con fotosensibilidad.
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