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OXPHOS  : Fosforilación oxidativa 

PBS   : Tampón fosfato salino 

PCR   : Reacción en cadena de la polimerasa 

PDH   : Piruvato deshidrogenasa 

PI   : Ioduro de propidio 

PI3-K   : Fosfatidilinositol 3-kinasa 

PKC   : Proteína kinasa C 

PMSF   : p-Fenilmetilsulfonilfluoruro 

PTM   : Poro de transición mitocondrial. 

qPCR   : PCR cuantitativo 

RE   : Retículo endoplásmico 

REDOX  : óxido-reducción 

RNA   : Ácido ribonucléico 

RNAi   : RNA de interferencia 

ROI   : Región óptica de interés 

ROS   : Especies reactivas del oxígeno 

RPL   : Ribosomal protein L13a  

SDS   : Dodecil sulfato de sodio 
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SDS-PAGE  : Gel de poliacrilamida desnaturante 

SEM   : Error estándar de la media 

Sh-Herp  : Short hairpin de Herp 

Sh-Luc  : Short hairpin de Luciferasa 

SOD   : Superóxido dismutasa 

TBS   : Tampón tris salino 

TEMED  : N, N, N´, N´-tetrametil-etilendiamina 

TMRM              : Tetrametilrodamina metil éster 

Tris   : Tris-(hidroximetil)-aminoetano  

ULD   : Dominio similar al de ubiquitina 

UPR   : Unfolded protein response 

VDAC   : Canal aniónico dependiente de voltaje 

WT   : Cepa silvestre o “wild type”  

XeB    : Xestospongina B 

ZVAD   : Z-Val-Ala-Asp 

Ψmt   : Potencial de membrana mitocondrial 

[ATP]i   : Niveles intracelulares de ATP 

4EGI-1   : inhibidor de la interacción eIF4E/eIF4G  

1,2,3 DHR  : Dihidrorodamina 1,2,3 
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RESUMEN 

 

Herp es una proteína residente de la membrana del retículo endoplásmico que 

regula la degradación de proteínas a través del proteosoma. Este efecto lo ejerce 

principalmente regulando la formación del complejo de degradación de proteínas asociado 

al retículo endoplásmico (ERAD). Además, Herp se ha vinculado con la regulación del Ca2+ 

intracelular y citoprotección frente al estrés de retículo. Se desconoce si Herp tiene un 

efecto citoprotector frente al estrés oxidativo y los mecanismos por los cuales podría ejercer 

esta función. 

 

 En esta tesis se planteó como hipótesis de trabajo que “Herp es una proteína 

inducida por H2O2 que regula la sobrevida celular, modulando la degradación del receptor 

de IP3 y la transferencia de Ca2+ a la mitocondria”.  Para probar esta hipótesis se 

establecieron los siguientes objetivos específicos:  

 
 Establecer  si el H2O2 estimula la expresión de Herp en células Hela.  

 Determinar si Herp regula los niveles intracelulares de Ca2+ dependientes de H2O2 

 Determinar si Herp regula el traspaso de Ca+2 del retículo endoplásmico a la mitocondria 

por modulación del IP3R, en células Hela expuestas a H2O2. 

 Establecer si Herp tiene un papel citoprotector frente al H2O2 por regulación del Ca2+ 

intracelular. 

 

Los resultados mostraron que Herp aumenta sus niveles frente a el tratamiento con H2O2 

en forma rápida, antes de los 30 min post estimulo, por un mecanismo transcripcional y 

traduccional.  Esta respuesta es importante para la sobrevida celular frente a agentes que 

producen estrés oxidativo.  Las células que poseen bajos niveles de la proteína Herp son 

más sensibles a la muerte producida por H2O2 que las células controles. También las 

células con menores niveles de Herp presentaron cinéticas de Ca2+ intracelular y 

mitocondrial diferentes en respuesta al H2O2, comparado con los controles.  Estos cambios 

se debieron a una desregulación en los niveles del IP3R dado que Herp reguló su 

degradación a través de la vía proteosomal. Nuestros resultados sugieren que Herp 

mantiene los niveles normales de IP3R, regulando así la entrada de Ca2+  a la mitocondria. 

De este modo, Herp evita la sobrecarga de Ca2+ mitocondrial, apertura del poro de 
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transición mitocondrial y posterior apoptosis en respuesta a estímulos nocivos como el 

H2O2.  

 

Junto con lo anterior, nuestros estudios mostraron que Herp regula el metabolismo 

mitocondrial, lo cual tienen repercusiones en la proliferación celular y la sensibilidad de las 

células a antineoplásicos. Las células HeLa con bajos niveles de Herp mostraron  un 

metabolismo mitocondrial aumentado por un mayor influjo de Ca2+ mitocondrial vía IP3R. 

Estas células basalmente presentaron mayores niveles del IP3R. Tanto células Hela como 

células U2OS con bajos niveles de la proteína Herp presentaron una mayor sensibilidad a 

la muerte frente a una batería de antineoplásicos, probablemente producto de los cambios 

metabólicos anteriormente mencionados. Estos resultados sugieren que la proteína Herp 

podría ser un posible blanco terapéutico contra el cáncer. 

 

En resumen, Herp regula los niveles del IP3R de forma basal en las células Hela, de 

esta manera mantiene la homeostasis del Ca2+ mitocondrial, regulando la apertura del poro 

de transición mitocondrial y la función mitocondrial. En ausencia de la proteína ocurre una 

desregulación en la homeostasis del Ca2+ intracelular y mitocondrial, lo que produce 

aumentos de la actividad mitocondrial y mayor sensibilidad de las células a agentes nocivos 

como el H2O2 y quimioterapéuticos. 
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SUMMARY 

 

Herp is a resident membrane protein of the endoplasmic reticulum (ER) that regulates 

protein degradation via proteasome. This effect is primarily done by regulating the formation 

of the ER-associated protein degradation (ERAD) complex. In addition, Herp regulates 

intracellular Ca2+ levels and stimulates cytoprotection against ER stress. It is unknown 

whether Herp protects against oxidative stress and the molecular mechanisms involved in 

this action. 

 

Our working hypothesis was "Herp is a H2O2-inducible protein that regulates cell survival 

by modulating IP3 receptor degradation and transfer of Ca2+ into mitochondria". To test this, 

the following specific objectives were established: 

 

 To assess whether H2O2 stimulates Herp expression in Hela cells. 

 To determine if Herp regulates H2O2-dependent intracellular Ca2+ levels.  

 To evaluate whether Herp regulates Ca2+ transfer from the ER to mitochondria by 

modulating IP3R in Hela cells exposed to H2O2. 

 To assess if Herp has a cytoprotective role against H2O2 by regulating intracellular Ca2+ 

levels. 

 

The results showed that the Herp levels rapidly increase in response to exogenous H2O2 

by a mechanism involving transcriptional and translational regulation. This response was 

important for cell survival against agents producing oxidative stress. Cells with low levels of 

protein Herp exposed to H2O2 were more sensitive to die than controls, showing a different 

intracellular and mitochondrial Ca2+ kinetics and desregulation of IP3 receptor levels. Our 

results suggest that Herp maintains normal levels of IP3R, thus regulating Ca2+ entry to the 

mitochondria. Thus Herp seems to prevent mitochondrial Ca2+ overload, mitochondrial 

transition pore opening and apoptosis in response to H2O2. 

 

HeLa cells with low mitochondrial metabolism Herp depicted increased mitochondrial 

Ca2+ influx via IP3 receptors. These cells had higher baseline levels of IP3R. Both Hela and 

U2OS cells with low Herp levels depicted a higher sensitivity to antineoplasic drugs due to 
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the aforementioned metabolic changes. These results suggest that the Herp protein could 

be a potential therapeutic target for cancer. 

 

In summary, Herp regulates IP3 receptor basal levels in HeLa cells maintaining 

mitochondrial Ca2+ homeostasis and thereby regulating mitochondrial transition pore 

opening and cell survival. 
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1. INTRODUCCIÓN  

 

1.1.  ROS 

 

 Los niveles fisiológicos de especies reactivas del oxígeno (ROS) se asocian con 

mecanismos de regulación de transcripción génica, vías de señalización y la respuesta 

defensiva frente a patógenos infecciosos (Chetsawang et al, 2008).  Sin embargo, una 

excesiva producción de ROS o disminución de las defensas antioxidantes en la célula 

conducen al proceso conocido como “estrés oxidativo”, caracterizado por producir daño a 

moléculas intracelulares y organelos y teniendo como consecuencia final la muerte de 

célula por apoptosis o necrosis (D’Autréaux et al, 2007).  El estrés oxidativo tiene un papel 

clave en patologías como la diabetes mellitus, infarto del miocardio, enfermedades 

hepáticas, cáncer, neurodegeneración y envejecimiento (Martindale et al, 2002). 

 

 Las ROS incluyen a una serie de moléculas derivadas del oxígeno caracterizadas por 

contener electrones desapareados o radicales libres (D’Autréaux et al, 2007).  Las especies 

más conocidas son el ión superóxido (O2●-), peróxido de hidrógeno (H2O2), el radical 

hidroxilo (●OH) y el óxido nítrico (NO) (Kohen et al, 2002; Decuypere et al, 2011).  Estos 

compuestos son generados principalmente en la membrana interna mitocondrial o por 

enzimas endógenas como flavoenzimas, xantino oxidasa, nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato (NADPH) oxidasa, glucosa oxidasa, óxido nítrico sintasa y metales de 

transición (Kohen et al, 2002; Decuypere et al, 2011).  Las ROS son neutralizadas por 

sistemas enzimáticos entre los que se cuentan a la superóxido dismutasa (SOD), glutatión 

peroxidasa (GXT), catalasa, tioredoxina reductasa o por compuestos químicos captadores 

de radicales libres como el glutatión y otros agentes antioxidantes (Kohen et al, 2002; 

D’Autréaux  et al, 2007; Decuypere et al, 2011).   

 

 Las ROS modifican los residuos de cisteína (Cys) en las proteínas, siendo el H2O2 

uno de los principales agentes oxidantes. Estas modificaciones conducen a cambios 

estructurales en las proteínas que pueden activar o inactivar su función enzimática, producir 

perdida o ganancia de afinidad entre proteínas, etc. (D’Autréaux et al, 2007).  Las 

modificaciones producidas en las cisteínas son derivadas de la formación del ácido 

sulfénico (-SOH), el cual puede reaccionar con otro grupo -SOH y estabilizarse, o 
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reaccionar con otras ROS para generar -SO2H y -SO3H, los cuales son más reactivas que 

el –SOH.  Alternativamente, los residuos de cisteína pueden formar puentes disulfuro por 

oxidación, por lo que las ROS pueden estimular la generación de nuevos puentes disúlfuros 

dentro de la proteína o entre proteínas cercanas. Otra opción es la glutationilación de 

proteínas por formación de puentes disulfuro entre las proteínas y el glutatión (GSH).  Por 

último, las especies reactivas derivadas del nitrógeno (RNS) también son radicales con 

capacidad oxidante y que pueden nitrosilar proteínas (Chetsawang et al, 2008).  Dada la 

naturaleza reversible de varias de estas modificaciones, el estrés oxidativo puede regular 

vías transduccionales de manera análoga a como ocurre con la modificación covalente de 

proteínas por fosforilación/desfosforilación (Kiley et al, 2004). 

 

 Las principales fuentes de ROS intracelular son la producción por parte de la familia 

NADPH oxidasas (NOXs) y la producción de ROS  mitocondrial. La familia de las NOXs son 

proteínas de transmembrana que transportan electrones a través de las membranas 

biológicas, y que tienen como función reducir el oxígeno al Ión superóxido.  Esta familia 

está formada por variados integrantes entre los que se cuentan a NOX1, NOX2 (también 

conocida como gp91phox), NOX3, NOX4, NOX5, Duox1 y Duox2 (Cheng et al, 2001; 

Geiszt, 2006; Bedard et al, 2007; Jiang et al, 2011). Las NOXs cumplen una importante 

función en la señalización intracelular y la respuesta de la célula frente a distintos tipos de 

estímulos tanto intracelulares como externos.  Algunos ejemplos son su participación en 

vías de señalización de repuestas de adaptación y tolerancia frente a distintos tipos de 

estrés, de sobrevida, diferenciación, proliferación celular, reparación de tejidos, 

angiogénesis,  muerte vía necrosis y apoptosis, etc. (Cheng et al, 2001; Geiszt, 2006; 

Bedard et al, 2007; Jiang et al, 2011). 

 

 Por otra parte, las ROS de origen mitondrial se generan durante durante el transporte 

de electrones a través de la cadena transportadora de electrones. El O2 es convertido en 

H2O, pero este proceso no es 100% eficiente y existe producción de radicales superóxido a 

nivel de los complejos I y III.  Múltiples sitios de producción de ROS han sido descritos en la 

mitocondria.  La flavina en los complejos I y II, sitios de unión a ubiquinona en los 

complejos I II y III, flavoproteinas como la Q oxidoreductasa que participa en la beta-

oxidación y la glicerol 3-fosfatasa, 2-oxoglutarasa y piruvato deshidrogenasa (Yankovskaya 

et al, 2003; Guo & Lemire, 2003; Brand, 2010; Paranagama et al, 2010; Chong et al, 2014).  
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De todas estas fuentes, las mayores productoras de ROS mitocondrial son los complejos I y 

III de la cadena transportadora de oxígeno.  Otros componentes como citocromo C, el 

complejo succinato deshidrogenasa, aconitasa, entre otros, también producen ROS a nivel 

mitocondrial, pero en menor grado (Apel et al, 2004). Otro mecanismo que produce 

aumentos en la producción de ROS mitocondriales es el proceso denominado ROS induce 

liberación de ROS (RIRR), mecanismo mediado por el poro de transición mitocondrial 

(PTM).  Las ROS inducen apertura del PTM, proceso que a su vez aumenta la producción 

de ROS a nivel mitocondrial. Este feedback positivo resulta en un aumento sustancial de 

los niveles de ROS mitocondriales que se propaga a través de la red mitocondrial, 

causando daño en el organelo y finalmente  muerte celular. 

 

 Dado que la mitocondria es una importante fuente de ROS intracelulares, participa de 

forma activa en las señales redox.  La principal molécula ROS producida por la mitocondria 

es el H2O2, la cual puede difundir desde la mitocondria y modificar la actividad de diferentes 

proteínas blanco por oxidación de residuos de cisteína reactivos. Estas modificaciones son 

revertidas por una serie de moléculas antioxidantes, varias de ellas son producidas a nivel 

de la mitocondria (Zorov et al, 2014). 

 

 Diversos estímulos se utilizan para producir estrés oxidativo al interior de las células.  

El más conocido es la adición directa del H2O2 a la célula, utilizando diferentes 

concentraciones y tiempos dependiendo de los estudios a realizar.  Diversas 

investigaciones han mostrado que el H2O2 participa en vías de señalización responsables 

de la migración, proliferación y diferenciación celular (Peden et al, 1994; Chen et al, 2004; 

Pan et al, 2011), así como también es un importante mediador de la muerte celular por 

apoptosis y necrosis (Lin et al, 2004; Saito et al, 2006; Linden et al, 2008; Ferrero-Gutiérrez 

et al, 2008; Pallepati et al, 2011).  La citotoxicidad de H2O2 depende del tiempo de 

exposición y concentración utilizada.  En la literatura se encuentran estudios de 

citotoxicidad con rangos desde 10  a 1000 M (Lin et al, 2004; Saito et al, 2006; Linden et 

al, 2008; Pallepati et al, 2011; Ferrero-Gutiérrez et al, 2008).  Por otra parte, en los estudios 

de proliferación, migración y diferenciación celular se utilizan concentraciones relativamente 

bajas entre 3-15 M. Concentraciones intermedias (100-400 M) causan arresto celular 

(Wise et al, 1995; Davies et al, 1999).  El H2O2 también participa en la regulación de la 

respuesta frente a proteínas mal plegadas (UPR), participando en la activación de la vía 
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PERK, IRE1a y ATF6 (Pallepati et al, 2011; Pierre et al, 2014).  Otros antecedentes 

muestran que el H2O2 activa la UPR, estimulando la degradación de proteínas y 

aumentando la síntesis de chaperonas. Estímulos con tiempos de exposición superiores a 

3 h inducen apoptosis con participación de CHOP y caspasas (Pallepati et al, 2011).  Esta 

muerte puede ser prevenida con BAPTA-AM e inhibidores de calpainas, confirmando el rol 

del Ca2+ en la muerte mediada por H2O2 (Pallepati et al, 2011). 

 

 Más aún, el H2O2 produce aumento del Ca2+ intracelular seguido de un increnento en 

la entrada de Ca2+ hacia la mitocondria (Castro et al, 2004), lo que desencadena apertura 

del PTM y posterior muerte de la célula (Espinosa et al, 2009; Decuypere et al, 2011).  Los 

mecanismos de muerte celular mediados por H2O2 se definirán dependiendo de la 

formación de ATP de la célula. Saito et al.  (2006) describieron que el tratamiento con H2O2 

(50 M) gatilla la apoptosis en células humanas derivadas de linfoma, con salida de 

citocromo C hacia el citoplasma y activación de caspasa-9, proceso dependiente de la 

presencia de  ATP. 

 

 Angiotensina II (Ang II) es un péptido del sistema renina-angiotensina-aldosterona 

que activa a algunos integrantes de la familia de las NOX y genera aumentos intracelulares 

de las ROS.  Sus efectos fisiológicos son mediados por la generación de ROS intracelular y 

prevenidos por la expresión de catalasa, enzima que hidroliza el H2O2 (Seshiah et al, 2002).  

En líneas celulares de músculo liso vascular, el tratamiento con Ang II por 4-6 h incrementa 

la formación intracelular del anión superóxido, formado por la activación de NADPH y 

NADH oxidasa. (Griendling et al, 1994).  En células Hela incrementos en la producción de 

ROS por Ang II se asocian principalmente a la activación de Nox1, un homólogo de Nox2 

(Matsuno et al, 2005).  La generación de anión superóxido y consiguiente formación de 

H2O2 activa una serie de señales características de la respuesta al estrés oxidativo, como  

aumento de proteínas antioxidantes y cambios metabólicos (Lassègue et al, 2001).  

Ratones tratados por 2 semanas con Ang II aumentan la producción de anión superóxido a 

través de la activación de las NOXs (Dikalova et al, 2005). 
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1.2. Calcio 

 

 El ion calcio, Ca2+, juega un rol importante tanto en los compartimientos intracelulares 

como en el extracelular.  En el extracelular juega un rol importante en la mantención de la 

integridad de la membrana plasmática y el correcto funcionamiento de varias proteínas, 

como por ejemplos moléculas de adhesión, factores de coagulación, enzimas de secreción, 

etc. Por otro lado junto al ion fosfato juega un rol fundamental en la mantención del 

esqueleto (Berridge et al, 2000, Brown et al, 2013). 

 

 Las señales de Ca2+ intracelular participan en diferentes procesos celulares como 

desarrollo, liberación de neurotransmisores, contracción muscular, metabolismo, síntesis de 

ATP, autofagia, muerte celular, proliferación, regulación génica, entre otras (Kaufman and 

Malhotra, 2014).  En general, el Ca2+  participa, de forma directa o indirecta, en casi todas 

las funciones biológicas.  Su fina regulación es un proceso fundamental para la correcta 

mantención de la función celular. El retículo endoplasmico juega un papel fundamental 

como reservorio de Ca2+ intracelular, siendo éste el más importante.  Seguido por otros 

reservorios como la mitocondria, el núcleo y otros organelos con capacidad buffer de Ca2+ 

(Kaufman and Malhotra, 2014). 

 

 La dinámica de liberación de Ca2+ entre los organelos y el citosol así como la 

transferencia de Ca2+ entre organelos permite la compartimentalización de las señales de 

Ca2+ y que sean altamente específicas.  Las señales de Ca2+ se presentan como transitorios 

locales de Ca2+ muy específicos dados por el alto grado de compartimentalizacion de 

canales, transportadores y bombas que lo liberan y recompartimentalizan en forma rápida y 

especifica.  Las concentraciones citosólicas de Ca2+ pueden fluctuar en varios órdenes de 

magnitud dependiendo del estado en el cual se encuentre la célula. En condiciones 

basales, las concentraciones citosólicas de Ca2+ son cercanas a los 100 nM, pudiendo 

alcanzar 1 mM frente a ciertos estímulos celulares (Aufman & Ikura, 2013). 

 

 Bajo condiciones fisiológicas y patológicas puede ocurrir una disminución de los 

niveles normales de Ca2+ en el  RE.  Los canales que regulan los niveles de Ca2+  del lumen 

del RE se conocen como SOCs (store-operated Ca2+ channels). STIM1 (Stromal Interaction 

Molecule), por otra parte, es un sensor de Ca2+ intraluminal que juega un rol clave en la 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaufman%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24690484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Malhotra%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24690484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaufman%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24690484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Malhotra%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24690484
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activación de los canales SOCs y, por lo tanto, en la mantención de los niveles de Ca2+ 

reticulares (Kaufman & Malhotra, 2014). 

 

 La regulación del Ca2+ citoplasmático depende de la actividad de una serie de 

canales en la membrana del RE.  SERCA es una bomba de Ca2+ con capacidad ATPasa 

que capta Ca2+ desde el citosol hacia el lumen del RE, manteniendo los niveles de Ca2+ 

citosólicos bajos (Strehler et al, 2004). Por otro parte, los receptores de rianodina (RYR) y 

de IP3  (IP3R) son canales de Ca2+ intermembrana que se encuentran en el RE y cumplen 

la función de movilizar este ión hacia el citoplasma en forma regulada (Strehler et al, 2004).  

Las chaperonas que unen Ca2+ como calreticulina y calnexina también juegan un papel 

importante en su regulación (Kohen et al, 2002). 

 

 Los niveles de ROS regulan la salida del Ca2+ intracelular en varios tipos celulares, como 

líneas de células musculares (Orzechowski et al, 2002; Saris et al, 2005), células endoteliales 

(Krippeit-Drews et al, 1995), neuronas (Doan et al, 1994) y cardiomiocitos (Whittemore et al, 1995).  

En células osteoblasticas aumenta la salida de Ca2+ frente a estimulos como H2O2 que se acompaña 

de aumento de la expresión del IP3R (Wang et al, 1999).  También plaquetas humanas expuestas a 

H2O2 aumentan los niveles de Ca2+ citosolico por oxidación de un grupo sulfihidrilo de la SERCA y 

activación del IP3R independiente de la generación del IP3 (Ho et al, 2002).  En células musculares 

esqueléticas, insulina activa NADPH oxidasa, aumentando la producción citoplasmática de H2O2, el 

cual activa al IP3R en forma independiente del IP3, generando aumento del Ca2+ citoplasmático 

(Sitia et al, 2004).  Estos resultados muestran que la regulación del IP3R por H2O2, tiene una 

importancia biológica considerable. Este efecto ha sido ampliamente estudiado, sabiéndose que la 

activación es de tipo directa e independiente del IP3 (Redondo et al, 2004).  Sin embargo aún no se 

ha encontrado los residuos de cisteínas del IP3R sensibles al estrés oxidativo ni tampoco se 

descarta la posibilidad de que otra proteína también sensible al estrés oxidativo module la apertura 

del canal (Feng et al, 2000; Hidalgo et al, 2005; Zheng et al, 2005). 

 

 El IP3R está formado por 4 subunidades de 310 kDa.  En mamíferos existen 3 isoformas de 

IP3R, las cuales presentan estructuras similares.  La estructura tetramérica del IP3R es altamente 

dependiente de la concentración local de Ca2+.  El IP3 y el Ca2+ son considerados co-activadores del 

IP3R mientras que el ATP, proteínas kinasas, fosfatasas y proteínas reguladoras del IP3R son 

moduladoras de su función (Redondo et al, 2004).  El IP3R interactúa con la mitocondria en el 

proceso de traspaso de Ca2+ desde el RE a la mitocondria.  Traspasos de bajos niveles de Ca2+ 

desde el RE a la mitocondria son beneficiosos para la sobrevida celular dado que estimula la 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaufman%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24690484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Malhotra%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24690484
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producción de ATP y la transcripción de  genes específicos (Espinosa et al, 2009; Decuypere et al, 

2011).  Un aumento excesivo de Ca2+ en el interior de la mitocondria estimula la apertura del  PTM, 

produciendo permeabilización de la membrana mitocondrial y eventualmente muerte celular 

(Figura 1).  La permeabilización conduce a la salida de una serie de moléculas desde la mitocondria 

al citoplasma, incluyendo factores pro-apoptóticos.} 

 

 El Ca2+ es necesario para la función mitocondrial, 3-deshidrogenasas del ciclo de Krebs son 

activadas por este ión así como otros componentes de la cadena transportadora de electrones como 

la ATPasa y los traslocadores de ATP/ADP que son finamente regulados por Ca2+. Este ión sirve 

como una señal tanto para controlar la función mitocondrial, aumentar la síntesis de ATP como para 

gatillar los mecanismos de muerte dependientes de la mitocondria, por lo cual su regulación a nivel 

mitocondrial es muy importante (Rizzuto et al, 1998; Szabadkai et al, 2008, Rasola et al, 2011; 

Glancy et al, 2012).  

 

Rueda et al. 2015, plantearon que no solo el Ca2+ favorece la síntesis de ATP a través de este 

mecanismo sino que también podría activar dos transportadores mitocondriales que favorecen la 

síntesis de ATP. Estos son el “Carrier” aspartato-glutamato (AGCs) y el transportador ATP-Mg/Pi 

(APCs), que favorecen la síntesis de ATP dado que permiten el transporte de NADH al interior de la 

mitocondria. La activacion de estos transportadores mediada por Ca2+ no requiere la entrada de Ca2+ 

a la mitocondria y responden más bien a aumentos del Ca2+ en el citosol (Rueda et al, 2015) 

 

1.3. Metabolismo energético 

 

 En presencia de oxigeno la mayoría de las células obtienen el ATP principalmente a 

través de la metabolización de la glucosa por oxidación en la mitocondria (Lenzen et al, 

2014).  El proceso comienza con la metabolización de la glucosa una molécula de 6 

carbonos a piruvato una molécula de 3 átomos de carbono a través de una serie de 

reacciones enzimáticas que en conjunto se conocen como glicolisis (Lenzen et al, 2014).  

Este proceso aporta solo 2 moléculas de ATP por glucosa gastada.  El piruvato se convierte 

en acetil-CoA en la mitocondria en un proceso de descarboxilación oxidativa, catalizado por 

la piruvato deshidrogenasa (Akram  et al, 2014; Lenzen et al, 2014).  El acetil-CoA es el 

punto en común de las rutas metabólicas de tipo catabólicas.  Tanto la metabolización de 

los lípidos a través de la beta-oxidación como la metabolización de algunos aminoácidos a 

través del proceso de deaminación y la propia glicolisis producen acetil-CoA como 

intermediario metabólico para la síntesis de ATP (Akram  et al, 2014). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lenzen%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24637025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lenzen%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24637025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Akram%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23728993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lenzen%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24637025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Akram%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23728993
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El acetil-CoA ingresa al ciclo de Krebs o ciclo del ácido tricarboxilico en la matriz 

mitocondrial para producir finalmente nicotinamida adenina dinucleotido reducido (NADH) y 

flavín adenín dinucleótido (FADH), metabolitos que aportan electrones a la cadena 

transportadora de electrones que serán utilizados para generar el gradiente de protones 

que finalmente culminará en la síntesis de ATP por parte de la ATPasa. Este proceso se 

conoce como fosforilación oxidativa (Aon et al, 2012; Mazat et al, 2013).  La metabolización 

de la glucosa por oxidación en la mitocondria aporta aproximadamente 32 moléculas de 

ATP por glucosa, suministrando grandes cantidades de ATP por glucosa en comparación al 

proceso de glicolisis por sí solo (Mazat et al, 2013). 

 

La fosforilación oxidativa es dependiente de oxígeno, dado que este cumple el rol de 

ser el aceptor final de electrones en la cadena transportadora de electrones (Aon et al, 

2012; Mazat et al, 2013).   Bajo condiciones anaeróbicas las células no metaboliza el 

acetil-CoA en el ciclo de Krebs y no se puede producir la fosforilación oxidativa dado que 

son procesos dependientes del oxígeno. En estas condiciones, la célula genera energía 

principalmente a través del proceso de glicolisis que como ya se mencionó aporta menos 

ATP por molécula de glucosa que su oxidación.  La producción de ATP en condiciones 

anaeróbicas se caracteriza por la producción de altos niveles de lactato, metabolito 

resultante de la reducción del piruvato por la lactato deshidrogenasa (LDH) (Hirschhaeuser 

et al, 2011).  La función de la producción de lactato es oxidar NADH para regenerar la 

nicotinamida adenina  dinucleótido (NAD+) necesaria para la glicólisis y, por tanto, para que 

continúe la producción de ATP (Hirschhaeuser et al, 2011). 

 

Las células neoplásicas presentan un metabolismo alterado, caracterizado por una 

disminución en la actividad mitocondrial y un aumento de la glicolisis, evidenciado por un 

aumento en los niveles de lactato.  A este fenómeno se le conoce como efecto Warburg y 

se ha presentado como un blanco terapéutico esencial para combatir el cáncer (Vander 

Heiden et al, 2009).  Diversos estudios muestran que el revertir el efecto Warburg 

sensibiliza a las células neoplásicas a los tratamientos en general, dado que los 

mecanismos de muerte apoptóticos dependen de la función mitocondrial.  Un ejemplo es el 

dicloroacetato, droga utilizada como coadyuvante en la terapia contra el cáncer, actúa 

estimulando la actividad de la piruvato deshidrogenasa por inhibición de la piruvato 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hirschhaeuser%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22084445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hirschhaeuser%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22084445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vander%20Heiden%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19460998
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vander%20Heiden%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19460998
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deshidrogenasa kinasa.  Esto produce un aumento de la actividad mitocondrial y un 

descenso de la producción de lactato, ósea un “shift metabólico” (Kankotia et al, 2014).   

 

1.4  Muerte celular: apoptosis 

 

 Este proceso se caracteriza por el aumento en la producción mitocondrial de ROS, 

salida masiva del Ca2+ desde sus reservorios intracelulares, perdida de la permeabilidad 

celular y activación de proteasas. Aumentos en el Ca2+ citoplasmáticos pueden producir 

apoptosis a través de la activación de calpaínas, proteasas dependientes de Ca2+ que 

residen en el citosol de forma inactiva y que en respuesta a un aumento en los niveles del 

catión, se traslocan hacia las membranas intracelulares y activan su actividad catalítica 

(Rizzuto et al, 1998; Apel et al, 2004; Hu et al, 2005; Kroemer et al, 2006; Greene et al, 

2006; Festjens et al, 2006; Szabadkai et al, 2008; Szydlowska et al, 2010).  Sus sustratos 

son proteínas del citoesqueleto, proteínas de membrana, moléculas de adhesión, 

transportadores de iones, proteínas kinasas, fosfatasas y fosfolipasas (Zong et al, 2006). 

Estas proteasas están también asociadas a muerte celular por activación de caspasas, 

degradación de Bcl-2 (inhibidor de la apoptosis), etc. 

 

 Yamashima et al. postularon como hipótesis que el daño causado por un exceso de 

Ca2+ intracelular estaría dado por una pérdida de la integridad de la membrana lisosomal 

mediada por calpaina, que llevaría a la salida y activación de catepsinas, proteasas 

relacionadas con necrosis y apoptosis (Yamashima et al, 1998).  Otras enzimas activadas 

por aumentos del Ca2+ y que median la muerte celular son proteínas kinasas, óxido nítrico 

sintasa (NOS) y calcineurina (Szydlowska et al, 2010).   

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kankotia%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25157892
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Figura 1. Papel del estrés oxidativo y Ca2+ en la muerte celular: El traspaso de Ca2+ 

está mediado por un grupo de proteínas que comprenden al IP3R, VDAC y la proteína de 
anclaje GRP75. Por otra parte, la interacción entre el retículo endoplásmico (RE) y la 
mitocondria son fundamentales para que el proceso suceda de manera óptima, este anclaje 
entre organelos es mediado por mitofusina 2 (Mfn2).  El traspaso de Ca2+ hacia la 
mitocondria es importante para la regulación de la función mitocondrial, el Ca2+ es un 
activador de diversas enzimas del ciclo de Krebs, por lo tanto aumentos en los niveles del 
Ca2+ mitocondrial se traducen en un incremento del metabolismo. Frente a situación de 
estrés, como el estrés oxidativo, puede suceder una desregulación del proceso que se 
caracteriza por una excesiva entrada de Ca2+ a la mitocondria que produce una sobrecarga 
de Ca2+ y que lleva al colapso energético y finalmente la muerte. 
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1.5. Herp: regulación y función 

 

 La proteína Herp se descubrió en 1998 con el nombre KIAA0025 (Nagase et al, 

1998). En el 2002, dos grupos independientes caracterizaron esta proteína, siendo 

denominada como MIF-1 por Van Laar et al., por su capacidad de responder a 

metil-metanosulfonato y a otros factores como el estrés osmótico y tunicamicina, este 

último un clásico inductor de estrés de retículo (Van Laar et al, 2000).  También en los 

resultados publicados por este grupo se observó que el tratamiento de células Hela por 1 h 

con 500 M H2O2 (condición de estrés oxidativo) estimula un incremento de los niveles del 

mRNA para MIF-1.  Sin embargo, estos resultados prácticamente no se discutieron en esa 

publicación.  Por otro lado, Kokame et al (2000) también describieron la misma proteína, la 

cual denominaron Herp (proteína residente del RE que responde a homocisteína). En este 

artículo se caracterizó a Herp como una proteína de la membrana del RE con sus dominios 

tanto carboxilo y amino-terminal mirando hacia la cara citoplasmática de la membrana del 

retículo (Figura 2A). Se describió que Herp se expresaba en respuesta a diferentes 

inductores del estrés de retículo (tunicamicina, 2-mercaptoetanol y homocisteína) y a 

compuestos que alteran la homeostasis del Ca2+ intracelular (el ionóforo de Ca2+ A23187 y 

el inhibidor de la SERCA tapsigargina) (Kokame et al, 2000).  Finalmente se adoptó el 

nombre de Herp y se definió como un marcador del estrés de RE, carente de actividad 

enzimática y con una función biológica poco clara. 

 

 El gen de Herp humano se encuentra en el cromosoma 16, específicamente en la 

región 16q12.2-13, y presenta un marco de lectura abierto de 2198 pb, compuesto de 8 

exones que codifican una proteína de 391 aa (Kokame et al, 2000).  Herp es una proteína 

integral de la membrana del RE de 54 kDa y que se expresa en todos los tejidos (Figura 

2B) (Kokame et al, 2000).  Al realizar un análisis de la secuencia de Herp, tanto humana 

como murina, se descubrió que posee hacia el extremo amino terminal, una región de 

analogía con ubiquitina o ULD (Ubiquitin-like domain) específicamente entre los 

aminoácidos V10 y L72 (Van Laar et al, 2000; Van Laar et al, 2001; Kokame et al, 2002). La 

expresión de Herp a nivel transcripcional es regulada por una serie de elementos 

respuesta, destacando los sitios ERSE I (CCAAT-gggcggcag-CCACA) y ERSE II (ATTGG-

N-CCACG), los cuales están relacionados con respuestas génicas frente al estrés de 

retículo (Van Laar et al, 2000, Kokame et al, 2000, Ma et al, 2004).   
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 La función principal conocida de Herp es la regulación de la  degradación de 

proteínas a través de la vía ERAD.  Herp se vincula a ciertos componentes del ERAD como 

p97, Derlin-1 y VIMP a través de su dominio ULD, especulándose que su función sería 

reclutar proteínas desde el RE al proteosoma a través de una interacción directa mediante 

su dominio ULD (Schulze et al, 2005).  Sin embargo, no se ha podido demostrar una 

interacción directa de Herp con el proteosoma (Schulze et al, 2005; Okuda-Shimizu et al, 

2007). Interesantemente este dominio ULD también participa en la autodegradación de 

Herp (Sai et al, 2003), interactuando directamente con la ubiquitina, proteína involucrada en 

la degradación de proteínas por vía proteosomal (Kima et al, 2008).  La vida media 

estimada de la proteína Herp es de 2,5 h (Sai et al, 2003). El dominio UDL es fundamental 

para que Herp medie la degradación de una serie de proteínas a través del ERAD, como se 

ha mostrado para niscatrina (Marutani et al, 2011), la proteína NHK (Kny et al, 2011) y 

policistina 2 (Liang et al, 2008). 

 

 Por otro lado, Herp interactúa con HRD1 de forma dependiente de su segmento ULD, 

esta interacción aumenta en condiciones de estrés celular.  Esto tiene como consecuencia 

un aumento en la ubiquitinación de proteínas y consecuentemente su degradación (Kny et 

al, 2011).  También se ha observado que en células de mamífero, Herp inicia el 

reclutamiento de HRD1 y de los diferentes componentes del ERAD, así como también 

recluta diferentes sustratos del ERAD. Este reclutamiento es importante para la formación 

del complejo y su función (Bernasconi et al, 2013; Huang et al, 2013, Leitman et al, 2014). 

Herp se requiere tanto para la degradación de proteínas glicosiladas como las 

no-glicosiladas vía ERAD (Bernasconi et al, 2013; Huang et al, 2013, Leitman et al, 2014). 

 

 Otro efecto atribuido a Herp es su capacidad de modular la salida de Ca2+ desde el 

RE.  Su sobreexpresión en células PC12 disminuye los niveles de Ca2+ intracelular 

posterior al tratamiento con bradiquinina o tapsigargina, mientras que la inhibición de su 

expresión aumenta significativamente la concentración de Ca2+ intracelular respecto de los 

controles (Chan et al, 2004).  La regulación del Ca2+ intracelular tiene relación con la función 

mitocondrial. En células PC12 que sobreexpresan Herp se observa una menor caída del 

potencial mitocondrial, lo que se relaciona con un aumento en la sobrevida celular. La 

sobreexpresión de Herp también previene las perturbaciones de Ca2+ producidas por MPP+ 

(inhibe el complejo I de la cadena transportadora de electrones) en células PC12. Herp 
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atenúa el incremento del Ca2+ mitocondrial, sugiriendo que Herp podría inhibir la 

transferencia del Ca2+ desde el RE hacia la mitocondria. Este efecto es dependiente del 

dominio ULD de Herp y del funcionamiento del proteosoma (Chigurupati et al, 2009).  Herp 

forma un complejo con el IP3R1 y con RYR. Aumentos en la expresión de Herp resulta en 

una reducción de los niveles proteicos de IP3R1 y pan-RYR, que es revertido al inhibir la 

actividad del  proteosoma.  Al parecer Herp regula la degradación del IP3R y el RYR vía 

proteosoma y de esta manera regular la homeostasis del Ca2+ intracelular (Belal et al, 

2012). 

 

 Hay evidencias que muestran que Herp posee un papel citoprotector frente al efecto 

nocivo del estrés de RE (Chan et al, 2004; Hori et al, 2004). Herp previene la muerte celular 

por apoptosis, disminuyendo la actividad de diversas caspasas, la caída del potencial 

mitocondrial, la inducción de CHOP y la fosforilación de JNK (Chan et al, 2004; Hori et al, 

2004). Sin embargo, estos resultados se remiten casi exclusivamente a células neuronales, 

lo que no permite extrapolar esta propiedad a otros tipos celulares (Sai et al, 2002; Chan et 

al, 2004; Hori et al, 2004).  Un ejemplo del papel citoprotector de Herp se ha documentado 

en células F9 tratadas con un siRNA para Herp, en donde se observa que las células que 

poseen menores niveles de la proteína Herp más susceptibles a la muerte inducida por 

estrés de RE (Hori et al, 2004). También las células PC12 y MN9D, knock down para Herp, 

son más sensibles a la muerte por toxicidad del 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+), compuesto 

utilizado para generar modelos de Parkinson in vitro. El efecto contrario se observa al 

sobreexpresar Herp en células PC12.  Además estas investigaciones han mostrado que la 

sobreexpresión del ΔULD-Herp hace perder la acción protectora de Herp al MPP+, 

sugiriendo que este dominio es muy importante para su función citoprotectora (Hori et al, 

2004).  Aunque la disminución de la proteína Herp está asociada a disminución de la 

viabilidad frente al estrés, se ha encontrado de manera sorpresiva que frente al estrés 

oxidativo la sobrexpresión exacerbada de la proteína Herp reduce la viabilidad, 

posiblemente dado que Herp juega un importante rol en la mantención del estado fisiológico 

de la célula (Yan et al, 2014). 

 

 Por otro lado, en el último tiempo existe una serie de estudios que muestran 

evidencias de que Herp es importante en el proceso de secreción de la insulina, ratones KO 

para Herp tienen problemas en la secreción de insulina lo que genera ratones con un perfil 
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diabético.  En estudios con líneas celulares derivadas de células pancreáticas se observó 

que células KO para Herp presentan disminuida la expresión y actividad de la nicotinamida 

nucleótido transhidrogenasa (Nnt), importante para la transformación de NADH a NADPH 

en la mitocondria y que se ha postulado como una proteína clave en la regulación de la 

secreción de la insulina (Worg et al, 2013).  En otro estudio, ratones KO para Herp 

mostraron deficiencias en test de tolerancia a la glucosa y vulnerabilidad en el desarrollo de 

isquemias cerebrales (Yuca et al, 2012). 

 

 Nuestras investigaciones han mostrado que Herp regula negativamente la autofagia 

mediante la modulación de los niveles de Beclin-1 y ATG5, proteínas claves para la 

formación de los autofagosomas en células Hela privadas de glucosa (Quiroga et al, 2013). 

Hemos observado que células knock down para Herp forman más autofagosomas a 

tiempos mas tempranos de privación de glucosa que las células controles. Este cambio en 

la temporalidad en la cual sucede la autofagia se acompaña de aumentos en los  niveles de 

la proteina beclin-1 y ATG5 en comparación a las células control (Quiroga et al, 2013).  

Además frente a estas condiciones se observaron mayores niveles de proteínas 

poliubiquitinadas en los controles que en las células knock down para Herp, lo que hace 

pensar que Herp podría regular la degradación de Beclin-1 y ATG5 (Quiroga et al, 2013).  

 

 Diversas evidencias apuntan a que Herp podría jugar un papel importante en la respuesta 

frente al estrés oxidativo.  En uno de los primeros artículos sobre la proteina Herp se observó un 

aumento del mRNA de Herp frente al tratamiento de 1 h con H2O2 (0,5 mM), pero por ser un aumento 

menor a lo observado con tunicamicina o estrés osmótico, prácticamente se descartó s u importancia 

(Kokame et al, 2000). Liang et al. observaron aumentos en los niveles proteicos de Herp frente al 

tratamiento con H2O2 (300 nM, por 8 h) y MG132 (inhibidor del proteosoma). Este aumento es menor 

al observado al tratar las células con tunicamicina, aunque aún significativo (Liang et al, 2006). Herp 

es importante para la citoprotección y regulación de los niveles intracelulares de Ca2+ en las células 

PC12 expuestas a MPP+ (Chigurupati et al, 2009).  Esta sustancia produce toxicidad por su 

capacidad de producir altos niveles de ROS en las células neuronales, lo que aumenta los niveles 

del Ca2+ intracelular y su traspaso desde el retículo endoplasmico a la mitocondria, lo que se traduce 

en un aumento en la muerte celular (Liang et al, 2006; Chigurupati et al, 2009).  Colectivamente 

estos hallazgos permiten sugerir, que Herp podría ejercer una acción citoprotectora frente al estrés 

oxidativo dada su capacidad de regular el Ca2+ intracelular y el traspaso de Ca2+ desde el RE a la 

mitocondria mediante la modulación del IP3R. 
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Figura 2. Herp. Panel A: Herp es una proteína  de 54 KDa residente del retículo 

endoplásmico, se encuentra en la cara citoplasmática de la membrana del RE  con ambos 
extremos carboxilo y amino terminal mirando hacia el citoplasma. Herp presenta una 
pequeña porción transmembrana y un dominio ULD de unión a ubiquitina.  Panel B: Herp 
es una proteína ubicua que se expresa principalmente en órganos con alta síntesis de 
proteínas y estrés de retículo como el páncreas (Figura 2B obtenida de Kokame et al, 2000) 
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2.  HIPÓTESIS 

 

“Herp es una proteína inducible por H2O2 que regula la sobrevida celular, modulando 

la transferencia de Ca2+ a la mitocondria y degradación del receptor de IP3” 

 

 

3.  OBJETIVO GENERAL 

 

Estudiar la participación de Herp en la respuesta frente al H2O2 y regulación de la 

función mitocondrial e IP3R en células Hela. 

 

 

4.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Establecer que el H2O2 estimula la expresión de Herp en células Hela. 

 Definir si Herp regula los niveles intracelulares de Ca2+ dependientes de  H2O2. 

 Definir si Herp regula el traspaso de Ca+2 del retículo endoplásmico a la mitocondria 

por modulación del IP3R en células Hela expuestas a H2O2. 

 Establecer si Herp tiene un papel citoprotector frente al H2O2 por regulación del Ca2+ 

intracelular. 
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5.  MATERIALES Y MÉTODOS  

 

5.1.  Reactivos  

 

 Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, 

EEUU): Medio DME, ciclosporina A, angiotensina II, polibrem, carboxi-cianuro-3-

clorofenilhidrazona (CCCP), actinomicina D, cicloheximida, histamina, citocalasina B, Tritón 

X-100, anticuerpos anti -actina (A5441) y anti β-tubulina (T4026). De Gibco BRL 

(Carlsbad, CA, EEUU) se obtuvieron: suero fetal bovino (FBS). Mitotracker Green-FM 

(M7514), tetrametilrodamina metil éster perclorato (TMRM, T–668). Los anticuerpos 

secundarios anti IgG de conejo y ratón conjugados a peroxidasa se obtuvieron en 

Calbiochem (La Jolla, CA, EEUU), así como también el cisplatino y 4EGI.  El reactivo 

quimioluminiscente ECL se adquirió en Amersham Biosciences (Buckinghamshire, 

Inglaterra). Todos los otros compuestos orgánicos e inorgánicos, sales, ácidos, solventes y 

el H2O2 se adquirieron en Merck (Darmstaddt, Alemania), a no ser que se especifique lo 

contrario. El medio de montaje para fluorescencia DAKO se compró en DAKO Corporation 

(Carpinteria, CA, EEUU). Las sondas Fluo 4, Fura 2 y Rhod-FF, así como el BAPTA-AM se 

adquirieron en Molecular Probe (Life Technology, EEUU). La puromicina se obtuvo en 

Gibco (Life Technology, EEUU). Xestospongina B se obtuvo de Xestospongia exigua como 

se describe en el paper de Quirion et al. (1992), este reactivo fue donado gentilmente por el 

Dr. Jordi Molgó.  

 

5.2.  Modelo experimental celular 

 

Se usó la línea celular Hela (CCL-2) obtenida de la American Type Culture Collection 

(ATCC) como modelo de estudio dado que gran parte de los antecedentes existentes sobre 

Herp (Nagase et al,1998), estrés oxidativo (Sai et al, 2003; Chan et al, 2004; Schuelze et al, 

2005) movimiento de Ca2+ intracelular (Chan et al, 2004; Schuelze et al, 2005; Kima et al, 

2008; Marutani et al, 2011) y la comunicación RE-mitocondria (Hori et al, 2004; Liang et al, 

2008; Kny et al, 2011) han sido obtenidos en este modelo. Además, nuestro trabajo previo 

en el tema se realizó íntegramente en estas células (Quiroga et al, 2013). Alternativamente, 

se utilizaron otras líneas celulares, para corroborar nuestros hallazgos en otros modelos, 

como fibroblastos derivados de ratón, MEF2 y células derivadas de osteocarcinoma 
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humano U2OS obtenidas de la ATCC (HTB96). 

 

5.3. Modelo animal 

 

Ratones wild type (wt) o que sobrexpresan catalasa fueron tratados con Ang II con 

una dosis de 0,75 mg/kg/día por 7 días como se describe en (Zhang et al, 2005).  Ang II 

proveniente de Sigma se reconstituyó en solución salina y se infundió mediante una bomba 

Alzet mini-osmótica.   

 

5.4. Producción de células Hela knock-down (KD) para Herp 

 

 Para la obtención de lentivirus que contiene el Sh-Herp, células HEK 293T se 

transfectaron en medio Optimem con lipofectamina 2000 de acuerdo a las instrucciones del 

proveedor usando los siguientes plásmidos: VSV-G, pMDL, REV y Sh-Herp  o Sh-Luc. 

Después de 48 h. el medio condicionado con partículas lentivirales se recolectó y filtró con 

filtros de 0.45 μm (figura S1). 

 

 Para la generación  de células knock-down (KD) para Herp, células Hela o U2OS se 

incubaron con el medio condicionado obtenido en el punto anterior. Después de 48 h de 

transducción viral, las células se seleccionaron usando 2 μg/ml de puromicina. Los 

plásmidos  de Sh-Herp y Sh-Luc para la generación de lentivirus fueron donados por Dr. H. 

Komano, National Institute for Longevity Sciences, Obu, Aichi, Japan. 

 

5.5. Sobreexpresión de Herp  

 

Las células Hela se transfectaron en medio Optimem con lipofectamina 2000 de 

acuerdo a las instrucciones del proveedor usando los plásmidos anteriormente 

mencionados. Las células se transfectaron por 4-6 h y posteriormente se cambió el medio 

por DMEM 10% FBS.  Las células se estimularon según corresponda entre 24 y 48 h 

después de la transfeccion. Los plásmidos de expresión para la sobreexpresión de Herp 

(SC114911) y de Herp-GFP (RG211835) de origen humano se adquirieron en Origen S.A.  

 

 

http://www.google.cl/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCMQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.atcc.org%2F%7E%2Fps%2FHTB-96.ashx&ei=8nm1U_nJB_K2sATcxYCADA&usg=AFQjCNGZ2ecJONE_1mIWX3oUF0Uw7lHV5Q&bvm=bv.70138588,d.cWc
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5.6. Extracción de RNA, transcripción reversa y PCR en tiempo real (qPCR) 

 

 El RNA total se extrajo de células Hela, previamente estimuladas y sembradas a una 

densidad de 3 x 106 células/placa en placas de 60 mm.  Las células se lisaron con 500 L 

de Trizol (Gibco BRL, Carlsbad, CA, EEUU).  Una vez obtenido el lisado, éste se incubó 

durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 100 L de 

cloroformo a cada muestra, las cuales se mezclaron 20 veces por inversión y 20 s en 

vórtex, se incubaron a temperatura ambiente por 3 min y luego se centrifugaron a 12.000 g 

durante 15 min en una microcentrífuga a 4ºC.  Luego de centrifugar, se formaron dos fases, 

la fase superior acuosa se transfirió a un nuevo tubo de 1,5 mL para luego precipitar, en 

250 μL de isopropanol. Para esto, el tubo se invirtió varias veces con la finalidad de mezclar 

y se incubó a temperatura ambiente durante 5 – 10 min, formándose una pella que contiene 

el RNA precipitado.  Las muestras se volvieron a centrifugar a 12.000 g durante 10 min a 

4ºC, descartándose el sobrenadante.  Posteriormente, la pella se lavó con 500 L de etanol 

75% frio y se centrifugó a 12.000 g por 5 min a 4ºC, eliminándose nuevamente el 

sobrenadante. La pella se dejó secar al aire y a temperatura ambiente, para luego ser 

resuspendida en 40 μL de agua - DEPC (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO, EEUU). 

 

 Para el tratamiento con DNAsa se utilizó el kit 4368814 de Applied Biosystems 

(Carlsbad, CA, EEUU).  Para este fin; 300 L de cada una de las muestras de RNA, se 

traspasaron a tubos de 200 L a los cuales adicionalmente se les agregó 7,3 L de agua, 1 

L de tampón 10x DNAsa I y 0,7 μL de DNAsa I (2 U/μL).  Esta mezcla se incubó por 30 

min a 37ºC y posteriormente, por 10 min a 65ºC en un termociclador Eppendorf (Hamburgo, 

Alemania). 

 

 La reacción de transcripción reversa se llevó a cabo con el sistema de síntesis para 

RT-PCR Improm-IITM Reverse Transcription System (Promega Corporation, Madison, WI, 

EEUU).  Para este fin, se utilizaron 0,2 μg de RNA totales, junto a 0,5 μL de partidores al 

azar o “random” a una concentración de 500 μg/mL.  Esta mezcla se llevó́ a un volumen 

final de 5 μL con agua - DEPC a 65°C por 5 min y luego a 4°C por otros 5 min adicionales. 

Simultáneamente se preparó una mezcla de reacción que incluyó: 5,75 μL de agua - DEPC, 

4 μL de 5x RT Buffer Improm-II (tampón de reacción), 3 μL de MgCl2 25 mM, 0,75 μL de 

dNTP 10 mM, 0,5 μL de RNAsin y 1 μL de Improm-II RVT, completando así un volumen 



43 
 

final de 15 μL. Posteriormente, esta segunda mezcla se agregó a la inicial y se incubó por 5 

min a 25°C, luego 60 min a 42°C y por ultimo 15 min a 70°C. El cDNA obtenido se alicuotó 

y almacenó a -20°C hasta su uso en reacciones de PCR. 

 

Partidores para herp humano:  

CGTTGTTATGTACCTGCATC               Herp+3   

TCAGGAGGAGGACCATCATTT            Herp-4  

CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA     RPL +3 

TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA   RPL -4 

 

Partidores para herp raton: 

CAGTTGGAGTGTGAGT                   Herp+1 

CAACAGCAGCTTCCCAGAATA      Herp-1 

ATGACAAGAAAAAGCGGATG        RPL+1 

CTTTTCTGCCTGTTTCCGTA          RPL-2 

 

La reacción de PCR en tiempo real se realizó utilizando el Kit Roche480 Sybre Green 

– 12203848 (Basel, Suiza) y un termociclador Mx3000P, Stratagene (Santa Clara, CA, 

EEUU). Mientras que el análisis de datos se realizó utilizando el software MxPro.  Bajo las 

siguientes condiciones  se determinaron los transcritos de interés: H2O libre de nucleasas, 

tampón de PCR, MgCl2 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, Taq 2U (Kit Taq Polimerasa, Fermentas), 

partidor sentido 0,5 μM, partidor antisentido 0,5 M, SYBR Green 1/20.000 (Roche, Basel, 

Suiza), más 2 μL de templado (curva estándar o muestras).  El programa de amplificación 

para todos los transcritos, consistió en un ciclo de denaturación inicial a 95ºC por 2 min, 

seguido de 35 ciclos de amplificación que consistieron en: un período de denaturación a 

94ºC por 20 s, uno de apareamiento a 60ºC por 20 s y finalmente, uno de extensión a 72ºC 

por 20 s. La fluorescencia se adquirió al final de la fase de extensión (lectura a 84ºC por 7 s 

al final de cada ciclo).  Finalmente, se realizó una curva de denaturación desde 72ºC hasta 

95ºC, manteniendo una lectura continua de la fluorescencia. Finalmente, los resultados se 

expresaron como la razón del transcrito de interés/transcrito housekepping. Como 

housekepping se utilizó el mRNA de Ribosomal protein L13a (RPL). 

 

Para la cuantificación del producto de PCR se utilizó el “Mass action Kinetic model” 
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(MAK2), descrito por Boggy y Woolf, 2010, este método no requiere realización de curva 

estandart o un valor de referencia relativa para realizar la cuantificación. La ecuación que 

define el método de cuantificación es: 

  

 

 

 

 

 

En donde Fn, Fb, and Fmax son la fluorecencia en el ciclo n, la fluorecencia basal y el 

máximo de fluorecencia respectivamente; los parámetros q, r y s son ajustes de la curva 

(Boggy y Woolf, 2010). 

 

5.7. Preparación de extractos celulares totales 

 

 Las células se sembraron en placas de 35 mm a una densidad de 1,5 x 106 

células/placa. Una vez estimuladas, las células se lavaron tres veces con solución PBS fría 

y luego se lisaron con 80 L de tampón de lisis (Tris-HCl 10 mM pH 7,4; EDTA 5 mM; NaCl 

50 mM; tritón X-100 1% v/v; aprotinina 20 mg/mL; leupeptina 1 mg/mL; PMSF 1 mM y 

Na3VO4 1 mM).  El homogeinizado se centrifugó a 12.000 g durante 10 min a 4°C. El 

sobrenadante o extracto de proteínas se recuperó en un tubo nuevo, se determinó su 

concentración por el método de Bradford (BioRad protein assay, BioRad, Hercules, CA, 

EEUU) y se desnaturó en tampón SDS-PAGE 4x, para ser almacenado posteriormente a 

-20°C. 

 

5.8. Electroforesis en geles de poliacrilamida 

 

 La separación de las proteínas en base a su masa molecular se realizó mediante 

electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida.  En todos los casos se cargaron alrededor 

de 30 g de extracto protéico.  El gel concentrador se preparó al 5% y el separador al 10%, 

sin embargo, para la detección de IP3R se utilizó geles en gradiente de concentración. La 

electroforesis se realizó a un voltaje constante de 100 V en tampón de electroforesis. 
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5.9. Electrotransferencia de proteínas 

 

      Una vez realizada la electroforesis, las proteínas se electrotransfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa (BioRad, Hercules, CA) de 0,45 m a 0,45 A durante 90 min en 

tampón de transferencia. 

 

5.10. Western blot 

 

      Una vez transferidas, las membranas se trataron con tampón de bloqueo (TBS 1x; 

Tween-20 0,1%; leche descremada 5% p/v) durante 1 h a temperatura ambiente y 

posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios anti Herp, anti pan-IP3R, anti 

mtHsp-70, (dilución 1:5.000 para todos ellos) y anti tubulina, anti- GAPDH y anti-actina 

(dilución 1:10000 cada uno) en tampón de incubación (TBS 1x; Tween-20 0,1%; leche 

descremada 5% p/v) toda la noche a 4°C y con agitación suave. Posterior a la incubación 

con el anticuerpo primario, las membranas se lavaron durante 30 min en TBS 1x; Tween-20 

al 0,1%, y se incubaron nuevamente, durante 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo 

secundario; anti-IgG de ratón o conejo conjugado con peroxidasa, según corresponda, en 

un título de 1:5.000 en tampón de bloqueo TBS 1x; Tween-20 al 0,1%.  Para detectar las 

proteínas, las membranas, previamente lavadas, se incubaron durante 1 min en la solución 

quimioluminiscente ECL y se expusieron en una película de fotografía Kodak-Biomax. Las 

películas se digitalizaron y las imágenes se procesaron con la ayuda del programa 

computacional Image J.  Después de realizar los ensayos de Western blot, las membranas 

de nitrocelulosa se incubaron por 1 h en una solución de stripping.  

 

5.11. Citometria de flujo 

 

 Para estos experimentos se utilizaron placas de cultivo de 12 pocillos a una densidad 

de 3 x 105 células/pocillo. Se utilizó la sonda TMRM (excitación: 543 nm, emisión: sobre los 

560 nm) como marcador del potencial de membrana mitocondrial, mientras que el 

mitotracker green-FM (excitación: 488 nm, emisión: 515-530 nm) se utilizó como marcador 

de masa mitocondrial, la sonda 1, 2,3 DHR (excitación 500 nM, emisión 536 nm) se utilizó 

para determinar los niveles intracelular de H2O2. Las sondas se cargaron 30 min antes de la 

realización de las mediciones, a una concentración final de 200, 400 o 100 nM, 



46 
 

respectivamente. Una vez finalizados los estímulos correspondientes y la carga de la 

sonda, se removió el medio y las células se suspendieron utilizando 300 L de una solución 

de tripsina-EDTA 1x disuelta en PBS durante 5 min a 37ºC.  Una vez finalizados los 5 min 

de tripsinización, la reacción se detuvo utilizando FBS en una proporción 1:10. 

Posteriormente, las células ya cargadas se traspasaron a tubos BD para citometría. 

 

En el caso de la viabilidad celular se determinó mediante la incorporación de ioduro 

de propidio (PI; 1g/ml),  las células son estimuladas y posteriormente el medio se traspasa 

a tubos BD para citometría, las células en la placa se suspendieron utilizando 300 L de 

una solución de tripsina-EDTA 1x disuelta en PBS durante 5 min a 37ºC. Una vez 

finalizados los 5 min de tripsinización, la reacción se detuvo utilizando FBS en una 

proporción 1:10. Posteriormente, las células se traspasaron a  los tubos BD para citometría 

correspondientes y se centrifugaron a 5000 RPM por 5 min.  Se eliminó el sobrenadante y 

las células se resuspendieron en 500 L de medio DMEM 10% FBS que contiene a la 

sonda PI a una concentración de 1 g/ml. Para los estudios de ciclo celular (sub G1), luego 

de tripcinisar y centrifugar las células, estas se fijaron con Etanol 100%. Posteriormente se 

trataron con RNAasas, para finalmente adicionarle la sonda PI. 

 

En todos los casos la fluorescencia se analizó utilizando un citómetro de flujo FACS-

SCAN (Becton Dickinson, San Jose, CA, EEUU), cuantificando 5000 eventos en total.  La 

disminución en la intensidad de la fluorescencia fue proporcional a la caída del potencial 

mitocondrial en el caso de la TMRM, así como la fluorescencia de la sonda Mitotracker 

Green-FM fue proporcional a la masa mitocondrial. Se utilizó el desacoplante CCCP 50 M 

durante 30 min como control positivo. Finalmente, los resultados se expresaron como los 

promedios de mediciones normalizadas con respecto a las células control o sin tratamiento 

(Muñoz et al, 2010). 

 

5.12. Medición del Ca2+ intracelular 

 

 Para determinar los niveles de Ca2+ en las células  Hela Sh-Luc y Sh-Herp, éstas se 

sembraron en placas de 35 mm  sobre vidrios removibles de 25 mm a una densidad de 1,5 

x 106 células/placa. Se removió el medio y las células se trataron con las sondas Fluo-4 

para la determinación del Ca2+ intracelular y Rhod-FF para la determinación del Ca2+ 
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mitocondrial. 

 

 Las células se lavaron con el medio Krebs–Ringer modified buffer (KRB) (135 mM 

NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgSO4, 0.4 mM K2HPO4, 5.5 mM glucosa y 20 mM HEPES pH 7.4), 

suplementado con 1 mM CaCl2 en el caso de las mediciones en medio con Ca2+.  Las 

células sobre el vidrio se traspasaron a la cámara de perfusión con 500 L de medio KRB y 

observadas usando el microscopio Zeiss LSM 5 Pascal/Axiovert 200. 

 

5.13. Inmunofluorescencia indirecta 

 

   Se sembraron en placas de 12 pocillos a una densidad de 2,5 x 105 células/pocillo, 

sobre cubreobjetos de vidrio de 18 mm de diámetro. Luego del estímulo, las células se 

lavaron con PBS frío, se fijaron con paraformaldehído al 4% en PBS por 20 min, se 

permeabilizaron con Tritón X-100 al 0,1% en PBS por 10 min y se bloquearon con BSA al 

1% en PBS (filtrado) durante 1 h.  

 

En el caso de los ensayos de citocromo c, las células se incubaron con el anticuerpo 

en PBS-BSA 1% durante toda la noche a 4°C.  Finalmente, las células se montaron en los 

portaobjetos respectivos, utilizando DAKO como medio de montaje, el cual además retarda 

el decaimiento de la fluorescencia.  Una vez montadas, las inmunofluorecencias se 

observaron en un microscopio confocal Carl Zeiss Pascal 5 (Carl Zeiss Microsystems, 

Oberkoche, Alemania). El análisis de las imágenes se realizó utilizando el programa Image 

J (NIH, EEUU), tal como se describirá más adelante. 

 

5.14. Medición de los niveles intracelulares de ATP mediante luminometría 

 

     Para el caso de los ensayos que permiten estudiar los niveles relativos de ATP 

intracelular, se utilizaron placas de cultivo de 96 pocillos a una densidad de 2 x 104 

células/pocillo. Una vez finalizados los estímulos con insulina, se removió el medio de las 

placas y se agregaron 20 μL de medio Krebs con Ca2+ (145 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.0 mM 

EGTA, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES-Na, 5.6 mM glucosa, pH 7.4). A continuación, se 

adicionó el tampón de lisis del kit Cell Titer-Glo® (Promega Corporation, Madison, WI, 

EEUU) en una relación 1:1.  La placa se agitó durante 2 min con el fin de completar la 
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reacción. Posteriormente, las células se traspasaron a una placa opaca de 96 pocillos y se 

analizaron en un luminómetro TopCountNXT (Perkin-Elmer, Waltham, MA, EEUU), siendo 

la luminiscencia estable por un período de hasta 4 h. Finalmente, los resultados se 

expresaron como los promedios de medidas normalizadas a las células sin tratamiento o 

control (Villena et al, 2008; Marambio et al, 2010). 

 

5.15. Oxigrafía de Clark 

 

Para este tipo de ensayos se utilizaron placas de cultivo de 100 mm con una 

densidad celular de 1 x 107 células/placa.  Una vez finalizados los estímulos, se procedió a 

remover el medio y lavar las células tres veces con solución PBS. Posteriormente, las 

células se soltaron utilizando 1 mL de solución tripsina-EDTA 1x disuelta en PBS, durante 5 

min a 37ºC, esta reacción luego se detuvo con FBS en una proporción 1:10.  Una vez 

finalizada la tripsinización, las células se traspasaron a un tubo Eppendorf y se 

centrifugaron por 5 min a 1600 rpm.  Finalmente, se eliminó el sobrenadante y la pella se 

resuspendió en 200 µL de PBS, los cuales se traspasaron a una cámara (volumen final de 

600 µL) acoplada al sistema de electrodos. La velocidad del consumo de oxígeno se 

registró́ en un electrodo de Clark 5331 (Yellow Springs Instruments, Yellow Springs, OH, 

EEUU), acoplado a un sistema de registro digital, mediante la utilización del programa 

WinDaq Data Acquisition Software (Akron, OH, EEUU) a 25ºC. Los datos se guardaron en 

formato .csv y se analizaron utilizando el programa Origin Pro (OriginLab Corporation, 

Northampton, MA, EEUU).  Una vez que se extrajeron las pendientes de las curvas 

obtenidas para cada condición, los resultados se expresaron como promedios de las 

mediciones normalizadas con respecto a las proteínas totales de las muestras  (Araya-

Maturana y cols., 2002; Araya-Maturana y cols., 2006). 

 

Adicionalmente y como un control interno de todos los experimentos realizados, antes 

de que las células consumieran el 100% del oxígeno presente en la cámara, se evalúo la 

velocidad de respiración desacoplada (Uncoupled Respiration Ratio, UCR), la cual 

corresponde al inverso de la denominada tasa de control respiratorio y que da cuenta de la 

capacidad total de la cadena transportadora de electrones en relación a la respiración basal 

parcialmente acoplada.  Para ello, una vez que las células habían consumido 

aproximadamente el 75% del oxígeno de la cámara, se les agregó CCCP a una 
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concentración final de 200 nM (Brand y Nicholls, 2011). 

 

5.16. Análisis estadístico 

 

 El análisis estadístico se realizó con el programa  GraphPad InStat versión 3.05, 

GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com.  Se utilizó un análisis 

de la varianza de ANOVA de una o dos vía, según corresponda, seguido por el test de 

comparación múltiple Bonferroni.  Los resultados se muestran como promedio ± SEM, con 

un mínimo de 3-5 experimentos. Se aceptó como significativo un valor de p < 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.graphpad.com/
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6. RESULTADOS 

 

6.1. La proteína Herp aumenta su expresión en células Hela tratadas con H2O2 de 

forma dependiente del tiempo y concentración  

 

Utilizando H2O2 como agente productor de ROS, se midieron los niveles de la 

proteína Herp en células Hela tratadas con diferentes concentraciones de H2O2 y a 

diferentes tiempos. Se fijó una concentración inicial de 500 M de H2O2 dado que es una 

concentración lo suficiententemente alta como para producir estrés en las células Hela pero 

no es una concentración letal a los tiempos de trabajo. Inicialmente se  trataron células 

Hela con 500 M de H2O2 entre 0 a 12 h, en donde se observó un rápido aumento en la 

masa total de la proteína a los 30 min post-estímulo (Figura 3), seguido de una disminución 

a la hora post-estímulo y un nuevo aumento en la expresión de la proteína a partir de las 3 

h que se mantuvo hasta las 12 h (Figura 3). Para definir qué tan rápido era el aumento 

inicial de la masa de Herp en respuesta al H2O2, se realizaron estímulos entre 0 y 60 min 

(Figura 4), observándose un aumento en la cantidad de la proteína Herp desde los 15 min 

post-estimulo con un máximo de expresión a los 30 min como se observó anteriormente 

este aumento en la proteína disminuye a la hora post estimulo (Figura 4). El aumento en la 

masa de Herp a los 30 min se observó tanto en células Hela como en células MEF a 

distintas concentraciones (0, 50 y 500 M) (Figura 5). Para comprender mejor los 

mecanismos por los cuales Herp aumenta en respuesta al H2O2, se realizó un qPCR de 

muestras de cDNA obtenidas de células Hela tratadas con diferentes concentraciones de 

H2O2. Como se puede observar en la Figura 6 existe un aumento significativo en el mRNA 

de Herp desde las 3 h post-estimulo, manteniéndose este aumento hasta las 12 h, lo que 

sugiere que el aumento en la masa de Herp observado desde las 3 h post estimulo es a 

través de un aumento en los niveles del mRNA de Herp.  Finalmente, como control positivo, 

se realizó un qPCR en muestras de células Hela estimuladas con 500 M de H2O2 por 3 h 

preincubadas con catalasa, en estas condiciones no se observa aumentos en la expresión 

de Herp, demostrando así que los aumentos observados son realmente producto del 

tratamiento con H2O2 (Figura 6). En la figura S7 se muestra el control de la catalasa 

utilizada para demostrar que está realmente disminuye los niveles de H2O2, a las 

concentraciones de trabajo. 
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Figura 3.  Aumento de los niveles totales de Herp inducido por el tratamiento con 

H2O2 en células Hela. Células Hela se trataron con H2O2 500 M a los tiempos indicados y 

luego se prepararon extractos de proteínas totales. Los niveles de Herp y GAPDH se 
determinaron por Western blot, previa resolución mediante electroforesis SDS-PAGE en 
geles al 10%. El gráfico representa la cuantificación densitométrica utilizando el programa 
Imaje J. Los resultados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, 
*p<0,05; **p<0,005; ***p<0,001 respecto al control.  
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Figura 4.  Rápido aumento de los niveles totales de Herp inducido en células Hela 

tratadas con H2O2. Células Hela se trataron con H2O2 500 M a los tiempos indicados y 

luego se prepararon extractos de proteínas totales. Los niveles de Herp y GAPDH se 
determinaron por Western blot, previa resolución mediante electroforesis SDS-PAGE en 
geles al 10%. El grafico representa la cuantificación densitométrica utilizando el programa 
Imaje J. Los resultados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, 
*p<0,05 respecto al control. 
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Figura 5. Aumento de los niveles totales de Herp inducido por el tratamiento con 
H2O2 en células Hela y MEF. Células Hela o MEF se trataron con H2O2 por 30 min a las 

concentraciones indicadas y luego se prepararon extractos de proteínas totales. Los niveles 
de Herp y GAPDH se determinaron por Western blot, previa resolución mediante 
electroforesis SDS-PAGE en geles al 10%. Los resultados corresponden al promedio de 3 
experimentos independientes, *p<0,05 respecto al control (C). 
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Figura 6. Aumento de los niveles de mRNA de Herp en células Hela tratadas  con 

H2O2. Panel A: células Hela se trataron con 500 M de H2O2 a los tiempos indicados y 

fueron posteriormente lisadas para  la extracción del mRNA que se utilizó como molde en la 
producción de cDNA. El grafico representa las unidades relativas de mRNA de Herp/RPL.  
Panel B: células Hela se preincubaron por 3 h con 2500 UI catalasa (Cat) y posteriormente  
tratadas con H2O2 500 M por 3 h. El grafico representa las unidades relativas de mRNA de 

Herp/RPL. Los resultados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, 
*p<0,05 respecto al control (C) o al tiempo 0. 
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6.2. Herp aumenta su expresión en respuesta al estrés oxidativo a tiempos cortos 

por un mecanismo dependiente de la traducción. 

 

 Dado que no se observaron cambios en los niveles de mRNA de Herp antes de las 

3 h post-estimulo con H2O2, los datos sugieren que el aumento de la proteína durante la 

primera hora post-estimulo podría explicarse por una regulación a nivel traduccional. Para 

corroborar esta hipótesis, se utilizó actinomicina D, un inhibidor de transcripción, y 

cicloheximida, un inhibidor de la traducción, para definir a qué nivel se está desarrollando la 

regulación positiva de Herp en respuesta al H2O2. Como se observa en la Figura 7, el 

tratamiento con cicloheximida inhibió completamente el aumento de Herp frente al 

tratamiento con H2O2, no así el tratamiento con actinomicina D, que solo lo hizo de forma 

parcial.  Estos datos indican que el aumento rápido en la proteína Herp en la primera media 

hora post-estimulo se debe a un aumento en la traducción del mRNA de Herp preformados 

en la célula. 

 

El eIF4E es un factor iniciador de la traducción que se ha visto envuelto en la 

respuesta rápida de la célula frente al estrés oxidativo, este factor aumenta la traducción de 

ciertas proteínas que cumplen funciones importantes en la respuesta redox. Al utilizar 

4EGI-1, un inhibidor de la unión de eIF4E a eIF4G, interacción importante para realizar sus 

funciones en la traducción, se investigó la participación de este factor en la respuesta de 

Herp frente al estrés oxidativo. Para este fin, las células Hela se preincubaron con el 

inhibidor 4EGI-1 por 30 min antes de ser  tratadas con 500 M de H2O2  por 30 min. La 

Figura 8 muestra que el inhibidor 4EGI-1 previno el aumento de los niveles de Herp 

inducido por H2O2. Este resultado demuestra la participación de este factor en la respuesta 

de Herp frente al estrés oxidativo y reafirma lo observado con cicloheximida. En conjunto 

estos resultados muestran que el aumento en los niveles totales de la proteína Herp en 

respuesta al H2O2 tiene dos componentes, una respuesta inicial rápida principalmente 

dependiente de la traducción y  otra más lenta dependiente de la transcripción. 
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Figura 7. El aumento de los niveles totales de Herp inducido por H2O2 es prevenido 
por CHX.  Las células Hela se preincubaron con o sin actinomicina D (ActD) o 

cicloheximida (CHX) y posteriormente  tratadas con 500 M de H2O2 por 30 min. Los niveles 

de Herp y GAPDH se determinaron por Western blot, previa resolución mediante 
electroforesis SDS-PAGE en geles al 10%. Se muestra un resultado representativo de 3 
experimentos independientes. 
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Figura 8. El aumento de los niveles totales de Herp inducido por el tratamiento con 
H2O2 es prevenido por 4EGI-1.  Las células Hela se preincubaron con o sin 4EGI-1 (60 

M) y  fueron posteriormente  tratadas con 500 M de H2O2 por 30 min. Los niveles de Herp 

y actina se determinaron por Western blot, previa resolución mediante electroforesis SDS-
PAGE en geles al 10%. Los resultados corresponden al promedio de 3 experimentos 
independientes, *p<0,05 respecto al control (C). 
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6.3. Angiotensina II aumenta expresión de Herp por mecanismo dependiente de la 

generación  intracelular de ROS. 

 

Hasta el momento nuestros estudios han mostrado que Herp aumenta su expresión 

en respuesta a la adición exógena de H2O2, que esta respuesta es rápida y depende tanto 

de los procesos de transcripción como de traducción. La pregunta que nació frente a estas 

evidencias fue si Herp responde de la misma forma a la producción endógena de H2O2.  

Para responder esta interrogante, utilizamos angiotensina II (Ang II), un conocido inductor 

fisiológico de H2O2  en la célula, Ang II actúa vía activación de las NOX (Seshiah et al, 

2002). Específicamente en las células Hela se ha descrito que Ang II activa a NOX1, 

generando H2O2 en forma endógena y activando vías de señalización dependientes de 

ROS al interior de la célula (Seshiah et al, 2002). La  concentración normalmente usada de 

Ang II en la literatura es 100 nM (Seshiah et al, 2002), la cual es suficiente para producir 

H2O2 endógenamente en las células Hela y producir sus efectos conocidos.  

 

Para evaluar la producción intracelular de H2O2 por Ang II en las células Hela, se 

utilizó la sonda Hyper que permite medir la producción de H2O2 en la célula. La Figura 9 

muestra que un pulso de Ang II generó H2O2 al interior de la célula de forma bastante 

rápida, ya desde los 3 min post-estimulo se observó la formación de vesículas en torno a la 

célula, señal inespecífica de la formación de peróxido en la célula. Inicialmente se trataron 

las células Hela con Ang II entre 0 a 6 h (Figura 10), observándose un aumento en la masa 

total de la proteína muy rápido a los 30 min post estímulo que se mantuvo hasta las 6 h y 

registrándose un máximo de expresión de la proteína a las 3 h (Figura 10).  A diferencia del 

tratamiento con H2O2 no se observó una disminución de la respuesta a la hora post-

estimulo, probablemente dado a las diferencias en las concentraciones de H2O2 alcanzadas 

con el tratamiento con Ang II. 

 

La Figura 11 muestra que el tratamiento de células Hela con Ang II aumentó los 

niveles del mRNA de Herp desde las 3 h post-estimulo, lo que sugiere que los aumentos 

vistos en la cantidad de la proteína desde las 3 h post-estimulo podría estar relacionado 

con aumentos en la transcripción. Para corroborar que el aumento inducido por Ang II a las 

3 h era por la producción endógena de H2O2, las células Hela se preincubaron con 1500 UI 

de catalasa y los niveles de mRNA de Herp se determinaron por qPCR. Como se observa 
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en la Figura 11b, en las células Hela preincubadas con catalasa no se observó el aumento 

de los niveles de mRNA de Herp por Ang II, lo que corrobora que este aumento depende de 

la generación de H2O2 al interior de la célula. 

 

6.4.  Herp aumenta su expresión en animales tratados con angiotensina II 

 

Para definir si la respuesta de Herp frente al estrés oxidativo puede darse de forma 

fisiológica en organismos vivos se estudió la respuesta de la proteína en ratones tratados 

con Ang II por 2 semanas y se compararon con ratones no tratados y ratones tratados con 

Ang II que sobreexpresan catalasa, de esta manera pesquisar si la respuesta observada 

dependía de la producción intracelular de H2O2,  Luego se extrajo el mRNA de células 

musculares lisas de aorta de ratones tratados con o sin Ang II y se determinaron los niveles 

de mRNA de Herp por qPCR. La Figura 12 muestran que los niveles de Herp aumentan de 

manera significativa en los ratones tratados con Ang II en comparación a los ratones no 

tratados. Estos resultados muestran que la respuesta observada en las células Hela es 

extrapolable a un modelo in vivo. Los ratones que sobreexpresan catalasa y  tratados con 

Ang II presentan un menor aumento en la expresión de Herp que no es diferente de los 

animales que sobreexpresan catalasa y no fueron tratados con Ang II. Estos resultados 

sugieren que Herp aumenta su expresión en respuesta a la producción de H2O2 intracelular 

en modelos in vivo. 
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Figura 9. Ang II aumenta los niveles de peróxido intracelular en células Hela.  Células 

Hela se transfectaron con un plásmido que expresa la sonda de peróxido HYPER, las 
células se colocaron en un microscopio y se les agregó un pulso de Ang II 100 nM (línea 
roja) o H2O2 500 M (línea negra),  como control se midió la actividad basal de la sonda sin 

agregar nada (línea gris).  El gráfico representa 10 min de registro de la fluorescencia de la 
sonda del promedio de 3 repeticiones. 
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Figura 10. Aumento de los niveles totales de Herp inducido por Ang II en células Hela. 

Células Hela se trataron con Ang II 100 nM  a los tiempos indicados y luego se prepararon 
extractos de proteínas totales. Los niveles de Herp y actina se determinaron por Western 
blot, previa resolución mediante electroforesis SDS-PAGE en geles al 10%. El grafico 
representa la cuantificación densitométrica utilizando el programa Image J. Los resultados 
corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, *p<0,05; **p<0,005; respecto 
al tiempo 0. 

 

 

 



62 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Ang II aumenta los niveles de mRNA de Herp en células Hela tratadas con 
Ang II. A- Células Hela se trataron con 100 nM de Ang II  a los tiempos indicados y fueron 

posteriormente lisadas para  la extracción del mRNA que fue utilizado como molde en la 
producción del cDNA. B- Células Hela se preincubaron por 3 h con 2500 UI de catalasa 
(Cat) y posteriormente  tratadas con 100 nM de Ang II por 3 h. Los niveles de mARNs de 
Herp y RPL se determinaron por qPCR, utilizando primer específicos para cada producto. El 
grafico representa las unidades relativas de mRNA de Herp/RPL. Los resultados 
corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, *p<0,05 respecto al control 
(c) o tiempo 0. 
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Figura 12. Efecto de Ang II en los niveles del mRNA de Herp en células musculares 
lisas de aorta de ratones silvestres (wild type) y que sobrexpresan catalasa. Ratones 

“Wild type” (Wt, barras blancas) o que sobreexpresan catalasa (+/+, barras negras) se 
trataron por 3 semanas con angiotensina II (Ang II). Posteriormente fueron sacrificados y se 
les extrajeron las células de músculo liso de aorta para obtener su mRNA. Los niveles de 
mRNA de Herp y RPL se determinaron por qPCR, utilizando primers específicos para cada 
producto. El gráfico representa las unidades relativas de mRNA de Herp/RPL. Los 
resultados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, *p<0,05 respecto 
al control; NS, no significativo. 
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6.5. El silenciamiento de Herp altera la cinética del Ca2+ intracelular generada por 

H2O2 en células Hela. 

 

 Para establecer el papel de Herp en respuesta al H2O2 se investigó la participación de 

Herp en la cinética de Ca2+ producida por H2O2 dado que se conoce que el estrés oxidativo 

produce aumentos en los niveles de Ca2+ intracelular y mitocondrial (Wang et al, 1999).  

Por otro lado, como se mencionó previamente la proteína Herp juega un papel importante 

en la regulación de la homeostasis de Ca2+ intracelular.  Para estos estudios se utilizó 

Fluo-4AM, una sonda fluorescente sensible al Ca2+ que tiene una destinación 

preferentemente en el citosol y en la matriz nuclear.  La Figura 13 muestra la cinética de 

Ca2+ producida por la adición de 500 M de H2O2, observándose que el movimiento de Ca2+ 

producido en las células KD para Herp es diferente al de las células controles.  Las células 

Sh-Luc presentan una cinética generada por H2O2 en las células Hela caracterizada por 

presentar un “peak” único, con un máximo a los 30 seg. Después de la adición del estímulo 

que regresa al estado basal alrededor de los 200 seg post-estimulo. La cinética de Ca2+ 

intracelular de las células Sh-Herp se diferencia de las células Sh-Luc principalmente por 

presentar un transitorio de Ca2+ más lento, que llega al máximo del “peak” 200 seg después 

de la adición de H2O2 y que se prolonga más en el tiempo, sugiriendo que podría liberar 

más Ca2+ y por mayor tiempo.  

 

 Para corroborar estos datos y saber si las Sh-Herp presentan mayores aumentos en 

los niveles de Ca2+ en respuesta a H2O2 que las células control, se utilizó la sonda Fura-2 

que es radiométrica. Los gráficos obtenidos son similares a los observados con fluo-4. Las 

células Sh-Luc y Sh-Herp no presentan diferencias en las cantidades basales de Ca2+ 

intracelular lo que sugiere que las células Sh-Herp  frente a un estímulo de H2O2 presentan 

un mayor aumento de calcio intracelular y que se sostiene por más tiempo que las células 

control Sh-Luc (Figura S8). Estos datos concuerdan con los descritos anteriormente en la 

literatura donde se muestra que Herp regula la homeostasis de Ca2+ intracelular (Chan et 

al, 2004). Estos resultados sirven como un importante antecedente que vincula a Herp 

como un regulador general de las cinéticas de Ca2+ intracelular tanto basalmente (Chan et 

al, 2004; Belal et al, 2012) como en respuesta a diferentes tipos de estrés como el estrés 

de retículo (Kokame et al, 2000) y el estrés oxidativo.  

 

A 

C 
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 La literatura actual apunta a que Herp estaría regulando los niveles intracelulares de 

Ca2+ por un mecanismo dependiente del IP3R, por lo que para estudiar su participación en 

el proceso se utilizó el antagonista especifico del IP3R xestospongina B (XeB). La 

Figura 13B muestra el efecto de la XeB en la cinética de Ca2+ producida por H2O2 en las 

células Hela Sh-Herp, observándose una disminución de la amplitud de la señal que no 

desaparece completamente, presumiblemente por la participación de otros canales de Ca2+ 

en la respuesta de estas células. Por otro lado, XeB disminuyó casi en su totalidad el 

transitorio de Ca2+ intracelular en las células Sh-Luc.  Estos resultados muestran la 

participación del IP3R en las cinéticas de Ca2+ producidas por H2O2 y que Herp podría estar 

involucrado en su regulación. Para definir mejor la cinética observada se comparó con 

aquella producida por H2O2 en un medio de cultivo con y sin Ca2+ y así estudiar la 

participación del influjo del Ca2+ externo en las cinéticas.  La Figura 14 muestra que al 

utilizar el medio sin Ca2+ externo afecta la señal de Ca2 y que ambos picos fueron de 

amplitud similar a las células Sh-Herp con Ca2+ externo pero más definido, que perduró por 

menos tiempo. Comparado con lo observado con las células Sh-Luc, los picos son similares 

pero en las células Sh-Herp se prolongó por mayor tiempo. Por otro lado al utilizar un medio 

sin Ca2+ externo no afectó la cinética de las células controles, mostrando que la cinética de 

Ca2+ producida por H2O2 en las células controles sólo depende de los reservorios internos 

de Ca2+.  Al parecer la cinética de Ca2+ producida en las células Sh-Herp tiene una doble 

componente, una interna dependiente el IP3R y otra dependiente del influjo extracelular de 

Ca2+. Finalmente para evaluar esta posibilidad se estudió la cinética de Ca2+ en respuesta al 

H2O2 de las células Sh-Herp en un medio sin Ca2+ preincubadas con XeB. En estas 

condiciones, la señal de Ca2+ desapareció completamente, comprobando que Herp 

participa en la regulación del IP3R y además al parecer también regula los influjos de Ca2+ 

desde el exterior (Figura 14). 

 

6.6. El silenciamiento de Herp altera la cinética del Ca2+ mitocondrial  generada por 

H2O2 en células HeLa 

 

 Dado que el IP3R participa en el traspaso de Ca2+ entre el retículo endoplásmico y la 

mitocondria, se estudió el papel de Herp en el influjo de Ca2+ mitocondrial en respuesta al 

H2O2.  Para este objetivo se utilizaron células Hela Sh-Herp y controles preincubadas con 

Rhod-FF, una sonda de Ca2+ que preferentemente tiene una localización mitocondrial.  La 

A 

C 
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Figura 15 muestra las cinéticas de Ca2+ mitocondrial producida por 500 M de H2O2.  Tanto 

en las células Sh-Luc y Sh-Herp se observó una entrada constante de Ca2+ a la mitocondria 

en respuesta a H2O2.  Este influjo de  Ca2+ es más rápido en las células KD para Herp que 

en las células controles, asumiendo niveles basales de calcio similares en las células 

Sh-Luc y Sh-Herp. Esto sugiere  que Herp participaría en la regulación del influjo de Ca2+ 

mitocondrial.  Ambas señales tanto en las células Sh-Herp como la de las células controles 

disminuyen casi totalmente al utilizar XeB (Figura 15 B), corroborando la importancia del 

IP3R en los movimientos de Ca2+ desde el RE a la mitocondria y que la desregulación del 

IP3R podría explicar las diferencias en el influjo de Ca2+ mitocondrial observadas en las 

células Hela Sh-Herp respecto a las células controles.  Para corroborar la participación de 

la vía IP3/receptor de IP3R en las cinéticas de Ca2+ estudiadas, se utilizó histamina como 

un estímulo conocido que produce movimientos de Ca2+ desde el RE a la mitocondria vía 

IP3R (Decuypere et al, 2011).  Al tratar las células con un pulso de 100 M de histamina se 

observó que las células Sh-Herp presentan una cinética de mayor amplitud y duración que 

las células control. La señal de Ca2+ producida se mantiene en el tiempo sin volver al basal 

de forma inmediata como en las células controles.  Ambas señales tanto en las células 

Sh-Herp como controles son abolidas al utilizar XeB (Figura 16).  Estos resultados 

corroboran finalmente que Herp regula al IP3R y que esta regulación es importante para 

regular la entrada de Ca2+ desde el retículo endoplásmica a la mitocondria. 

 

6.7.  Las células Sh-Herp tienen más IP3R que las células control.  

 

En el estudio de Belal et al, 2012 estipularon que Herp regularía el Ca2+  intracelular 

mediando la degradación del  IP3R, por lo cual se estudió si en nuestro modelo de células 

Hela Sh-Herp se presentaban cambios en los niveles del IP3R. Como se observa en la 

Figura 17, las células Sh-Herp presentaron un aumento significativo en la cantidad de IP3R 

determinado por Western blot en comparación a las células Sh-Luc. Estos resultados 

mostrarían que las células Sh-Herp presentan basalmente mayor cantidad de IP3R y que 

posiblemente a través de este mecanismo Herp regularía el Ca2+ intracelular.  En la 

Figura 18 se muestran células Hela Sh-Luc y Sh-Herp que son tratadas por 4 h con el 

inhibidor de la actividad proteosomal MG132 (100 M).  Los resultados mostraron que Herp 

aumentó sus niveles en respuesta a MG132 como describieron Belal et al. (2012) dado que 

este compuesto genera estrés de retículo y Herp es una marcador temprano de este 
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proceso. Además Herp es una proteína que se degrada vía proteosoma.  También se 

observó que el tratamiento con MG132 aumentó los niveles de IP3R dado que esta 

proteína se degrada por la vía proteosomal.  Tanto en las células Sh-Luc como Sh-Herp se 

llegan a los mismos niveles de IP3R luego del tratamiento, lo que indicaría que Herp 

participaría en su degradación por vía proteosomal, lo cual concuerda con lo publicado por 

Belal et al. (2012). 
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Figura 13.  Células Sh-Herp presentan una cinética de Ca2+ diferencial en respuesta al 
H2O2,  la cual depende parcialmente del IP3R.   Panel A: células Hela Sh-Luc (línea gris) y 
Sh-Herp (línea negra) se pre-trataron con la sonda Fluo-4. Posteriormente ellas se 
observaron bajo el microscopio confocal y se registró la fluorescencia basal (línea base de 
60 s) y sus cambios en el tiempo  (por 540 s) al adicionar un pulso de 500 M de H2O2. 

Panel B: células Hela Sh-Luc y Sh-Herp se incubaron con la sonda Fluo-4, luego con o sin 
XeB (100 M) y posteriormente se observaron al microscopio, registrando una línea base 

de 60 s. y luego la cinética de Ca2+ producida por un pulso de 500 M de H2O2 por 540 s. 

Los resultados se representan como fluorescencia relativa (F/Fº) y corresponden a al 
promedio de 3 experimentos independientes. 
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Figura 14.  Cinética de Ca2+ en células Sh-Herp expuestas a H2O2 presentan dos 
componentes: Ca2+ liberado a través del IP3R y  Ca2+ externo.  Panel A: células Hela 

Sh-Luc y Sh-Herp fueron incubadas con la sonda Fluo-4, en un medio con Ca2+ (líneas gris 
y negra) o sin Ca2+ (líneas roja y verde) y posteriormente observadas al microscopio.  Se 
registró la línea base de 60 s y luego se registró la cinética de Ca2+ producida por un pulso 
de 500 M de H2O2 por 540 s. Panel B: células Hela Sh-Herp fueron incubadas con la 

sonda Fluo-4 en un medio con Ca2+ (línea negra) o sin Ca2+ (línea roja) o sin Ca2+ y 
preincubadas con XeB 100 M (línea verde) y posteriormente observadas al microscopio.  

Se registró una línea base de 60 s. y luego se registró la cinética de Ca2+ producida por 
H2O2 por 540 s Los resultados se representan como fluorescencia relativa (F/Fº) y 
corresponden a al promedio de 3 experimentos independientes. 
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Figura 15. Células Sh-Herp presentan un mayor influjo de Ca2+ mitocondrial respuesta 
a H2O2 dependientes del IP3R.  Panel A: células Hela Sh-Luc (línea gris) y Sh-Herp (línea 

negra) se incubaron con la sonda Rhod-FF y posteriormente observadas al microscopio.  
Se registró una línea base de 60 s y luego se registró el influjo de Ca2+ mitocondrial 
producido por un pulso de  500 M de H2O2 por 540 s.  Panel B: células Hela Sh-Luc y 

Sh-Herp se incubaron con la sonda Fluo-4, preincubadas con XeB 100 M y posteriormente 

observadas al microscopio.  Se registró una línea base de 60 s y luego se registró el influjo 
de Ca2+ mitocondrial producido por un pulso de 500 M de H2O2 por 540 s Los resultados 

se representan como fluorescencia relativa (F/Fº) y corresponden a al promedio de 3 
experimentos independientes. 
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Figura 16. Las células Sh-Herp presentan un mayor influjo de Ca2+ mitocondrial en 
respuesta a un pulso de histamina dependiente del IP3R.  Células Hela Sh-Luc y 

Sh-Herp se preincubarons con la sonda Rhod-FF y luego incubadas con XeB (100 M) y 

posteriormente observadas al microscopio.  Luego se registró la línea base de 60 s y se 
registraron el influjo de Ca2+ mitocondrial producido por un pulso de 100 M de histamina 

por 540 s. Los resultados se representan como fluorescencia relativa (F/Fº) y corresponden 
al promedio de 3 experimentos independientes. 
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Figura 17.  Células Hela Sh-Herp tienen más IP3R en comparación a las células 
controles.  Panel A: células Hela Sh-Luc y Sh-Herp son cultivadas por 48 h, sin tratamiento 

y luego se prepararon extractos de proteínas totales. Los niveles de Herp, IP3R y beta-
tubulina se determinaron por Western blot, previa resolución mediante electroforesis SDS-
PAGE en geles en gradiente. Panel B: el gráfico representa la cuantificación densitométrica 
de la cantidad de IP3R/beta-tubulina.  Panel C: gráfico representa la cuantificación 
densitométrica de la cantidad de Herp/beta-tubulina. Los resultados corresponden al 
promedio de 3 experimentos independientes, *p<0,05 y **p<0,005 respecto al control. 
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Figura 18.  La mayor cantidad de IP3R en las células Hela Sh-Herp se debe a una 
menor degradación del receptor por la vía proteosomal. Las células Hela Sh-Luc y Sh-

Herp son tratadas con MG132 (100 M) por 4 h y luego se prepararon extractos de 

proteínas totales. A. Los niveles de Herp, IP3R y beta-tubulina se determinaron por 
Western blot previa resolución mediante electroforesis SDS-PAGE en geles en gradiente. 
B. El gráfico representa la cuantificación densitométrica de los niveles de IP3R/-Tubulina. 

C. El gráfico representa la cuantificación densitométrica de  los niveles de Herp/-Tubulina.  

Los resultados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, *p<0,05 
respecto al control y #p<0,05 con respecto a Sh-Luc con Mg132. 
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6.8.  Papel citoprotector de Herp frente al tratamiento con H2O2. 

 

 Dado que tanto el aumento en la produción de ROS como la desregulación del Ca2+  

intracelular son señales que alteran la sobrevida celular y que Herp se ha involucrado en la 

respuesta al estrés oxidativo y regulación del Ca2+ intracelular (Chan et al, 2004; Belal et al, 

2012) se estudió el rol citoprotector de Herp frente al daño celular producido por el H2O2.  

Para establecer si Herp tenía algún efecto citoprotector al H2O2 se utilizaron células Hela 

knock down para Herp  (Sh-Herp) y células control (Sh-Luc). La Figura 19 muestra el curso 

temporal (entre 0 y 24 h) del efecto de la exposición de células Sh-Herp y Sh-Luc a  500 M 

de H2O2 en la viabilidad celular. Se observó que a partir de las 3 h post-tratamiento hubo 

más muerte en las células KD para Herp que en los controles, manteniéndose estas 

diferencias hasta las 12 h post-tratamiento (Figura 19 A, Figura S2). También se realizó una 

curva de concentración de H2O2 por 3 h de tratamiento, en donde se observar a diferencias 

en la muerte de las células Sh-Herp vs las Sh-Luc desde concentraciones de 250 M hasta 

2 mM de H2O2.  Estos datos indican que Herp ejerce un efecto citoprotector frente al estrés 

oxidativo producido por el tratamiento con H2O2. (Figura 20). 

 

 Resultados similares se observaron al tratar las células Sh-Herp y Sh-Luc con 100 y 

200 nM de Ang II por 24 h. Como se muestra en la Figura S9 células Sh-Herp son más 

sensibles a la muerte causada por Ang II a 100 y 200 nM por 24 h que las células control, lo 

que sugiere que la respuesta de Herp frente a un aumento de ROS intracelular ya sea por 

adición de H2O2 de forma exógena o por producción endógena de  H2O2 es importante para 

la sobrevida celular. 

 

 Para corroborar la importancia de Herp en la citoproteccion, células Sh-Herp se 

transfectaron en forma transitoria con un plásmido que sobreexpresa Herp. De esta manera 

como se muestra en la Figura 21, las células Sh-Herp transfectadas recuperan los niveles 

basales de Herp.  Estas células se trataron con 500 M de H2O2 por 3 h, presentando 

menos muerte que en las células Sh-Herp transfectadas con un plásmido control (pGl3-

vacio) (Figura 21).  Esto ratifica la importancia de la proteína Herp en la respuesta frente al 

H2O2  y su rol en la citoprotección celular. 
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Figura 19. Células Hela Knock down para Herp (Sh-Herp) son más sensibles a la 
muerte producida por H2O2. Panel A- Células Hela Sh-Herp (línea negra) o Sh-Luc (línea 

gris) fueron tratadas con 500 M de H2O2 por los tiempos indicados. Para determinar el % 

de células muertas se utilizó el ensayo de incorporación de PI por citometría de flujo. Los 
resultados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, *p<0,05 respecto 
al control. B- Gráficos densitómetricos representativos de A, se escogieron 0 y 3 h de 
tratamiento con 500 M de H2O2 tanto de las células Hela Sh-Luc y Sh-Herp.  
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Figura 20. Células Hela Knock down para Herp (Sh-Herp) son más sensibles a la 
muerte producida por diferentes concentraciones de H2O2. Células Hela Sh-Herp 

(barras negras) o Sh-Luc (barras blancas) se trataron con H2O2 por 3 h con las 
concentraciones indicadas. Para determinar el % de células muertas se utilizó el ensayo de 
incorporación de PI por citometría de flujo. Los resultados corresponden al promedio de 3 
experimentos independientes, *p<0,05 respecto al control; #p<0,05; ##p<0,005; ###p<0,001 
con respecto a la misma condición.   
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Figura 21. Células Hela Sh-Herp son menos sensibles al tratamiento con H2O2 cuando 
recuperan los niveles normales de Herp. A; células Hela Sh-Herp (barra negra) o 

Sh-Herp transfectadas con un plásmido que expresa la proteína Herp (Sh-Herp/Herp; barra 
gris) se trataron por 3 h con 500 M de H2O2. Para determinar el % de células muertas se 

utilizó el ensayo de incorporación de PI por citometría de flujo. B: células Hela Sh-Herp se 
transfectaron con un plásmido de expresión para la proteína Herp (Sh-Herp/Herp). Los 
niveles de Herp y GAPDH se determinaron por Western blot, previa resolución mediante 
electroforesis SDS-PAGE en geles al 10%.  C: El gráfico representa la cuantificación 
densitométrica de los niveles de Herp/GAPDH. Los resultados corresponden al promedio 
de 3 experimentos independientes, *p<0,05 respecto al control; #p<0,05 con respecto a la 
misma condición. 
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Para dilucidar el mecanismo por el cual las células Sh-Herp son más sensibles a la 

muerte frente al tratamiento con H2O2, se utilizaron una serie de inhibidores de vías de 

señalización que participan en la muerte mediada por ROS. Se utilizó ZVAD, un inhibidor 

de caspasas, E64D, un inhibidor de calpainas; y leupeptina, un inhibidor de proteasas,  

todos ellos previnieron la muerte producida por H2O2 en las células Sh-Herp (Figura 22). 

Estos datos sugieren que las células Sh-Herp tratadas con H2O2 mueren más vía apoptosis. 

Para corroborar este tipo de muerte se realizaron dos ensayos para determinar apoptosis y 

necrosis. Para evaluar la apoptosis se determinó el % de células en sub G por citometría de 

flujo. La Figura 23 muestra que las células Sh-Herp al ser tratadas con 500 M H2O2 por 3 h 

presentan un mayor % de células con subG1 que las células Sh-Luc frente al mismo 

tratamiento, lo que sugiere que estas células están experimentando apoptosis. Para 

descartar necrosis se midió la cantidad de LDH liberada. A las 3 h de estímulo con 500 M 

de H2O2 no observan diferencias significativas en los niveles de LDH producidos por las 

células Sh-Luc y Sh-Herp. Con 1 mM de H2O2, se observa un aumento en los niveles de 

LDH pero no existen diferencias entre las células Sh-Luc y Sh-Herp  (Figura 24). En 

resumen, estos resultados muestran que las células Sh-Herp son más sensibles a la 

muerte producida por el H2O2 vía apoptosis. 
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Figura 22. Células Hela Knock down para Herp (Sh-Herp) son más sensibles al H2O2 

por una vía dependiente de la activación de caspasas y calpaina. Células Hela Sh-Herp 

(barras negras) o Sh-Luc (barras blancas) se preincubaron con distintos inhibidores Zvad 
(20 M), E64D (10 M) o Leupeptina (Leu, 5 g/ml) y posteriormente tratadas por 3 h con 

500 M H2O2. Para determinar el % de células muertas se utilizó el ensayo de 

incorporación de PI por citometría de flujo. Los resultados corresponden a 5 repeticiones 
independientes, &p<0,05 con respecto a Sh-Herp; ***p<0,001 respecto a Sh-Luc H2O2; 
#p<0,05 con respecto a Sh-Herp H2O2. 
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Figura 23. Células Herp (Sh-Herp) son más sensibles a la muerte por apoptosis 
producida por H2O2. Células Hela Sh-Herp (barras negras) o Sh-Luc (barras bancas) se 

trataron con 500 M de H2O2 por 3 h.  Para determinar el % de células muertas por 

apoptosis se determinó la fracción subG1 por citometría de flujo. Los resultados 
corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, **p<0,005 respecto a 
Sh-Herp control; ##p<0,005 respecto a Sh-Luc 500 M H2O2 
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Figura 24. Células Herp (Sh-Herp) no mueren por necrosis en forma diferencial a las 
células Sh-Luc. Células Hela Sh-Herp (barras negras) o Sh-Luc (barras blancas) se 
trataron con 500 M de H2O2 por 3 h.  Para determinar el % de células muertas vía necrosis 

se determinó la cantidad de LDH. Los resultados corresponden al promedio de 3 
experimentos independientes, **p<0,005 respecto a Sh-Luc.  
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6.9. El efecto de la depleción de Herp en la sobrevida celular: rol del Ca2+ 

 

Por otro lado se evaluó si BAPTA-AM, un conocido quelante del Ca2+ intracelular, 

podía afectar la viabilidad de las células Sh-Herp frente a los tratamientos con H2O2.  Las 

células Sh-Herp preincubadas con BAPTA-AM (20 M) son menos sensibles a la muerte 

producida por H2O2 que las células controles (Figura 25).  Estos datos indicarían que la 

mayor sensibilidad a la muerte observada en las células Sh-Herp se debe a una 

desregulación en el Ca2+ intracelular.  Se utilizó además EGTA, un quelante de Ca2+ 

extracelular que no revertió los efectos en la muerte de las células Sh-Herp tratadas con 

H2O2. Estos resultados indicarían que el proceso involucra solo una desregulación a nivel 

del Ca2+ intracelular y no a nivel del Ca2+ extracelular. 

 

6.10.  IP3R participa en la muerte de las células con menores niveles basales de Herp 

inducida por H2O2. 

 

El aumento de Ca2+ a nivel mitocondrial  es una de las vías que gatilla la muerte en 

respuesta a un aumento en las ROS intracelular (Rizzuto et al, 1998; Apel et al, 2004; Hu et 

al, 2005; Kroemer et al, 2006; Greene et al, 2006; Festjens et al, 2006; Szabadkai et al, 

2008; Szydlowska et al, 2010).  Si el flujo de Ca2+ hacia la mitocondria es muy grande 

puede producir sobrecarga de Ca2+, que afecta al metabolismo mitocondrial y culmina con 

la apertura del PTM, liberación de citocromo C y la consecutiva muerte de la célula 

(Brenner et al, 2012; Vianello et al, 2012).  Dado que ya se estableció que el IP3R era el 

responsable de las cinéticas de Ca2+ mitocondrial y que éste está desregulado en las 

células Sh-Herp se estudió su participación en la mayor sensibilidad de las células Hela 

Sh-Herp al H2O2.   Para este fin se utilizó XeB como antagonista farmacológico especifico 

del IP3R. Las células Hela Sh-Herp y Sh-Luc se pre-incubaron con 50 M de XeB y luego 

tratadas con o sin 500 M de H2O2 por 3 h.  Como se había observado anteriormente las 

células Sh-Herp son más sensibles al H2O2 que las células controles.  Las células Sh-Herp 

pre-incubadas con XeB mueren significativamente menos que las células Sh-Herp sin XeB 

después del tratamiento con H2O2 (Figura 26), lo que indica que las células Sh-Herp son 

más sensibles al tratamiento con H2O2 debido a una desregulación del Ca2+ intracelular 

posiblemente por un aumento en los niveles de IP3R.  
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Figura 25. Células Hela Sh-Herp son menos sensibles al tratamiento con H2O2 cuando 
son preincubadas con BAPTA-AM. Células Hela Sh-Herp (barra negra) o Sh-Luc (barra 

blanca) se preincubaron con BAPTA-AM (20 M) o EGTA (5 mM) y posteriormente tratadas 

por 3 h con 500 M de H2O2. Para determinar el % de células muertas se utilizó el ensayo 

de incorporación de PI por citometría de flujo. Los resultados corresponden al promedio de 
3 experimentos independientes, *p<0,05 respecto al control (Ct); ##p<0,05 con respecto a 
Sh-Herp con H2O2. 
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Figura 26. Células Herp (Sh-Herp) son más sensibles a la muerte producida por H2O2 

por un mecanismo dependiente del IP3R. Células Hela Sh-Herp (barra negra) o Sh-Luc 

(barra Blanca) se preincubaron con Xestospongina B (XeB, 100 M) por 30 min y 

posteriormente tratadas con 500M de H2O2 por 3 h.  Para determinar el % de células 

muertas se utilizó el ensayo de incorporación de PI por citometría de flujo. Los resultados 
corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, **p<0,005 respecto a Sh-
Herp control; #p<0,05 respecto a Sh-Herp tratadas con H2O2. 
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6.11. Las células Sh-Herp son más sensibles a la muerte producida por H2O2 por 

perdida en la permeabilidad de la membrana mitocondrial 

 

Como se mencionó anteriormente, un importante mecanismo de muerte gatillado 

por aumentos de ROS en la célula involucra la sobrecarga de Ca2+ mitocondrial y 

subsecuente apertura del PTM que genera una perdida en la permeabilidad de la 

membrana de la mitocondria y finalmente la muerte celular (Brenner et al, 2012; Vianello et 

al, 2012). Para estudiar la importancia del PTM se utilizó ciclosporina A (CsA), un inhibidor 

de la apertura del PTM. Células Hela Sh-Herp y Sh-Luc se pre-incubaron con 20 M de 

CsA y luego tratadas o no con 500 M de H2O2 por 3 h.  Tal como se describió 

anteriormente las células Sh-Herp con más sensibles al tratamiento con H2O2 que los 

controles y mueren significativamente más. Sin embargo, se observó que las células Sh-

Herp pre-incubadas con CsA mueren menos que las células Sh-Herp sin CsA después del 

tratamiento con H2O2 (Figura 27),  lo que sugiere que las células Sh-Herp mueren a través 

de un mecanismo dependiente de la apertura del PTM.  Este dato es muy importante dado 

que vincula la desregulación del IP3R, con aumentos en el Ca2+ mitocondrial y apertura del 

PTM, proporcionando un posible  mecanismo por el cual las células Hela Sh-Herp son más 

sensibles a la muerte mediada por H2O2.  

 

Para vincular estos procesos a la sobrecarga de Ca2+ mitocondrial se evaluó la 

liberación del citocromo C, un importante mediador de la apoptosis celular, que sirve como 

marcador de muerte dado que solo se encuentra en el citoplasma cuando hay una perdida 

en la permeabilidad de la membrana mitocondrial (Brenner et al, 2012; Vianello et al, 2012).  

Por lo tanto también es un buen marcador del estado en el cual se encuentra el 

metabolismo mitocondrial. 

  

La figura 28 muestra que la inmunofluorecencia de citocromo c presenta un patrón 

punteado en la situación control en forma basal, característico de células normales sanas 

en donde el citocromo se encuentra en el interior de las mitocondrias. Al tratar las células 

Sh-Herp con 500 M de H2O2 por 3 h se puede observar un patrón difuso total, 

característicos de células que se encuentran en proceso de muerte y está dado por la 

salida del citocromo c hacia el citoplasma por una perdida en la permeabilidad mitocondrial 

por la apertura del PTM.  Para corroborar esto último, las células se pre-incubaron con CsA, 
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ya que al inhibir la apertura del PTM impide perdida en la permeabilidad mitocondrial y 

posterior salida del citocromo c. Como se puede observar en la figura S5, las células control 

tratadas con CsA presentan un patrón punteado mucho más definido que las células Sh-

Luc sin CsA, dado que basalmente las células están liberando pequeñas cantidades de 

citocromo C al citoplasma, lo que es bloqueado por la CsA. Como era de esperarse las 

células Sh-Herp pre-incubadas con CsA y posteriormente tratadas con H2O2 mantienen el 

patrón punteado de citocromo c, mostrando que no hay perdida de la permeabilidad 

mitocondrial de estas células, lo que está de acuerdo a lo visto anteriormente en donde 

CsA disminuye la muerte celular en las células Sh-Herp tratadas con H2O2. 

 

También se estudió si la desregulación del IP3R de las células Sh-Herp afectaba la 

permeabilidad mitocondrial y comprobar finalmente si éste es el mecanismo por el cual las 

células Sh-Herp son más sensibles a la muerte producida por H2O2.  En concordancia con 

los datos anteriormente descritos, las células Sh-Herp que se preincubaron con XeB y 

trataron posteriormente con H2O2, presentaron un patrón punteado de citocromo c a 

diferencia de las células Sh-Herp no preincubadas con XeB y tratadas con H2O2 que 

presentaban un patrón difuso (Figura 28). Ademas como se observa en la figuras S6, los 

observado con el citocromo C se condice con los resultados de potencial mitocondrial, en 

donde se observa que las células Sh-Herp tratadas con H2O2, presentan una caida en el 

potencial mitocndrial que es revertida al preincubar las células con Xeb o CsA.Estos 

resultados muestran que las células Sh-Herp preincubadas con XeB y tratadas con H2O2 

son menos sensibles  las ROS dado que hay una menor sobrecarga de Ca2+ mitocondrial y 

por consiguiente una menor perdida en la permeabilidad mitocondrial, lo que conduce a 

menos muerte celular. 

 

Finalmente podemos concluir que las células Sh-Herp presentan mayores niveles de 

IP3R lo que sensibiliza a estas células a la muerte producida por el H2O2, el mecanismo por 

el cual se produce esto involucra aumentos de Ca2+ mitocondrial, perdida de la 

permeabilidad mitocondrial, salida de citocromo c y activación de vías apoptoticas. De esta 

manera podemos concluir que Herp cumple un rol citoprotector a través de la regulación de 

los niveles basales de IP3R, evitando así la sobrecarga de Ca2+ mitocondrial y posterior 

muerte frente a agentes nocivos como el H2O2. 
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Figura 27. Células Herp (Sh-Herp) son más sensibles a la muerte producida por H2O2 

por un mecanismo dependiente de la apertura del PTM. Células Hela Sh-Herp (barra 

negra) o Sh-Luc (barra blanca) se preincubaron con 100 M de Ciclosporina A (CsA) por 30 

min. y posteriormente tratadas con 500 M de H2O2 por 3 h.  Para determinar el % de 

células muertas se utilizó el ensayo de incorporación de PI por citometría de flujo. Los 
resultados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, **p<0,005 
respecto a Sh-Herp control; #p<0,05 respecto a Sh-Herp 500 M H2O2.  
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Figura 28. Células Herp (Sh-Herp) son más sensibles a la muerte producida por H2O2 

por desregulación del IP3R y perdida de la permeabilidad mitocondrial.  A. Células 

Hela Sh-Herp o Sh-Luc se preincubaron con ciclosporina A (CsA, 20 M) o con 

xestospongina B (XeB, 100 M) por 30 min y posteriormente tratadas con 500 M de H2O2 

por 3 h.  Para determinar la salida de citocromo C se evaluó la distribución subcelular del 
citocromo c por inmunofluorecencia. B. Cuantificación de la cantidad de citocromo C libre 
en el citoplasma representada en % de células con citocromo c libre. Los resultados 
corresponden al promedio de 3 experimentos independientes. 
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6.12. Herp  regula el metabolismo energético celular. 

 

 Los niveles de Ca2+ mitocondrial son de vital importancia para el metabolismo en este 

organelo dado que ellos regulan la activación de enzimas claves en el proceso de síntesis 

de ATP. En general aumentos del Ca2+ mitocondrial se relacionan con aumentos en el 

metabolismo mitocondrial y síntesis de ATP (Rizzuto et al, 1998; Szabadkai et al, 2008; 

Rasola et al, 2011; Glancy et al, 2012).  Por tanto el Ca2+ afecta a parámetros 

mitocondriales como la respiración y potencial mitocondrial (Rizzuto et al, 1998; Szabadkai 

et al, 2008).  Dados los antecedentes anteriormente recopilados se evaluaron algunos 

parámetros mitocondriales como consumo de oxígeno, potencial mitocondrial y síntesis de 

ATP para investigar el papel de Herp en el metabolismo mitocondrial.  

 

 La Figura 29 muestra el consumo de oxigeno mitocondrial de las células Sh-Luc y 

Sh-Herp, medido por oxigrafía de Clark, observándose que las células Sh-Herp tienen una 

mayor tasa de respiración basal (mayor consumo de oxigeno) que las células controles y 

además presenta un consumo de oxigeno máximo mayor.  Esto último puede deberse a 

aumentos en la actividad de las enzimas o en la cantidad de mitocondrias. 

 

 La Figura 30 muestra un Western blot de mtHSP70, proteína integral de la 

mitocondria utilizada como un marcador de la masa mitocondrial. Se observa que las 

células Sh-Herp no presentan cambios significativos en mtHSP70 en comparación a los 

controles, por otra parte se midieron los niveles de masa mitocondrial con la sonda MTG, en 

donde tampoco se ven cambios en los niveles de fluorescencia entre las células Sh-Luc y 

Sh-Herp (Figura S4). La disminución de Herp produce un aumento en la actividad 

enzimática de este organelo sin alterar su masa mitocondrial en forma significativa.  Por 

otro lado en la Figura 29 se muestra la diferencia de potencial mitocondrial basal de las 

células Sh-Herp y Sh-Luc, medido a través de citometría de flujo con la sonda TMRM. Se 

observa que las células Sh-Herp poseen una menor diferencia de potencial mitocondrial 

basal que las células control.  El CCCP es utilizado para desacoplar la cadena 

transportadora de electrones, produciendo una perdida en la diferencia potencial 

mitocondrial. Las células control tratadas con CCCP muestran una condición en la cual la 

mitocondria se encuentra completamente desacoplada. Dado que el potencial mitocondrial 

basal de las células Sh-Herp cae  parcialmente en comparación a las células controles, se 
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puede sugerir que las mitocondrias de estas células se encuentran parcialmente 

desacopladas. Otro dato que apoya esta posibilidad son los niveles de H2O2 intracelular 

que se encuentran aumentados en las células Sh-Herp, dado que se asocia aumentos en la 

producción de ROS en mitocondrias más desacopladas (Figura 29).  Dado que el 

desacoplamiento es solo parcial y no afecta la síntesis de ATP como se observa en la 

Figura 29, existe un aumento en la síntesis de ATP en las células Hela Sh-Herp en 

comparación a las células Sh-Luc.  Al parecer este aumento se explica por un aumento de 

la síntesis mitocondrial de ATP.  La oligomicina es un inhibidor de la síntesis de ATP 

mitocondrial, dado que inhibe a la ATPasa mitocondrial, por lo tanto no afecta la síntesis de 

ATP glicolitico.  La Figura 29 muestra que oligomicina no afectó la síntesis de ATP en las 

células Sh-Luc, dado que el ATP se sintetiza principalmente por medio de la glicolisis. Sin 

embargo si se observaron diferencias en las células Sh-Herp que disminuyen los niveles de 

ATP a niveles similares que el control. Estos datos indican que el aumento en los niveles de 

ATP observados en las células Sh-Herp son causa de un aumento del ATP mitocondrial. 

 

Al parecer las mitocondrias de las células Sh-Herp se encuentran más activas, 

posiblemente por aumentos en los niveles de Ca2+ mitocondrial que aumentan el consumo 

de oxígeno y por consiguiente producen aumentos en los niveles de ATP.  Pero por otro 

parte estas mitocondrias se encuentran parcialmente desacopladas. Existen diferentes 

mecanismos por los cuales esto puede estar sucediendo, una posibilidad sería el escape 

de protones a través del PTM, que como se discutió anteriormente se encuentra más 

abierto en las células Sh-Herp. Esta hipótesis será abordada más adelante. 
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Figura 29.  Herp regula el metabolismo mitocondrial.  Panel A- Las velocidades de 

consumo de oxígeno basal y máximo (con CCCP) se midieron mediante el electrodo de 
Clark. Panel  B: el mΔΨ se determinó utilizando la sonda sensible al potencial TMRM y 
citometría de flujo. Como control positivo se utilizó el desacoplante de la cadena 
transportadora de electrones CCCP  Panel C: las concentraciones intracelulares de ATP se 
midieron mediante ensayo de luminiscencia. Panel  D: los niveles de H2O2 intracelular se 
midió utilizando una sonda sensible al H2O2, 1,2,3 DHR y citometría de flujo. Los resultados 
corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, *p<0,05; **p<0,005; 
***p<0.001 respecto al control; #p<0,05 respecto a Sh-Herp control.  
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Figura 30. Células Hela Sh-Herp no presentan cambios significativos  en la cantidad 
de mtHSP70 en comparación a las células controles. A- Células Hela Sh-Luc y Sh-Herp 
son cultivadas por 48 h sin tratamiento y luego se prepararon extractos de proteínas totales. 
Los niveles de Herp, mtHSP70 y b-Tubulina se determinaron por Western blot, previa 
resolución mediante electroforesis SDS-PAGE en geles en gradiente. B- El grafico 
representa la cuantificación densitométrica  de la cantidad de mtHSP70 /beta-tubulina. C- El 
grafico representa la cuantificación densitométrica  de la cantidad de Herp/beta-tubulina. 
Los resultados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, *p<0,05 
respecto al control.  
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6.13.  Reexpresión de Herp revierte los efectos metabólicos en células Sh-Herp. 

 

           Para corroborar la participación de Herp en los procesos anteriormente discutidos se 

utilizó como estrategia experimental la transfeccion de Herp en las células Sh-Herp, con un 

plásmido de expresión que codifica para la proteína.  De esta manera se recuperaron los 

niveles normales de expresión de la proteína Herp en las células KD para Herp. Algunos de 

los parámetros alterados en las células Sh-Herp como potencial mitocondrial y producción 

de ATP (Figura 31) son revertidos al recuperar los niveles de Herp, mostrando así, que las 

alteraciones metabólicas observadas en las células Sh-Herp se deben a la disminución en 

la proteína Herp y no otro efecto secundario.  Adicionalmente, células Hela (wild-type) se 

transfectaron con el plásmido de Herp para sobreexpresar la proteína y ver sus efectos en 

el metabolismo. Las células Hela que sobreexpresan Herp, al contrario de las células Sh-

Herp, presentan un aumento en el potencial mitocondrial  y una disminución en la síntesis 

de ATP (Figura 32).   Estos datos sugieren la importancia de la proteína Herp en la 

regulación de estos parámetros metabólicos y que Herp a través de sus niveles podría estar 

regulando el metabolismo celular.  

 

6.14. Herp regula la función mitocondrial a través regulación del Ca2+ intracelular 

dependiente del IP3R. 

 

Dado que como se mencionó anteriormente Herp es un  importante regulador de la 

homeostasis del Ca2+ intracelular y que este ión también modula la función mitocondrial, se 

investigó si la regulación del Ca2+ intracelular era importante en los efectos mitocondriales 

observados en las células Sh-Herp.  Al tratar las células Sh-Herp con 20 M de BAPTA por 

3 h se observó que hubo una recuperación en los niveles basales de potencial mitocondrial 

y una disminución en la producción de H2O2 (Figura 33). Estos datos indicarían que las 

alteraciones en los niveles de Ca2+ intracelular son responsables de los cambios 

metabólicos observados en las células Sh-Herp. A continuación se investigó la función del 

IP3R en los efectos de la proteína Herp sobre el metabolismo mitocondrial.  Se observó que 

basalmente el tratamiento por 3 h con XeB recupera el potencial mitocondrial de las células 

Sh-Herp (Figura 34), este mismo tratamiento no afecta de forma significativa el potencial 

mitocondrial de las células control. 
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Figura 31. La recuperación de los niveles de Herp en células Sh-Herp revierte los 
cambios en el metabolismo mitocondrial. Células Hela Sh-Herp se transfectaron con un 

plásmido de expresión para la proteína Herp (Sh-Herp/Herp) Panel A. El mΔΨ se determinó 
utilizando la sonda sensible al potencial TMRM y citometría de flujo. Como control positivo 
se utilizó el desacoplante de la cadena transportadora de electrones CCCP. Panel B: Las 
concentraciones intracelulares de ATP se midieron mediante ensayo de luminiscencia. 
Panel C: Blot representativo que muestra la recuperación de los niveles de Herp en las 
células Sh-Herp. GAPDH se utiliza como control de carga. Los datos corresponden al 
promedio de 3 experimentos independientes, *p<0,05 respecto a Sh-Luc control; ##p<0,005 
respecto a Sh-Herp. 
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Figura 32. Sobrexpresión de Herp en células Hela Wt afecta el metabolismo 
mitocondrial. Células Hela Wt se transfectaron con un plásmido de expresión para la 

proteína Herp (pGl3-Herp, barra negra) o con plásmido de expresión para una proteína no 
relacionada como control (pGl3-GFP, barra blanca).  Panel A: El mΔΨ se determinó 
utilizando la sonda sensible al potencial TMRM y citometría de flujo. Como control positivo 
se utilizó el desacoplante de la cadena transportadora de electrones CCCP. Panel B: Las 
concentraciones intracelulares de ATP se midieron mediante ensayo de luminiscencia. 
Panel C: Blot representativo de la sobrexpresión de Herp. GAPDH se utiliza como control 
de carga. Los datos corresponden al promedio de 3 experimentos independientes. *p<0,05 
respecto a Sh-Luc control, **p<0,005 y ***p<0,001 respecto a Sh-Herp control.  
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Similar a lo anterior, se midió la producción de H2O2 intracelulares, en donde el 

tratamiento con XeB por 3 h disminuyó la producción de H2O2 a nivel basal en las células 

Sh-Herp (Figura 34), mientras que en las células controles no hubo mayores cambios. Por 

otro lado, también se midió la producción de ATP en las células. El tratamiento de las 

células Sh-Herp por 3 h con XeB redujo la cantidad de ATP en las células a niveles 

similares a los controles.  Estos resultados indican que las alteraciones metabólicas 

observadas en las células Sh-Herp involucran al IP3R, al parecer la desregulación en la 

degradación del receptor produce alteraciones en los niveles de Ca2+ intracelular y por 

consiguiente altera el metabolismo mitocondrial de la célula.  

 

6.15. Células Sh-Herp presentan una caída en el potencial mitocondrial debido a la 

apertura del PTM. 

 

Como se mencionó anteriormente, la apertura del PTM es uno de los mecanismos por 

los cuales se regula el potencial mitocondrial y que depende de los niveles de Ca2+.  Por 

este motivo se estudió cómo la apertura del PTM podía estar afectando el potencial 

mitocondrial en las células Sh-Herp. Las células Sh-Herp tratadas con CsA por 3 h 

mostraron una clara recuperación del potencial mitocondrial (Figura 35).  Estos datos en 

conjunto con lo visto anteriormente, en donde se mostraba que las células Sh-Herp 

presentaban una perdida en la permeabilidad basal de la célula por apertura del PTM, 

muestran que la caída en el potencial mitocondrial observada en las células KD para Herp 

se debe a la apertura del PTM. 

 

En resumen el aumento en los niveles de IP3R en las células Sh-Herp produce una 

desregulación en los niveles de Ca2+ intracelular y por consiguiente una desregulación de 

los niveles de Ca2+ mitocondrial.  Aumentos en el Ca2+  mitocondrial producen aumentos en 

el consumo de oxígeno por activación de las enzimas mitocondriales pero si este aumento 

no es bien regulado produce apertura del PTM y caída en el potencial mitocondrial.  Es 

posible que en este estado las células Sh-Herp se encuentren metabólicamente más 

activas  pero a la vez son más sensibles al estrés que las células controles. 
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Figura 33. Herp regula el metabolismo mitocondrial por un mecanismo dependiente 
del Ca2+ intracelular. Células Hela Sh-Luc (barras blancas) o Sh-Herp (barras negras) son 

tratadas con BAPTA-AM 20 M por 3 h antes de las respectivas mediciones. Panel A: mΔΨ 

se determinó utilizando la sonda sensible al potencial TMRM y citometría de flujo. Como 
control positivo se utilizó el desacoplante de la cadena transportadora de electrones CCCP. 
Panel B: Las concentraciones intracelulares de ATP se midieron mediante ensayo de 
luminiscencia. Panel C: producción de H2O2 intracelular se midió utilizando una sonda 
sensible al H2O2, 1,2,3 DHR y citometría de flujo.  Los datos corresponden al promedio de 3 
experimentos independientes, *p<0,05; **p<0.005 respecto al control; #p<0,05 respecto a 
Sh-Herp control (C).  
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Figura 34. Herp regula el metabolismo mitocondrial por un mecanismo dependiente 
del IP3R. Células Hela Sh-Luc (barras blancas) o Sh-Herp (barras negras) se trataron con 

XeB 100 M por 3 h antes de las respectivas mediciones. Panel A: mΔΨ se determinó 

utilizando la sonda sensible al potencial TMRM y citometría de flujo. Como control positivo 
se utilizó el desacoplante de la cadena transportadora de electrones CCCP. Panel  B: Las 
concentraciones intracelulares de ATP se midieron mediante ensayo de luminiscencia. 
Panel C: los niveles de H2O2 intracelular se midió utilizando una sonda sensible al H2O2, 
1,2,3 DHR y citometría de flujo. Los datos corresponden al promedio de 3 experimentos 
independientes. *p<0,05; ***p<0.001 respecto al control; #p<0,05 respecto a Sh-Herp 
control (C).  
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Figura 35. Células Sh-Herp presentan una caída en el potencial mitocondrial debido a 
apertura del PTM. Células Hela Sh-Luc (barras blancas) o Sh-Herp (barras negras) se 
trataron con CsA 20 M por 3 h antes de las respectivas mediciones. Panel A: mΔΨ se 

determinó utilizando la sonda sensible al potencial TMRM y citometría de flujo. Panel  B: 
Las concentraciones intracelulares de ATP se midieron mediante ensayo de luminiscencia. 
Los datos corresponden al promedio de 3 experimentos independientes. *p<0,05; **p<0.005 
respecto al control; #p<0,05 respecto a Sh-Herp control (C).  
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6.16. Las células Sh-Herp son más sensibles a los antineoplásicos que las células 

controles  

 

Dado que las células Hela Sh-Herp aparentemente aumentan su actividad 

mitocondrial, como muestran los datos de consumo de oxígeno y ATP que se encuentran 

aumentados, sumado a los datos de proliferación que muestran que las células Sh-Herp 

proliferan menos que las células controles, nos llevó a pensar que estas células 

experimentaron un “switch metabólico” y revirtieron el efecto Warburg de las células Hela. 

Por este motivo se estudió la sensibilidad de las células Sh-Herp a distintos 

antineoplásicos. 

 

En la Figura 37 se muestra un gráfico que representa la incorporación de PI 

determinada por citometría de flujo en células Sh-Herp y Sh-Luc tratadas con taxol (A), 

cisplatino (B), etopósido (C) y vinblastina (D). Como se puede observar las células KD para 

Herp en general son más sensibles al tratamiento con el fármaco antineoplásico que las 

células controles.  En el caso del taxol  se observó que a las 48 h de tratamiento, las 

células Sh-Herp mueren alrededor de un 65% vs 35 % de las células controles.  Por otro 

lado, el cisplatino a las 24 h de tratamiento produjo una muerte de un 35-50% en las células 

Sh-Herp y solo un 18% en las células Sh-Luc. A las 48 h de tratamiento, estas diferencias 

fueron aún más grandes, alcanzando casi un 60% de muerte en las células Sh-Herp y un 

apenas 20% en las células Sh-Luc.  Por otro lado, etopósido y vinblastina aunque no 

generan diferencias tan dramáticas como el taxol y el cisplatino, se pueden observar 

diferencias significativas a las 24 h de tratamiento.  Estos datos sugieren que las células 

Hela Sh-Herp son más sensibles a los antineoplásicos que las células Hela control. 

 

Para corroborar que la generación de células KD para Herp genera cambios 

metabólicos en las células antineoplásicas y que aumenta su sensibilidad a los 

antineoplásicos de forma generalizada, se generaron células derivadas de tejido óseo de 

osteosarcoma U2OS (cáncer óseo), KD para Herp de forma similar a como se realizó con 

las células Hela. Las células U2OS Sh-Herp presentan un aumento en el consumo de 

oxígeno en comparación a su control (U2OS Sh-Luc), de forma similar a los ya observado 

en las células Hela Sh-Herp (Figura 38). Estos datos sugieren que estas células también 

presentan los cambios metabólicos similares a los observados en las células Hela Sh-Herp. 
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Se estudió la sensibilidad de las células U2OS frente al tratamiento con los mismos 

antineoplásicos que se trataron las células Hela, observándose las mismas diferencias en 

la sensibilidad hacia ellos. Taxol produce alrededor de un 35% de muerte en las células 

U2OS Sh-Herp vs un 20% en las células controles. Cisplatino produjo un 30% de muerte en 

las células U2OS Sh-Herp a las 24 h post-tratamiento mientras que las células U2OS Sh-

Luc al mismo periodo de tratamiento solo generó un 15% de muerte. Etopósido y 

vinblastina al igual que en las células Hela no generaron grandes cambios en la 

sensibilidad frente al antineoplásico a las 24 h de tratamiento, pero los cambios son 

significativos (Figura 39).  Estos resultados sitúan a Herp como un futuro blanco terapéutico 

para investigar y generar nuevos fármacos antineoplásicos. 
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Figura 36. Células Hela Sh-Herp son más sensibles al tratamiento con 
antineoplásicos que las células controles.  Células Hela Sh-Herp (barras negras) o Sh-

Luc (barras blancas) se trataron con una serie de antineoplásicos. Panel A: Taxol. Panel B: 
cisplatino. Panel  C: etopósido. Panel D: vinblastina por 24 ó 48 h. Para determinar el % de 
células muertas se utilizó el ensayo de incorporación de PI por citometría de flujo. Los 
resultados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes- *p<0,05; 
**p<0,005; ***p<0,001 respecto a Sh-Luc control; #p<0,05; ### 

p<0,001 respecto a la misma 
condición.  
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Figura 37. Células U2OS Sh-Herp presentan un mayor consumo de oxigeno que las 
células U2OS controles. Las velocidades de consumo de oxígeno basal y máximo (con 

CCCP) se midieron mediante el uso de un electrodo de Clark. Los datos corresponden al 
promedio de 3 experimentos independientes, *p<0,05; ***p<0.001 respecto al Basal.  
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Figura 38. Células U2OS Sh-Herp son más sensibles al tratamiento con 
antineoplásicos que las células controles. Células U2OS Sh-Herp (barras negras) o Sh-

Luc (barras blancas) se trataron  con una serie de antineoplásicos: taxol (A), cisplatino (B), 
etopósido (C) y vinblastina (D) por 24 o 48 h. Para determinar el % de células muertas se 
utilizó el ensayo de incorporación de PI por citometría de flujo. Los resultados corresponden 
al promedio de tres experimentos independientes. *p<0,05 **p<0,005; ***p<0,001 respecto 
a Sh-Luc control; #p<0,05; ##p<0,005 respecto a la misma condición.  
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7.  DISCUSIÓN 

 

Herp se describió originalmente como una proteína de respuesta frente al estrés de 

RE que participa en la degradación de proteínas por vía proteosomal (Kokame et al 2000; 

Schulze et al, 2005; Okuda-Shimizu et al, 2007; Kny et al, 2011; Marutani et al, 2011). Hoy 

en día sabemos mucho más acerca de esta proteína y sus diferentes roles en la 

mantención de la homeostasis celular. Herp regula de múltiples maneras al complejo 

ERAD, controlando así la degradación de variadas proteínas tanto glicosiladas como no-

glicosiladas por la vía proteosomal (Kny et al, 2011; Marutani et al, 2011).  Herp inicia el 

reclutamiento de HRD1 y de los diferentes componentes del ERAD. Este reclutamiento es 

importante para la formación del complejo y su función; en condiciones de estrés aumenta 

la interacción entre Herp y HRD1, de manera dependiente a su segmento ULD (Liang et al, 

2008).  Herp también regula la degradación de HRD1 y su propia degradación, de esta 

forma mantiene a través de esta vía los niveles de los componentes necesarios para la 

formación del ERAD, dependiendo de las necesidades celulares (Huang et al, 2013, 

Bernasconi et al, 2013; Leitman et al, 2014).  Por otro lado, Herp es importante para el 

reclutamiento de los diferentes sustratos del  ERAD, lo que tiene como consecuencia un 

aumento en la ubiquitinación de proteínas y su consecuente degradación (Kny et al, 2011). 

Por otro lado, las proteínas que son degradadas por esta vía tienen relevancia con otro 

proceso de degradación de proteínas conocido autofagia, un ejemplo de esto son las 

proteínas Beclin y ATG5 (Quiroga et al, 2013). Esto indicaría que finalmente Herp puede 

modular ambas vías de degradación de proteínas (Quiroga et al, 2013). 

 

También se ha descrito que Herp podría regular la degradación de proteínas 

involucradas en la regulación de los niveles de Ca2+ intracelular, pudiendo modular los 

niveles de IP3R (Chang et al, 2004; Belal et al, 2012).  Herp forma un complejo con el 

IP3R1 y el RYR (Belal et al, 2012) y aumentos en la expresión de Herp resultan en una 

reducción de los niveles proteicos de ambos receptores, efecto que se revierte al inhibir la 

actividad del proteosoma (Belal et al, 2012). 

 

La participación de Herp en la degradación de proteínas y mantención de la 

homeostasis del Ca2+ se suman a su rol más conocido, el de respuesta frente al estrés de 

RE (Kokame et al, 2001; Sai et al, 2002; Chan et al, 2004; Hori et al, 2004).  Herp confiere 
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resistencia a la muerte celular gatillada por este tipo de estrés, pudiendo así las células 

degradar proteínas mal plegadas y modular sus niveles de Ca2+ y evitar así procesos de 

apoptosis y necrosis. 

 

En esta tesis se reveló el papel de Herp frente al estrés oxidativo, otro tipo de estrés 

de gran relevancia fisiopatológica, y cómo protege a las células de la muerte producida por 

este tipo de estrés, pero además se descubrió que Herp puede regular el metabolismo 

mitocondrial basal y, por ende, el metabolismo energético. Estos resultados sitúan a Herp 

no solo como una proteína de respuesta frente al estrés sino además como un importante 

regulador de la homeostasis energética celular.  Además también se encontró que las 

células que carecen de la proteína Herp, son más sensibles al tratamiento con 

antineoplásicos, lo que posiciona a Herp como un posible blanco terapéutico para el 

tratamiento del cáncer. 

 

Discutiendo con más detalle cada uno de estos hallazgos, primero partiremos con la 

relación Herp y estrés oxidativo. Nuestros resultados mostraron que los niveles de la 

proteína Herp aumentaban en forma rápida ya a los 30 min de exposición a H2O2. Sin 

embargo este aumento no es sostenido en el tiempo dado que los niveles proteicos 

disminuyen a la hora post estímulo y se observa un nuevo aumento a las 3 h, el cual se 

mantiene hasta las 12 h del tratamiento. El aumento observado a la media hora de estímulo 

es producido por activación del factor de traducción eIF4E, conocido por ser activado por 

las ROS y por activar la traducción (Rocic et al, 2003).  Esta respuesta es bastante rápida y 

parece ser la responsable del aumento de la proteína Herp, dado que al inhibir la unión de 

este factor a otros componentes de la maquinaria traduccional no se observan aumentos en 

la proteína Herp en respuesta al H2O2.  Se descartó que la degradación de la proteína este 

alterada por efecto del H2O2, dado que tanto CHX como eIF4E inhiben completamente el 

aumento de los niveles de la proteína frente a este estimulo sugiriendo que los cambios 

observados son dados por alteraciones a nivel traduccional. Si hubiera una disminución en 

la degradación esperaríamos que el efecto de inhibir la traducción fuera solo parcial. 

 

Por otra parte, los aumentos de la proteína a las 3 h parecen ser consecuencia del 

aumento en la transcripción del mRNA de Herp ya que coincide  con cambios significativos 

en los niveles de mRNA de Herp desde las 3 h post-tratamiento. 
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Existen antecedentes que Herp aumenta su expresión en respuesta a H2O2 en 

células Hela (Van Laar et al, 2000). Pero existen otros que descartan a la proteína como 

una proteína de respuesta frente al estrés oxidativo (Ya et al, 2014). Estos últimos estudios 

utilizan concentraciones menores de H2O2 a las usadas en este trabajo y a tiempos largos 

superiores a las 4 h de estímulo (Ya et al, 2014).  Este mecanismo está dado por mRNA 

preformados de la proteína Herp que se traducen por aumentos en la activación del factor 

eIF4E. Aumentos de la proteína a tiempos posteriores se debe a aumentos en la 

transcripción del mensajero de Herp (figura 39). 

 

Nuestros resultados muestran que Herp no solo aumenta sus niveles en respuesta 

al tratamiento con H2O2, exógena sino también en respuesta a la generación ´endógena de 

ROS intracelulares vía Ang II. Estos aumentos tanto en los niveles de Herp a  nivel de 

mARN y proteína se observaron tanto in vitro como in vivo. Este aumento no se observa en 

células que son preincubadas con catalasa y posteriormente tratadas con angiotensina II, ni 

tampoco en animales que sobreexpresan catalasa. Estos resultados muestran de forma 

sólida que Herp es una proteína de respuesta a la generación de ROS. 

 

Para poder definir la importancia de la proteína Herp en respuesta a la generación 

de ROS, se generaron células knock down para Herp, utilizando infección con lentivirus 

como técnica de producción de células Sh-Herp estables. En el artículo publicado por Belat 

et al (2012) se describe que la capacidad reguladora del Ca2+ intracelular por Herp está 

dada por la regulación de la degradación del IP3R (Belal et al, 2012).  Estos resultados se 

reprodujeron en nuestro modelo ya que las células Sh-Herp presentan mayores niveles de 

IP3R que las células controles. El tratamiento de las células Sh-Herp con MG132  mostró 

que ellas tienen niveles de IP3R, similares a las células controles, indicando que Herp 

participa en la degradación de la proteína a través del proteosoma. Estos hallazgos 

corroboran por descrito en la literatura (Belal et al, 2012) y muestran que Herp regula la 

homeostasis del Ca2+ intracelular a través de la regulación de los niveles de IP3R.  

 

Las cinéticas de Ca2+ producidas por el H2O2 en las células Sh-Herp mostraron 

alteraciones tanto a nivel intracelular como mitocondrial.  Al parecer las células Sh-Herp 

presentan una liberación más prolongada de Ca2+  que las células controles en respuesta a 
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H2O2, que en parte depende del IP3R ya que al tratar las células con XeB se modificaron las 

cinéticas en las células Sh-Herp y controles. En el caso de los controles, la señal 

desaparece completamente pues sólo depende del IP3R. Sin embargo en el caso de las 

Sh-Herp se registró una caída en la amplitud de la señal pero que no desaparece por 

completo. Al parecer esta cinética depende también de un componente extracelular de 

Ca2+. 

 

La revisión de la literatura muestra que Herp podría tener un rol en la regulación de 

los niveles basales del Ca2+ reticular y es controversial si esto se debe a que Herp regularía 

la fuga o “leak” del Ca2+ reticular o la incorporación de Ca2+ al RE desde el exterior (Chang 

et al, 2004).  Desde ese punto de vista, los próximos estudios deberían esclarecer que 

canales de Ca2+ participan en el llenado de Ca2+ reticular y el mecanismo por el cual Herp 

regula estos canales. 

 

Por otra parte, las cinéticas del Ca2+ mitocondrial en respuesta al H2O2 también se 

encuentran alteradas en las células Sh-Herp, observándose un aumento en el flujo de Ca2+ 

hacia la mitocondria. La entrada del Ca2+ a la mitocondria es totalmente dependiente del 

IP3R tanto en las células Sh-Luc como Sh-Herp. Estos datos sugieren que Herp regula los 

niveles  intracelulares de Ca2+ y el flujo del Ca2+ hacia la mitocondria a través de la 

regulación de los niveles de IP3R.  

 

 Para corroborar esta hipótesis, se usó histamina como un estímulo positivo para 

activar el IP3R vía la generación de IP3 (Decuypere et al, 2011) y se estudiaron las 

cinéticas de Ca2+ mitocondrial generadas por un pulso de histamina. En este caso se 

observó una mayor entrada de Ca2+  hacia la mitocondria en las células Sh-Herp que en las 

células controles, siendo este ingreso de Ca2+  mediado por el IP3R. Estos resultados 

sugieren que Herp regula la entrada de Ca2+ desde el retículo sarcoplásmico a la 

mitocondria a través del IP3R.  
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Figura 39. La proteína Herp aumenta su expresión en respuesta al H2O2 por 
mecanismos traduccional y transcripcional. Herp aumenta su expresión en respuesta a 

un aumento en las ROS intracelulares (H2O2), este aumento está dado por dos 
mecanismos. Una respuesta rápida observable a los 30 min de estímulo, que depende de 
la actividad traduccional y la actividad del factor traduccional eIF4E y una segunda más 
lenta, detectable a las 3 h de tratamiento que depende principalmente de la actividad 
transcripcional y el aumento del mRNA de Herp 
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Chigurupati et al (2009) observaron que células que sobrexpresan Herp tienen un 

menor influjo de Ca2+ hacia la mitocondria tras el tratamiento con MPP++, en este artículo 

se discute que la acción del fármaco está dada principalmente por su capacidad de 

aumentar las ROS intracelular. Estos datos  apoyan la idea de que Herp es un importante 

regulador de la entrada de Ca2+ a la mitocondria y que es una proteína de respuesta al 

estrés oxidativo. Por otro lado, el traspaso de Ca2+ a la mitocondria desde el RE está 

mediada por el IP3R (Szabadkai et al, 2008). En nuestro modelo como se mencionó 

anteriormente el influjo de Ca2+ a la mitocondria es totalmente de pendiente del IP3R, por lo 

que Herp regula los niveles del receptor por degradación y de esta manera regular el 

traspaso de Ca2+ a la mitocondria. Chigurupati et al (2009) mencionarom que el rol de Herp 

como regulador del Ca2+ intracelular es dependiente de su segmento ULD y la vía 

proteosomal lo que apoya la hipótesis de que Herp regula el influjo de Ca2+ mitocondrial por 

regulación de la degradación de IP3R. 

 

Para estudiar el rol de Herp como citoprotector frente a la respuesta a la generación 

de ROS, las células Hela controles y Sh-Herp se trataron con H2O2 a diferentes 

concentraciones y tiempos y se evaluó la muerte celular, observándose una mayor 

sensibilidad a la muerte en las células con menores niveles de Herp. Al recuperar la 

proteína Herp en las células Sh-Herp disminuyó la muerte celular dependiente de ROS.  

Estos datos indican que Herp cumple un rol citoprotector frente al estrés oxidativo y los 

rápidos incrementos de la proteína es respuesta a las ROS son importantes para la 

sobrevida celular.  

 

El H2O2 puede conducir a la muerte celular por apoptosis o necrosis, a través de 

varios mecanismos bien conocidos (Golstein et al, 2006; Zong et al, 2006, (Saito et al, 

2006). En nuestro estudio se ensayaron inhibidores de la apoptosis como caspasas, 

calpainas y proteasas para dilucidar el mecanismo por el cual Herp ejerce su efecto 

citoprotector frente al estrés oxidativo.  Todos estos inhibidores disminuyeron la sensibilidad 

a la muerte de las células Sh-Herp producida por 500 M de H2O2.  Estos resultados 

sugieren que la muerte podría estar produciéndose por apoptosis. Para corroborar esto 

posibilidad, se evaluó la población Sub G1 como ensayo para apoptosis y la liberación de 

LDH para evaluar necrosis. Solo se observaron diferencias significativas entre las células 
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Sh-Herp y Sh-Luc tratadas con H2O2, al medir los niveles de sub G1, por lo cual definimos 

que el mecanismo por el cual mueren más células Sh-Herp que Sh-Luc es apoptosis. 

 

Adicionalmente se evaluó si el Ca2+ intracelular tenía alguna participación en este 

proceso dado que hay antecedentes que el estrés oxidativo estimula la movilización del 

Ca2+ intracelular, su traspaso desde el RE a la mitocondria, pudiendo producir sobrecarga 

del Ca2+ mitocondrial, apertura del PTM y finalmente la muerte celular (Rizzuto et al, 1998; 

Szabadkai et al, 2008; Rasola et al, 201; Glancy et al, 2012).  Ya que Herp es un importante 

regulador de la homeostasis del Ca2+ intracelular se investigó si el efecto citoprotector de 

Herp dependía de su función reguladora de Ca2+.  Las células Hela controles y Sh-Herp 

pre-tratadas con BAPTA-AM (usado como quelante de Ca2+ intracelular) y EGTA (usado 

como quelante del Ca2+ extracelular) y posteriormente expuestas a H2O2 mostraron que 

sólo el BAPTA-AM pero no EGTA protegió a las células Sh-Herp de la muerte producida 

por H2O2. De estos resultados se deduce que el efecto citoprotector de Herp depende de la 

capacidad reguladora de Ca2+  intracelular que posee la proteína. El mecanismo más 

probable por el cual Herp protege a las células del estrés oxidativo  es por regulación de los 

niveles de IP3R y regulación de la entrada de Ca2+  a la mitocondria. Esta posibilidad se 

comprobó con el uso del antagonista del receptor de IP3 XeB, observándose una drástica 

disminución en la muerte producida por H2O2 al inhibir el IP3R similar a lo observado con el 

bloqueador del PTM CsA. Dado que la apertura del PTM es regulada por los niveles de 

Ca2+  mitocondrial, es probable que Herp a través de la regulación del influjo de Ca2+ a la 

mitocondria por modulación de los niveles IP3R, inhiba la apertura del PTM y de esta 

manera ejerce su rol citoprotector. Para corroborar esta hipótesis medimos los niveles de 

citocromo C libres en el citoplasma, dado que cuando hay pérdida en la permeabilidad 

mitocondrial éste abandona la mitocondrial hacia el citoplasma, activando una serie de vías 

apoptoticas que llevan a la muerte celular. Como era de esperarse las células Sh-Herp 

tratadas con H2O2 tienen mayores niveles de citocromo c en el citoplasma que las células 

control. Estas diferencias son revertidas al preincubar las células con XeB y CsA, lo que 

sugiere que el mecanismo propuesto por nosotros para explicar la muerte de las células 

Sh-Luc que involucra aumentos de calcio mitocondrial y pérdida de la permeabilidad celular 

son correctos. 
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 En conclusión, el incremento de los niveles de Herp por estrés oxidativo es 

importante para la regulación  de los niveles de IP3R y de Ca2+ intracelular y mitocondrial 

frente a la situación de estrés. Herp disminuye la sensibilidad de las células al estrés 

oxidativo, impidiendo que se produzca una sobrecarga de Ca2+ en la mitocondria, apertura 

del PTM, salida de citocromo c y  finalmente la muerte  vía apoptosis (Figura 40). 

 

Chan et al (2004) plantearon que Herp tiene un rol citoprotector frente al estrés de 

RE por un mecanismo que involucra a la vía de las JNK, BCL-2 y activación de caspasas. 

En el artículo se planteó que el Ca2+ es un mediador fundamental del proceso. No 

describen el mecanismo completo por el cual esto sucede pero se puede observar en una  

de sus figuras que las células que sobreexpresan Herp tiene menor liberación de citocromo 

C frente a situaciones de estrés, lo que indicaría que Herp tiene alguna influencia en la 

regulación de la permeabilidad mitocondrial, lo cual fue comprobado en nuestro estudio. 

Herp regulando los niveles de entrada de Ca2+ a la mitocondria regularía la apertura del 

PTM y con esto la salida del citocromo C al citoplasma. Otro antecedente que apoya este 

mecanismo es lo descrito por Chigurupati et al (2009), ellos vieron que las células tratadas 

con siRNA para Herp eran más sensibles al MPP++ que las células control por un 

mecanismo que involucra Ca2+ y que además involucra la capacidad de Herp de degradar 

proteínas. Además discuten que el mecanismo por el cual MPP++ produce muerte celular 

es por perdida de la función mitocondrial. 

 

Yan et al (2014), por otro lado, estudiaron el efecto de la sobrexpresión de Herp en 

distintas condiciones de estrés, encontrando que protege a las células del estrés de retículo 

pero no así del estrés oxidativo. Tanto con H2O2 y paraquat se observa una disminución en 

la sobrevida al sobreexpresar Herp, estos datos aunque controversiales fueron replicados 

también por nosotros. Estos datos indican que el mecanismo por el cual Herp protege a las 

células del estrés de RE y el estrés oxidativo aunque tienen puntos similares no son los 

mismos. 

 

Es sabido que Herp protege a las células de cualquier tipo de estrés de forma 

dependiente de su función en la degradación de proteínas (Chan et al 2004; Chigurupati et 

al, 2009; Belal et al, 2012, Quiroga et al, 2013). En el caso del estrés de retículo esta 

función es fundamental para evitar la formación de agregados de proteínas tóxicos para la 



113 
 

célula (Belal et al, 2012). En el caso del estrés nutricional Herp regularía los niveles de las 

proteínas relacionadas con la autofagia y con esto regularía la degradación de proteínas 

por autofagia de forma indirecta (Quiroga et al, 2013). En el caso del estrés oxidativo Herp 

estaría evitando la sobrecarga de calcio y apertura del PTM por regulación de los niveles de 

IP3R.  Yan et al, 2014 discuten en su artículo que Herp sería una proteína que tiene como 

función mantener la homeostasis celular, variaciones en sus niveles causan desbalance 

celular y podría sensibilizar a las células  al estrés. 

 

En conclusión frente a un aumento en los ROS intracelulares Herp aumenta sus 

niveles, siendo este aumento importante para la regulación de los niveles de IP3R y de esta 

forma para mantener los niveles de Ca2+ intracelular y mitocondrial frente a la situación de 

estrés.  Herp disminuye la sensibilidad de las células al estrés oxidativo, dado que impide 

que se produzca una sobrecarga de Ca2+ en la mitocondria, impidiendo así que haya una 

pérdida de la permeabilidad mitocondrial por apertura del PTM. 
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Figura 40. Herp ejerce un efecto citoprotector frente al estrés oxidativo por 
regulación de la liberación de Ca2+ vía IP3R.  Herp normalmente está regulando los 

niveles de IP3R a través de su degradación por la vía proteosomal. En situación de estrés, 
Herp aumenta su expresión y mantiene un adecuado  nivel de IP3R para regular el influjo 
de Ca2+ hacia la mitocondria, previniendo así la sobrecarga de Ca2+  mitocondrial y muerte 
celular. En cambio, las células con niveles reducidos de herp (Sh-Herp) presentan un 
aumento en los niveles de IP3R. Frente a una situación de estrés oxidativo (H2O2) se 
genera una sobrecarga de Ca2+ en la mitocondria con  apertura del poro de transición 
mitocondrial (PTM) y pérdida de su permeabilidad y salida de citocromo C (cit-c), lo que 
finalmente lleva a la muerte celular. 
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Además de este rol citoprotector de Herp frente al estrés oxidativo, los resultados 

también mostraron que Herp regula en el metabolismo mitocondrial, probablemente por 

regulación basal de los niveles de IP3R, Ca2+ intracelular y por consiguiente de la función 

mitocondrial. Las células Hela Sh-Herp presentan un metabolismo mitocondrial mayor que 

las células controles, encontrándose aumentos en el consumo de oxígeno y síntesis de 

ATP mitocondrial, pero por otro lado se encuentra con un potencial mitocondrial disminuido. 

Esta disminución en el potencial podría explicarse a una mayor apertura del PTM basal en 

las mitocondrias de las células Sh-Herp, lo que causa una disipación del potencial.  

 

El PTM ha sido descrito como un importante regulador de la homeostasis del Ca2+ 

mitocondrial (De Marchi et al, 2014) y aumenta su apertura en respuesta a sobrecarga de 

calcio y aumentos en las ROS intracelular (Rao et al, 2014). En general la apertura del PTM 

produce caída en el potencial de membrana mitocondrial, aumento en la producción de 

ROS mitocondrial y salida de citocromo C desde la mitocondria al citoplasma (Bonora et al, 

2013). La apertura sostenida del PTM puede conducir a las células a la muerte ya sea por 

necrosis o apoptosis, dependiendo del tipo celular y de la razón ATP/ADP  (Bonora et al, 

2013). 

 

En nuestro modelo la pérdida del potencial mitocondrial de las células Sh-Herp es 

recuperado al tratar las células con CsA, no así los niveles de ATP, por lo cual asumimos 

que la apertura del PTM afecta al potencial de membrana mitocondrial pero no la síntesis 

de ATP.  Como se observó anteriormente en los experimentos con H2O2, Las células Sh-

Herp presentan una mayor salida de citocromo C frente a estímulos tóxicos que las células 

control, que es bloqueado por CsA. Finalmente nosotros también observamos que el 

aumento en los niveles de H2O2 intracelular en las células Sh-Herp son revertidos al tratar 

las células con CsA, todos estos datos en conjunto sugieren que las células Sh-Herp 

presentan una mayor apertura del PTM  de forma basal, que podría estar jugando un papel 

importante en el rol de Herp como regulador del metabolismo mitocondrial y como se vio 

anteriormente juega un rol fundamental para la sobrevida celular. 

 

Los cambios metabólicos observados en las células Sh-Herp fueron prevenidos al 

recuperar los niveles de la proteína a través de transfeccion transitoria de un plásmido que 

codifica para la proteína Herp.  Por otro lado, la sobrexpresión de la proteína en células 
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Hela WT produjo cambios en el metabolismo contrarios a los detectados en las células 

Sh-Herp. Estos resultados sugieren que Herp es importante en la mantención del 

metabolismo mitocondrial normal.  Al  preincubar las células con BAPTA-AM o XeB, los 

cambios en el metabolismo mitocondrial observados en las células Sh-Herp se revierten. 

Por lo tanto, Herp regula el metabolismo mitocondrial por regulación de la homeostasis del 

Ca2+  intracelular y la regulación de IP3R. Estos datos sugieren que Herp regula las señales 

de Ca2+ intracelular de forma basal y no solo en respuesta a algún estímulo y, por otro lado, 

Herp también regula el flujo de Ca2+ mitocondrial vía IP3R y, de esta manera, mantiene la 

función mitocondrial normal.  Finalmente el aumento en el influjo basal del Ca2+ mitocondrial 

está aumentado en las células Sh-Herp, lo que activa a varias enzimas del ciclo de Krebs lo 

que tiene por consecuencia un aumento en el consumo de oxígeno.  Este aumento 

finalmente se traduce en un aumento en la síntesis de ATP mitocondrial. La pérdida en la 

regulación de los niveles de IP3R debido a la reducción de los niveles de Hero produce un 

aumento de los niveles de Ca2+ mitocondrial poco regulados, lo que produce una mayor 

apertura del PTM y pérdida en el potencial mitocondrial.  Esta pérdida al parecer no afecta 

la síntesis de ATP mitocondrial.  Entonces parece lógico sugerir que el aumento de la 

función mitocondrial en las células Sh-Herp produzca un “switch” metabólico y que este 

cambio metabólico hace  a estas células más sensible al estrés.  Esta idea nos llevó a 

pensar que las células Sh-Herp frente al cambio metabólico podían estar revirtiendo el 

efecto Warburg. Varios antecedentes sugieren que esta hipótesis podría ser correcta.  

Primero, el aumento en la actividad mitocondrial, principalmente el consumo de oxigeno es 

indicativo del cambio en el metabolismo y, por otra parte, el aumento en la síntesis de ATP 

mitocondrial (Xie et al, 2011).  Estos datos indican que las células Hela que normalmente 

presentan un metabolismo glicolítico y que no utilizan a la mitocondria como fuente principal 

de ATP, al disminuir los niveles de Herp cambian este metabolismo a uno más dependiente 

de la actividad mitocondrial. Otros datos interesantes fueron la disminución en la 

proliferación de las células Sh-Herp respecto a las células controles y el aumento en su 

sensibilidad a los antineoplásicos.  Tanto en células Hela y U2OS knock down para Herp 

hubo diferencias significativas en la sensibilidad a distintos antineoplásicos (Taxol, 

Cisplatino, Etopósido y Vinblastina).  Por otra parte, las células Sh-Luc y Sh-Herp tratadas 

dicloroacetato (Figura S3) mostraron que ambas se hacen más sensibles al tratamiento con 

H2O2. Esto corrobora la idea de que los cambios metabólicos y el revertir el efecto Warburg 

son relevantes en la sensibilidad celular frente a agentes que inducen muerte celular (Xie et 
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al, 2011).  Además muestra que el disminuir la proteína Herp en células neoplásicas tiene  

efectos similares en la viabilidad al uso de drogas que revierten el efecto Warburg (Figura 

42). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Células Sh-Herp presentan un aumento en la función mitocondrial 
caracterizada por aumentos en el consumo de oxígeno, síntesis de ATP y producción 
intracelular de ROS. Estos cambios son debidos a una desregulación en los niveles de 

IP3R y aumentos de Ca2+ mitocondrial. Por otro lado también se observa una disminución 
en el potencial mitocondrial debido a una mayor apertura del poro de transición mitocondrial 
(PTM) que no afecta la síntesis de ATP. Herp basalmente regula el metabolismo energético 
mediante la regulación de los niveles de IP3R. 
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Figura 42. Células Sh-Herp proliferan menos y son más sensibles a la muerte 
producida por los antineoplásicos: Células Hela y U2OS proliferan menos cuando se 

disminuyen los niveles de Herp. Al mismo tiempo se mostró que las células Sh-Herp son 
más sensibles a la muerte causada por antineoplásicos. Este efecto se podría deber a que 
la disminución de Herp produce cambios metabólicos que revierten el efecto Warburg en 
las células neoplásicas. 
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7.5.  Modelo final y proyecciones  

 

Esta tesis aunque está dividida en dos partes, por un lado la respuesta de Herp frente 

a las ROS  y su relevancia como citoprotector frente a este estímulo y, por otro lado, la 

función basal de Herp en la mantención del metabolismo mitocondrial estable, es parte de 

una sola idea central que se ha discutido en los últimos años en los diferentes artículos 

referidos a las funciones de la proteína Herp.  Esta idea describe a la proteína Herp como 

un regulador de la homeostasis celular y que desregulaciones en sus niveles, ya sea 

disminuyendo o aumentando los niveles proteicos, tiene como consecuencia cambios 

metabólicos.  

 

La Figura 43 resume en un modelo los principales hallazgos del presente trabajo. En 

ella se observa Herp regula basalmente el metabolismo energético a través de su 

capacidad de mantener la homeostasis del Ca2+ por un mecanismo dependiente de su 

función reguladora de la degradación de proteínas.  Frente a situaciones de estrés, en 

nuestro caso aumento en las ROS, Herp aumenta sus niveles para contrarrestar sus 

efectos sobre el metabolismo de manera de mantener los niveles de Ca2+  intracelular y 

mitocondrial para así evitar apertura del PTM y muerte celular.  Por lo tanto Herp además 

de ser una proteína importante en la mantención de la homeostasis celular también es una 

proteína de respuesta muy rápida (pocas horas) al estrés como quedó demostrado en esta 

tesis y se describe en otros artículos relacionados.  Por otro lado, dada su función en la 

mantención del metabolismo describimos que en las células neoplásicas es importante para 

la mantención del metabolismo glicolitico y el efecto Warburg.  En base a estos hallazgos 

se propone a Herp como futuro blanco terapéutico en el desarrollo de fármacos 

antineoplásicos. 
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 Figura 43. Modelo final. Herp regula la degradación del IP3R y de esta manera el 
metabolismo celular y la respuesta celular al estrés oxidativo. Herp modula así los niveles 
del Ca2+  intracelular y el influjo de Ca2+ a la mitocondria, manteniendo el metabolismo en 
condiciones basales y de estrés. Las células con bajos niveles de Herp (Sh-Herp) 
presentan un aumento en los niveles de IP3R, produciendo mayor entrada de Ca2+  hacia la 
mitocondria de forma basal, aumentando la función mitocondrial. En condiciones de estrés 
oxidativo, Herp aumenta su expresión protegiendo a las células de la sobrecarga de Ca2+ 

mitocondrial y la muerte. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



121 
 

8. CONCLUSIONES 

 

 Los niveles de Herp aumentan en respuesta a la exposición exógena o  generación 

intracelular de H2O2  tanto en modelos in vitro como in vivo. 

 Esta respuesta se caracteriza por ser rápida y dependiente de la maquinaria de 

traducción y transcripción génica. 

 Herp ejerce un efecto citoprotector frente a agentes que producen estrés oxidativo, 

siendo este efecto dependiente de la regulación de los niveles intracelulares de 

Ca2+. 

 Herp regula los niveles del Ca2+ intracelular y mitocondrial por regulación de los 

niveles de IP3R. 

 Herp protege de la muerte celular por regulación en la apertura del  

PTM debido a sus efectos en el influjo del Ca2+ mitocondrial dependientes del IP3R. 

 Herp controla basalmente el metabolismo mitocondrial 

 La disminución de los niveles de Herp en células HeLa conducen a aumentos en el 

consumo de oxígeno y síntesis de ATP y a una disminución en el potencial de 

membrana mitocondrial y mayor sensibilidad al tratamiento con antineoplásicos. 
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11. Figuras Suplementarias: 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura S1. Células Hela Knock down para Herp (Sh-Herp) y células Hela control (Sh-
Luc). Células Hela fueron infectadas con un lentivirus que contiene una secuencia de Short 

herping de Herp (Sh-Herp, barra negra) o una secuencia de Short herping para Luciferasa 
como control (Sh-Luc, barra blanca), las células fueron seleccionadas con puromicina para 
luego se prepararon extractos de proteínas totales. Los niveles de Herp y b-Tubulina se 
determinaron por Western blot, previa resolución mediante electroforesis SDS-PAGE en 
geles al 10%. El grafico representa la cuantificación densitométrica utilizando el programa 
Imaje J. Los resultados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, 
*p<0,05 respecto al Sh-Luc. 
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Figura S2. Muerte de células Sh-Luc y Sh-Herp vista por azul de tripan. Células Hela 

Sh-Herp, barra negra) o Sh-Luc son tratadas con  500 M de H2O2 por 3 h para luego ser 

teñidas con azul de tripan y vistas bajo microscopio óptico en cámara de Neubauer. El 
grafico representa la cuantificación densitométrica utilizando el programa Imaje J. Los 
resultados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, *p<0,05 respecto 
al tiempo 0. 
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Figura S3. Células control (Sh-Luc) son más sensibles a la muerte producida por 
H2O2 si las células son pretratadas con dicloroacetato. Células Hela Sh-Herp (barras 

negras) o Sh-Luc (barras blancas) fueron preincubadas con 100 M de Dicloroacetato 

(DCA) por 30 min. y posteriormente tratadas con 500 M de H2O2 por 3 h.  Para determinar 
el % de células muertas se utilizó el ensayo de incorporación de PI por citometría de flujo. 
Los resultados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, ***p<0,001; 
**p<0,005; *p<0,05  respecto al control (C). 
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Figura S4. Células Hela Sh-Herp y Sh-Luc, presentan iguales niveles de mitocondrias.  

Células Hela Sh-luc (barras blancas) y Sh-Herp (barras negras) son tratadas con la sonda 
MTG, que tiñe las mitocondrias. La fluorescencia es medida por citometría de flujo 
contando un total de 5000 eventos por punto. Los resultados corresponden al promedio de 
3 experimentos independientes, NS = no significativo 
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Figura S5. Controles de inmunocitoquimica para Citocromo C. Células Hela Sh-Herp 

(inferior) o Sh-Luc (superior) fueron preincubadas con 20 M de Ciclosporina A (CsA) o con 

100 M de Xestospongina B (XeB) por 3 h.  Para determinar perdida en la permeabilidad 

mitocondrial se hizo un inmunofluorecencia de Citocromo C. Los resultados corresponden a 
fotos representativas de 3 experimentos independientes. 
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Figura S6. Células Herp (Sh-Herp) presentan una caída en el potencial mitocondrial al 

ser tratadas con H2O2 por desregulación del IP3R y perdida de la permeabilidad 

mitocondrial. Células Hela Sh-Herp (superior) o Sh-Luc (inferior) fueron preincubadas con 

20 mM de Ciclosporina A (CSA) o con 100 mM de Xestospongina B (XeB) por 30 min. y 

posteriormente tratadas con 500 mM de H2O2 por 3 hrs.  Para determinar el potencial 

mitocondrial su utilizo la sonda TMRM y se midió por citometría de flujo. Los resultados 

corresponden a fotos representativas de 3 experimentos independientes. *p<0,05 respecto 

a Sh-Luc control; #p<0,05 y ##p<0,005 con  respecto a Sh-Herp control. 
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Figura S7.  Tratamiento con catalasa disminuye los niveles de H2O2. Células Hela 

fueron estimuladas con H2O2 500 M por 3 h y pretratadas con catalasa (2500 unidades) 

media hora antes del estímulo. Utilizando la sonda, 1,2,3 DHR y citometría de flujo se 
establecieron los niveles H2O2. Datos representan 3 experimentos independientes donde 
***p<0.001 respecto al control. 
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Figura S8.  Células Sh-Herp presentan un aumento en el calcio intracelular mayor al de las 

células control Sh-Luc en respuesta a un estímulo de H2O2. Células Hela Sh-Luc (línea gris)  
y Sh-Herp (línea negra) son cargadas con la sonda Fura-2 y posteriormente observadas al 
microscopio. Se registra una línea base de 60 seg. y luego se  registran la cinética de calcio 
producida por  un pulso de  500 M de H2O2 por 540 seg. Los resultados corresponden al 
promedio de 3 experimentos independientes.  
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Figura S9.  Células Hela “Knock down” para Herp (Sh-Herp) son más sensibles a la muerte 
producida por ANGII. A- Células Hela Sh-Herp (barra negra) o Sh-Luc (barra blanca) fueron 
tratadas con 100 y 200 nM de ANGII por los tiempos 24hrs. Para determinar el % de células 
muertas se utilizó el ensayo de incorporación de PI por citometría de flujo. Los resultados 
corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, ***p<0,001 respecto al 
control.  
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Materiales y métodos suplementarios: 

 

1- Elección de controles de carga para Wester Blot: 

Se realizó una curva de concentración de H2O2 en células Hela a concentraciones 

de 10, 50, 100. 250, 500 y 1000 M. Se extrajeron proteínas y se realizó un 

Western Blot como se indica en materiales y métodos. Se utilizó como anticuerpo 3 

diferentes controles de carga -Tubulina y GAPDH observándose que no existía 

diferencias los niveles de estas proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura S10: Western blot de controles de carga. Células Hela fueron tratadas con 
diferentes concentraciones de H2O2 para posteriormente ser lisadas. Los niveles de beta- 
tubulina y GAPDH se determinaron por Western blot, previa resolución mediante 
electroforesis SDS-PAGE en geles al 10%.  
 

Se utilizó GAPDH como control de carga preferencial, dado que -Tubulina posee un peso 

parecido al de la proteína Herp. En algunos experimentos se utilizó -Tubulina en vez de 

GAPDH por la disponibilidad del anticuerpo en el momento del experimento. 

 

En los experimentos realizados en el laboratorio de la Dra. San Martin en la universidad de 

Emory, USA se utilizó Actina como control de carga, dado que no se encontraban 

disponibles los otros anticuerpos. Se realizó un control similar utilizando diferentes 

concentraciones de H2O2 para probar la utilidad de actina como control de carga, no hubo 

variaciones en el nivel de actina a diferentes concentraciones de H2O2 (datos no 

mostrados). 
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2- Elección de controles de carga para PCR: 

 

Para la realización de los qPCR se probaron una serie de genes housekeeping 

(control de carga), con el fin de utilizar el mejor para los estimulos de H2O2 y ANGII. 

En el caso de muestras de cDNA humanos se utilizaron los genes hausekeeping de 

la tabla 1 y en el caso de los cDNA de origen de los ratones se utilizaron los de la 

tabla 2. 

 

 Se hicieron curvas de concentración de H2O2 y ANGII y se realizaron los PCR de 

cada uno de los genes hausekeeping, eligiendo como genes control solo aquellos 

que no variaran frente a las diferentes concentraciones de los estímulos y que 

tuvieran curvas de melting (temperatura) con un pick único. 

 

De esta forma se consideró en el caso de las muestras humanas a B2M, RPL y 

PGK como buenos house keeping para el experimento. En el caso de las muestras 

de ratón se consideró a PPIA, RPL y B2M como buenos housekeeping para el 

experimento.  En general todos los hausekeeping elegidos arrojaron resultados 

similares. En esta tesis se presentaron los datos relativizados por RPL dado que 

eran consistentes entre ambas especies.  
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Tabla 1 

 

 

 

Tabla 2 

Forward reverse nombre     primer producto 

AAGAGCTATGAGCTGCCTGA TACGGATGTCAACGTCACAC actin, beta 
  

ACTB+1-

2 160 bp 

GGCCTGTATGCTATCCAGAA GAAAGACCAGTCCTTGCTGA 
beta-2 
microglobulin 

  

B2M+1-2 198 bp 

CTGGAGAAACCTGCCAAGTA TGTTGCTGTAGCCGTATTCA 
glyceraldehyde phosphate 
dehydrogenase 

GP+21-
22 223 bp 

AATGAGCCTTCCTCTGCTCT AACTGGCTATTCAGCTGTGG 

glucuronidase, 

beta 
  

GUSB+1-

2 227 bp 

GCTGACCTGCTGGATTACAT TTGGGGCTGTACTGCTTAAC 

hypoxanthine 
phosphoribosyl transferase 

1 

HPRT+1-

2 242 bp 

GCAGATTGTTTGGAATGGTC TGCTCACATGGCTGACTTTA 
phosphoglycerate 
kinase 1 

 

PGK+11-
12 185 bp 

AGCTCTGAGCACTGGAGAGA GCCAGGACCTGTATGCTTTA 
peptidylprolyl 
isomerase A 

 
PPIA+1-2 178 bp 

ATGACAAGAAAAAGCGGATG CTTTTCTGCCTGTTTCCGTA 

ribosomal protein 

L13a 
 

RPL+1-2 215 bp 

 

 

Forward reverse Nombre    primer  producto 

GGACTTCGAGCAAGAGATGG AGCACTGTGTTGGCGTACAG actin, beta 
 

ACTB+3-

4 234 bp 

TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT 
beta-2 
microglobulin 

 

B2M+3-4 86 bp 

GAGTCAACGGATTTGGTCGT TTGATTTTGGAGGGATCTCG 

glyceraldehyde 
phosphate 
dehydrogenase 

GP+23-
24 238 bp 

AAACGATTGCAGGGTTTCAC CTCTCGTCGGTGACTGTTCA 
glucuronidase, 
beta 

 

GUSB+3-
4 171 bp 

TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 

hypoxanthine 

phosphoribosyl 
transferase 1 

HPRT+3-
4 94 bp 

CTGTGGGGGTATTTGAATGG CTTCCAGGAGCTCCAAACTG 

phosphoglycerate 

kinase 1 

PGK+13-

14 198 bp 

TTCATCTGCACTGCCAAGAC TCGAGTTGTCCACAGTCAGC 
peptidylprolyl 
isomerase A PPIA+3-4 158 bp 

CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA 
ribosomal protein 
L13a RPL+3-4 126 bp 

TATAATCCCAAGCGGTTTGC GCTGGAAAACCCAACTTCTG 

TATA box 

binding protein TBP+3-4 170 bp 

CGCTGGTCAGTTCGTGATTA GCATTCCCGAAATCTGTTGT 
transferrin 
receptor 1 

TFRC+3-
4 210 bp 
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