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1. RESUMEN 

 Tacrolimus (FK506) es un inmunosupresor ampliamente estudiado y de mucha 

eficacia al ser utilizado en terapias de trasplantes o enfermedades autoinmunes. Su 

mecanismo de acción inhibitorio de la respuesta inmunitaria está bien caracterizado 

pero no permite explicar las consecuencias asociadas a su uso. Una secuela importante 

es la nefrotoxicidad crónica en la que destacan efectos fibrogénicos con aumentos 

considerables de la expresión de TGF-β. Esta es una citoquina muy importante, 

ampliamente expresada en nuestro organismo, que actúa a través de sus receptores de 

membrana (TβR), induciendo señalizaciones a través de Smad2/3. Específicamente, 

TβRI se encuentra regulado por FKBP12, la que bloquea su activación. Rapamicina 

(SRL) es un inmunosupresor que se une a FKBP12 en el mismo bolsillo molecular que 

FK506, pero no ejerce el mismo mecanismo de acción ni efectos secundarios. 

 En base a estos antecedentes el objetivo de esta investigación fue comparar la 

variación en la fosforilación de Smad2/3 y expresión de FKBP12 en células HK-2 

tratadas con FK506 o SRL. A través de inmunodetecciones observamos que ambos 

fármacos fueron capaces de aumentar p-Smad2/3, siendo el aumento por FK506 más 

notorio que por SRL. Además, se demostró que los dos inmunosupresores disminuyen 

la expresión génica de FKBP12 y aumentan sus niveles proteicos a distintos tiempos en 

células renales de túbulo proximal HK-2. Esta investigación sugiere que FK506 

secuestra a FKBP12 lo que provoca una activación de TβR sin presencia de ligando. 

Esperamos seguir investigando sobre otros mecanismos de FK506 que puedan explicar 

sus efectos secundarios, como el bloqueo de la vía de secreción de proteínas. 
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1.1 SUMMARY 

 Tacrolimus (FK506) is an immunosuppressant drug widely studied and very 

effective in transplant therapies or autoimmune diseases. The action mechanism that 

inhibits the immune response; which starts with binding of its intracellular receptor 

FKBP12, it is well characterized but it does not explain the side effects associated to this 

treatment. An important side effect is chronic nephrotoxicity highlighting fibrogenic 

effects with significant increases in TGF-β expression. TGF-β is an important cytokine 

extensively expressed in secretory human tissues, it acts through its membrane 

receptors (TβR), leading signaling through Smad2/3. Specifically, TβRI is regulated by 

FKBP12, blocking its activation. Rapamycin (SRL) is an immunosuppressant drug that 

binds FKBP12 in the same molecular pocket FK506 does, however SRL neither perform 

the same mechanism of action nor side effects.  

 Based on this background, the focus of this investigation was to compare 

variation on Smad2/3 phosphorylation and FKBP12 expression in HK-2 cell treated with 

FK506 or SRL. Through immunodetections we noticed that both drugs were able to 

increase p-Smad2/3, being FK506 treatment the most significant. Also we showed that 

both immunosuppressant drugs decreased FKBP12 gene expression and both 

increased FKBP12 protein level in proximal tubular cell, HK-2. This research suggests 

FK506 abducts FKBP12 and provoke TβR activation without ligand presence. We hope 

to keep looking additional evidence that allows explaining its side effects, like blockage 

of the secretory pathway. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

 

2.1 La respuesta inmunitaria 

 El sistema inmunitario se compone de una red de proteínas, células, tejidos y 

órganos que trabajan en conjunto para proteger al organismo de sustancias 

potencialmente nocivas, que pueden ser moléculas tóxicas, partes de un patógeno e 

incluso proteínas del propio organismo, denominadas antígenos, así como de 

microorganismos causantes de daño. La labor del sistema inmunitario se divide en dos 

grandes procesos: la respuesta inmunitaria innata y la respuesta inmunitaria adquirida. 

La primera se refiere a una labor rápida e inespecífica, que evita que los antígenos y 

patógenos ingresen en el organismo a través de barreras que incluyen la piel, el reflejo 

de la tos, el ácido gástrico, las mucosidades, entre otras. Por su parte, la respuesta 

inmunitaria adquirida se construye a partir de la exposición a antígenos una vez que 

éste ha traspasado las barreras inespecíficas, esta exposición gatilla una serie de 

procesos celulares específicos que llevan a la destrucción o inactivación del antígeno. 

Esta señal de reconocimiento que posee el antígeno permite que se destruyan 

elementos más complejos, por ejemplo, una bacteria será destruida porque se reconoce 

como antígeno alguna de sus proteínas de superficie (Abbas et al., 2012). 

 La capacidad de reconocimiento de antígenos que tiene el sistema inmunitario, 

se debe fundamentalmente a que es capaz de diferenciar elementos nocivos al 
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organismo de elementos inofensivos (Matzinger, 2002). Sin embargo, este 

reconocimiento específico puede ser una desventaja, por ejemplo, en el caso de los 

trasplantes, pues al tratarse de un órgano foráneo presenta antígenos que lo señalan 

como nocivo, haciéndolo susceptible a la destrucción por parte del sistema inmunitario 

del huésped. Otra situación similar ocurre cuando el sistema inmunitario se descontrola, 

reconociendo elementos propios como si fuesen antígenos, intentando destruirlos, por 

ejemplo en artritis reumatoide se producen anticuerpos contra la inmunoglobulina G. 

Este tipo de anormalidades da origen a las enfermedades autoinmunes. Para ambos 

casos, la estrategia que se utiliza es disminuir la respuesta inmunitaria del paciente, de 

tal forma que no sea capaz de reconocer o de destruir el órgano. Dentro de las primeras 

estrategias terapéuticas para conseguir la supresión del sistema inmunitario, se 

encuentra el uso de cortisona, utilizada por primera vez a mediados del siglo XX como 

tratamiento para la artritis reumatoide (Boland y Headley, 1949). La cortisona es una 

hormona del grupo de los corticoides  que provocan un efecto similar a las hormonas 

que producen las glándulas suprarrenales para combatir el estrés, incluyendo la 

supresión del sistema inmunitario y la respuesta inflamatoria. 

 Las células presentadoras de antígenos (Antigen-Presenting Cells, APC), por 

ejemplo las células dendríticas, son las encargadas de reconocer, internalizar y 

procesar patógenos que atraviesan las barreras del sistema inmunitario innato, 

exponiendo sus fragmentos en la membrana. Al exteriorizar los antígenos, las APC son 

ayudadas por las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (Major 

Histocompatibility Complex, MHC), las cuales interaccionan con el antígeno para 

presentarlo en la superficie celular (Janeway et al., 2001). Esta señal es reconocida por 
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las células regulatorias de la respuesta adaptativa, los linfocitos, en una estructura 

denominada Sinapsis Inmunológica. En esta sinapsis el MHC asociado al antígeno es 

reconocido por el receptor de linfocitos T (T-Cell Receptor, TCR), el cual es único para 

cada fragmento antigénico. La señal se transmite entonces dentro de la célula, se 

produce un aumento de calcio lo que permite la activación de Calcineurina (CaN). Esta 

fosfatasa cataliza la desfosforilación del factor nuclear de células T activadas (Nuclear 

Factor of Activated T-Cells, NFAT), quien transloca al núcleo y activa la transcripción de 

una serie de citoquinas como Interleuquinas (IL-2, IL-3, IL-4), Factor Estimulador de 

Colonias de Granulocitos Macrófagos (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating 

Factor, GM-CSF), Factor de Necrosis Tumoral α (Tumor Necrosis Factor α, TNF-α), 

Interferón (IFN), entre otras (Reem et al., 1983; Elliott et al., 1984; Tocci et al., 1989; 

Yoshida et al., 1998).  La IL-2 es reconocida por su receptor (IL-2R) en células T 

iniciando la transducción de señal que activa al complejo mTORC (mammalian Target of 

Rapamycin Complex) promoviendo la fosforilación y activación de una serie de señales 

que en conjunto aumentan la proliferación (Liao et al., 2011). 

 

2.2 Inmunosupresión 

 Los fármacos inmunosupresores revolucionaron el trasplante de órganos a 

medida que se fueron descubriendo y estudiando (Figura 1). Actualmente existen 

varios tipos y se clasifican respecto a su mecanismo de acción en 5 grupos: (I) 

Reguladores de la expresión génica; (II) Agentes alquilantes; (III) Inhibidores de la  
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Figura 1: Mecanismo utilizado por fármacos inmunosupresores. La presentación 

de antígenos por las APC se ve bloqueada por agentes biológicos como OKT3. El 

reconocimiento del antígeno produce una transducción de señales que se ve 

interrumpida por Anticalcineurínicos como FK506 (Tacrolimus). Río abajo de esta 

señalización, los esteroides bloquean la transcripción del gen de IL-2. SRL 

(Rapamicina) inhibe la vía de señalización de IL-2 bloqueando la actividad de mTORC1, 

mientras que MMF (Micofenolato Mofetil) y AZA (Azatioprina) impiden la síntesis de 

novo de purinas, interrumpiendo la etapa final de la respuesta inmunitaria. 
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síntesis de novo de purinas; (IV) Inhibidores de la síntesis de novo de pirimidinas; (V) 

Inhibidores de quinasas y fosfatasas (Allison, 2000).  

 Los fármacos inmunosupresores más utilizados en Chile son los corticoides, que 

pertenecen al primer grupo. Su mecanismo de acción se basa en la inhibición de genes, 

principalmente inhibe la expresión de IL-2, la cual es clave para la respuesta inmunitaria 

adquirida ya que participa en la activación de los linfocitos (Liao et al., 2011). 

Ciclofosfamida (Cy) es un representante del segundo grupo, en este caso, los 

fragmentos que genera la enzima CYP450 al metabolizar la ciclofosfamida, son 

capaces de generar entrecruzamientos en las cadenas de ADN condicionando la 

muerte celular y suprimiendo la respuesta inmunitaria (Chabner et al., 1996). 

Micofenolato Mofetil (MMF) y Azatioprina (AZA) son inhibidores de la síntesis de novo 

de nucleótidos. La mayoría de las células poseen dos vías de síntesis de nucleótidos, 

una de salvataje y otra de novo. Una excepción son los linfocitos T activados, los cuales 

no poseen la vía de salvataje y utilizan exclusivamente la síntesis de novo. Debido a 

ello, tanto MMF como AZA funcionan ejerciendo su acción principalmente en este tipo 

celular inhibiendo así la respuesta inmunitaria (Maltzman y Koretzky, 2003). 

Ciclosporina A (CsA) pertenece al quinto grupo por su acción inhibitoria de la fosfatasa 

Calcineurina gracias a una proteína intracelular que actúa como receptor del fármaco 

denominada ciclofilina. Calcineurina también es inhibida por Tacrolimus (FK506), que 

utiliza un mecanismo similar a CsA pero se une a la inmunofilina 12 (FKBP12, FK506-

Binding Protein 12), otro receptor intracelular de la misma familia de ciclofilinas, pero 

que posee funciones diferentes. Ambos fármacos previenen la producción de IL-2 (Liu 

et al., 1991). Cabe destacar que otro inmunosupresor importante es Rapamicina o 
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Sirolimus (SRL) que al igual que FK506 se une a FKBP12, pero no inhibe la fosfatasa, 

sino que inhibe con alta especificidad la quinasa mTOR (mammalian Target Of 

Rapamycin) lo que bloquea la transducción de señales en respuesta a IL-2 (Abraham y 

Wiedderecht, 1996). 

 En los últimos años ha surgido un nuevo grupo de fármacos, denominado 

“agentes biológicos”. Este grupo incluye anticuerpos desarrollados para inhibir algún 

receptor. Por ejemplo, Rituximab es un anticuerpo que reconoce la molécula CD20 

(Maloney et al., 1997), Infliximab bloquea el receptor de TNF-α (Knight et al., 1993) y 

OKT3 se une y bloquea a la molécula CD3 que se encuentra interactuando con el 

receptor de antígenos en los linfocitos T (Norman, 1995). 

 

2.2.1 Tacrolimus (FK506) 

 Actualmente, Tacrolimus es el inhibidor de Calcineurina más ampliamente 

utilizado, tanto para el trasplante hepático (Martin et al., 2004) como para transplantes 

renales, donde el 86% de los pacientes de transplantes renales son tratados con este 

fármaco (Andreoni et al., 2007; Axelrod et al., 2010). 

 Tacrolimus o FK506 es un macrólido descubierto en 1987 por un grupo japonés, 

a partir de una bacteria llamada Streptomyces tsukubaensis (Kino et al., 1987). Su 

efecto inmunosupresor lo realiza a través de su unión a FKBP12, complejo que se une 

a Calcineurina e impide su acción (Fruman et al., 1992), inhibiendo por consiguiente los 

eventos dependientes de esta señal como la expresión de IL-2 (Yoshida et al., 1998). 
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Esta vía de acción se encuentra bien caracterizada, pero no permite explicar los efectos 

secundarios que manifiesta el uso de este fármaco (Fischereder y Kretzler, 2004). 

 Para FK506 se han descrito efectos diabetogénicos (Drachenberg et al., 1999; 

Hoitsma y Hilbrands, 2006), neurológicos (Wijdicks et al., 1995; Wijdicks et al., 1999; 

Wong et al., 1999; Jain et al., 2000) y nefrotóxicos (Bennett et al., 1996; Myers et al., 

1984). Dentro de estos, la nefrotoxicidad crónica afecta entre 10% a 40% de los 

pacientes con trasplante renal (First et al., 1994; Vincenti et al., 1996) y entre 18% a 

43% de pacientes con trasplante de hígado (Platz et al., 1994; Alessiani et al., 1993; 

Porayko et al., 1994), manifestándose por insuficiencia renal y/o hipertensión arterial 

(Morales et al., 2001). 

 El efecto de Tacrolimus en el riñón ha sido ampliamente estudiado, pero aún no 

se conoce el mecanismo de su nefrotoxicidad. Una de las lesiones más importantes 

asociadas a la nefrotoxicidad por FK506 es la fibrosis intersticial (Roos-van Groningen 

et al., 2006), donde se observa un marcado aumento tanto de colágeno como de otros 

marcadores fibróticos y un aumento considerable de la expresión de TGF-β (Khanna et 

al., 2002). Se han visto acciones antiproliferativas en el epitelio tubular renal (McCauley 

et al., 1991), daño en el endotelio, aumento de agregación plaquetaria y daño en la vía 

fibrolítica (Shaw et al., 1996).  

 En relación a los mecanismos de acción descritos de Tacrolimus que podrían 

explicar sus efectos secundarios, se ha observado que produce un bloqueo parcial en la 

vía secretoria de proteínas (Rauch et al., 2009; Cutiño, 2011; Sandoval, 2014). En este 

tipo de estudios se ha utilizado Brefeldina A para comparar el bloqueo de secreción de 
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proteínas por FK506 en diversos tipos celulares. Brefeldina A (BFA) produce un efecto 

bien caracterizado, causa un desensamblaje del complejo de Golgi y una redistribución 

de las proteínas residentes de éste, esto provoca la inhibición de la secreción de 

proteínas (Klausner et al., 1992; Pelham, 1991), razón por la cual es  una herramienta 

útil para comparar este efecto.  

 

2.2.2 Rapamicina (Sirolimus, SRL) 

 FKBP12 también es receptor de Rapamicina o Sirolimus (SRL), que fue 

descubierto en 1975 como un novedoso antibiótico y antimicótico. Es producido por 

Streptomyces hygroscopicus aislada de la isla Rapa Nui, de allí el nombre del fármaco 

(Sehgal et al., 1975; Baker et al., 1978). Este macrólido es similar a Tacrolimus y se une 

al mismo sitio en FKBP12, pero no inhibe a Calcineurina (Dumont et al., 1990). Al unirse 

a FKBP12 el complejo se une a la quinasa mTOR e inhibe su acción (Bierer et al., 1990; 

Hay y Sonenberg, 2004). La proteína mTOR es una serina/treonina quinasa presente 

en dos grandes complejos (mTORC1 y mTORC2), donde sólo el complejo 1 es inhibido 

por Rapamicina (Abraham, 1998).  

 En la respuesta inmunitaria, una de las funciones más importantes de mTORC1 

es participar en la transducción de señales en respuesta a la activación del receptor de 

IL-2 (Liao et al., 2011), fosforilando otros factores que en conjunto permiten el paso del 

ciclo celular de G1 a S. La acción de Rapamicina inhibiendo a mTOR previene el 

avance del ciclo celular, bloqueando así la proliferación y por ende la respuesta 

inmunitaria (Dumont et al., 1990; Bierer et al., 1990). 
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 El tratamiento con Sirolimus presenta bastantes efectos secundarios, 

principalmente produce efectos respiratorios (Sola et al., 2006), metabólicos (Alkhatib, 

2006) y cardiovasculares (Wheatcroft et al., 2006) que difieren de los efectos de 

Tacrolimus. En el riñón, se han reportado propiedades benéficas importantes, como 

disminuir y prevenir la fibrosis renal (Ozdemir et al., 2011; Chen et al., 2012; Liu et al., 

2014). 

 

2.3 FKBPs (FK506 Binding Proteins) 

 Como se mencionó previamente, Tacrolimus y Rapamicina se unen a proteínas 

llamadas FKBPs o inmunofilinas (FK506 Binding Proteins) (Bierer et al., 1990; 

Schreiber, 1991), las cuales pertenecen a una familia de proteínas altamente 

conservada llamadas ciclofilinas, por su capacidad de unir fármacos inmunosupresores 

(Galat, 2003). 

 La mayoría de las FKBPs son capaces de unir FK506 y muestran actividad 

Peptidil Prolil cis/trans Isomerasa (PPIasa) (Harding et al., 1989; Siekierka et al., 1989). 

Se caracterizan por tener un dominio de unión a FK506 llamado FKBD (FK506 Binding 

Domain) que además es responsable de la actividad PPIasa. Algunas FKBPs poseen 

sólo un dominio FKBD, como FKBP12, y otras poseen dominios adicionales con otras 

funciones como chaperonas, o dominios de localización subcelular, por ejemplo 

dominios de transmembrana en el caso de FKBP13. También hay FKBPs que carecen 

de residuos de aminoácidos conservados en el dominio FKBD y no pueden unir FK506 

ni tienen actividad PPIasa como FKBP38 (Kang et al., 2005; Lam et al., 1995). El 
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dominio PPIasa de las FKBPs está involucrado en el plegamiento de proteínas 

catalizando la isomerización cis/trans de enlaces Xaa-Pro. Esto ocurre a través de la 

unión del péptido sustrato en el bolsillo hidrofóbico de la PPIasa (Galat, 2003). Las 

PPIasas reconocen un rango muy diverso de proteínas intra y extracelulares, mientras 

que sus interacciones moleculares con el sustrato por lo general son bastante débiles, 

por lo que se necesita una gran cantidad de enzima para la catálisis. 

 

2.3.1 Clasificación de FKBPs 

 Hay dos criterios de clasificación de FKBPs, uno de ellos considera todas las 

FKBPs actualmente descritas o secuenciadas, incluyendo aquellas que pertenecen a 

otras especies, como bacterias, hongos u otros mamíferos. En total corresponden a 45 

proteínas que se distribuyen en 6 grupos y se clasifican de acuerdo a su estructura 

terciaria, predicha por el programa TASSER (Threading/ASSEmbly/Refinement) y 

comparadas con ciertas FKBPs bien caracterizadas (Somarelli et al., 2008). 

 Otro criterio utilizado para clasificar las FKBPs consiste en dividirlas de acuerdo a 

sus dominios de localización subcelular. Esta distribución considera 15 secuencias de 

FKBPs de mamíferos (Figura 2) y se agrupan en 4 grupos (Rulten et al., 2006). El 

primero corresponde a las proteínas que tienen ubicación citoplasmática y sólo tienen 

dominios FKBD como lo son FKBP12 Y FKBP12.6 (Standaert et al., 1990; Arakawa et 

al., 1994); el segundo grupo de las FKBPs nucleares, posee dominios N-terminal con 

función desconocida y una o más secuencias de localización nuclear, como FKBP25 y 

FKBP135 (Jin et al., 1992; Ishikawa et al., 1998); las FKBPs con dominio TPR
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Figura 2: Esquema de dominios estructurales de 15 FKBPs humanas. Los dominios 

estructurales que acompañan al dominio PPIasa permiten subdividir la familia FKBP en 

cuatro grupos, el primero sólo incluye el dominio PPIasa, el segundo tiene dominio de 

localización nuclear, el tercero posee regiones TPR y en el cuarto las secuencias tienen 

péptido se señal en el N-terminal y motivos de retención en el retículo en el C-terminal 

(Rulten et al., 2006). 
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 (Tetratricopeptide) forman el tercer grupo y poseen dos o tres dominios FKBP y TPR en 

C-terminal, algunos ejemplos son FKBP36, FKBP38 y FKBP51 (Lam et al., 1995; Meng 

et al., 1998; Nair et al., 1997); el grupo más grande pertenece a las FKBP de la vía 

secretoria, las cuales poseen péptido de señal, N-terminal rico en leucina y motivos de 

retención en el Retículo Endoplasmático (RE) en C-terminal, entre otras 

particularidades. Algunos miembros de este grupo son FKBP19, FKBP22 y FKBP65 

(Rulten et al., 2006; Davis, 2000; Patterson et al., 2002). 

 

2.3.2 FKBP12 

 La primera inmunofilina descrita fue FKBP12 en el año 1989 (Harding et al., 

1989, Siekierka et al., 1989), desde entonces se ha estudiado por su acción de receptor 

de fármacos como por su interesante función celular. En el campo de la 

inmunosupresión, esta proteína es muy importante, ya que participa esencialmente en 

dos tipos de inmunosupresión, una mediada por Tacrolimus y la otra mediada por 

Rapamicina. 

 FKBP12 se encuentra abundantemente en el citoplasma de varios tipos 

celulares, asociándose constitutivamente con importantes receptores como el de 

Inositol 1,4,5-trifosfato (Cameron et al., 1995), el receptor de Rianodina (Collins, 1991; 

Brillantes et al., 1994; Wehrens et al., 2003). Su interacción con éstos, le permite ser 

parte de la regulación del flujo de calcio intracelular, ya que al romperse la asociación 

se influencia la salida de calcio desde los canales (Steinmann et al., 1991; Clipstone y 

Crabtree, 1992). Otra proteína que interacciona con FKBP12 es la GTPasa Ras. Frente 
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a la palmitoilación de Ras se asocia FKBP12 y promueve la depalmitoilación y el tráfico 

retrógrado, probablemente por su actividad PPIasa, ya que al modificar residuos prolina 

ubicados en Ras se bloquea la acción, pero no la unión de FKBP12 a Ras (Ahearn et 

al., 2011). 

 Experimentos en ratones con deleciones del gen que codifica FKBP12 sugieren 

que esta proteína es esencial para la vida, ya que generalmente los ratones mueren a 

nivel embrionario manifestando una serie de anormalidades principalmente cardíacas 

(Shou et al., 1998). Este efecto podría ser explicado por una regulación del ciclo celular 

por parte de FKBP12. 

 Interesantemente, la inmunofilina 12 también se encuentra asociada al receptor 

tipo I de TGF-β (Wang et al., 1996), uniéndose al dominio GS en la región 

citoplasmática del receptor y reprimiendo la señal. La sobre expresión de FKBP12 

inhibe fuertemente la señal de TGF-β, mientras que la falta de FKBP12 (FKBP12-/-) o 

su disociación, potencia la señal del ligando (Aghdasi et al., 2001). En efecto, frente a la 

unión de TGF-β, el receptor de TGF-β tipo II fosforila el dominio GS al receptor tipo I y 

propaga la señal, sólo si FKBP12 no se encuentra unida al receptor tipo I (Huse et al., 

2001). 
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2.4 Factor de Crecimiento Transformante β (TGF-β) 

 El Factor de Crecimiento Transformante β (TGF-β) es una citoquina 

multifuncional (pleiotrópica), involucrada en diversos procesos en la mayoría de las 

células como proliferación, diferenciación celular, entre otros.  

 TGF-β es secretado como un complejo latente que incluye al péptido asociado a 

la latencia (Latency Associated Peptide, LAP) y un precursor inactivo de TGF-β (Avallet 

et al., 1994). Este complejo denominado Complejo Latente Pequeño (Small Latent 

Complex, SLC) se puede asociar a la proteína de unión al TGF-β latente (Latent TGF-β 

Binding Protein, LTBP) a través puentes disulfuro con LAP, formándose el Complejo 

Latente Grande (Large Latent Complex, LLC) (Kanzaki et al., 1990; Munger et al., 

1997). La liberación de TGF-β desde el complejo latente es esencial para el control de 

su bioactividad y es catalizado por proteinasas séricas como plasmina o 

trombospondina (Kondou et al., 2003; De Caestecker, 2004). TGF-β activo se une al 

complejo del receptor de TGF-β, dónde el receptor tipo II fosforila y transactiva al 

receptor tipo I para promover las cascadas de señalización correspondientes (Wrana et 

al., 1994). 

 A esta citoquina se le atribuye un papel inmunológico ya que suprime el 

crecimiento y diferenciación de muchos linajes de células inmunes, incluyendo células T 

y B (Sporn, 1999) mientras que en fibroblastos renales puede estimular la proliferación 

(Strutz et al., 2001). Adicionalmente es responsable de acumulación patológica de 

matriz extracelular (Ziyadeh, 2004), estimula la producción de colágeno y fibronectina 

en cultivo de células mesangiales humanas (Iglesias-De La Cruz et al., 2001) e induce 
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la expresión de integrinas y receptores que median interacciones celulares con 

proteínas de matriz extracelular (Peralta et al., 2001). Interesantemente se ha 

demostrado un  aumento de TGF-β tanto en el glomérulo como en el compartimento 

tubular de biopsias humanas y modelos experimentales de daño renal (Nakamura et al., 

1995; Sharma y Ziyadeh, 1994; Yamamoto et al., 1996). 

 

2.4.1 Receptor de Factor de Crecimiento Transformante β (TβR) 

 Los receptores de TGF-β son proteínas con un solo dominio transmembrana, 

tienen actividad serina/treonina quinasa y se conocen dos grupos, los receptores tipo I 

(TβRI) y tipo II (TβRII). Éstos forman complejos heteroméricos en presencia de los 

ligandos correspondientes y pueden interactuar con co-receptores endoglina y 

betaglicano, también llamados receptores tipo III (TβRIII) (Shi y Massagué, 2003; Gatza 

et al., 2010; Bernabeu et al., 2009). TβRIII, es un receptor auxiliar que estructuralmente 

es distinto a TβRI y TβRII. Carece del dominio quinasa, posee una región amplia en el 

extremo extracelular y una corta al interior de la célula. Su función es aumentar la unión 

del ligando a los receptores tipo I o tipo II, en algunos casos potencia la señal, mientras 

que en otros la inhibe (Gatza et al., 2010; Bernabeu et al., 2009; Santibanez et al., 

2007; Blanco et al., 2005).  

 TβRI y TβRII son estructuralmente similares, poseen un dominio extracelular que 

forma tres dedos (Three-finger Toxin), un dominio transmembrana de cadena simple y 

un dominio serina/treonina quinasa en el extremo intracelular (Greenwald et al., 1999). 

El receptor TβRI posee adicionalmente una región rica en glicinas y serinas, el dominio 
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GS (Glycine/Serine rich domain), el cual se encuentra estructuralmente arriba del 

dominio quinasa. En esta región se une inmunofilina 12 (Chen et al., 1997). 

 La señalización a través de los receptores de TGF-β ocurre cuando el ligando se 

une al receptor, formándose un complejo estable entre el receptor tipo I y tipo II. La 

disociación de FKBP12 permite la fosforilación de TβRI por TβRII en el dominio GS, 

provocando un cambio conformacional que previene la unión de FKBP12 y promueve la 

unión del sustrato Smad (Figura 3) (Chen et al., 1997; Huse et al., 2001; Kang et al., 

2009). En células renales, el receptor tipo I fosforila a Smad2/3, este dímero se une a 

Smad4 y juntos translocan al núcleo donde interactúan con Factores de Transcripción 

(Transcription Factors, TFs,) y actúan como reguladores transcripcionales (Liu et al., 

1997). Por lo tanto, el efecto de TGF-β dependerá de TFs que se expresen 

específicamente en el tejido o célula donde está señalizando.  

 La Proteína Quinasa C (PKC) es parte de una ruta de señalización paralela a 

Smad, que también es activada por el receptor de TGF-β pero no produce los mismos 

efectos en Smad2/3, ni tampoco fosforila a éste en el mismo sitio que TβR, siendo 

efectos independientes (Yakymovych et al., 2001). Para activar PKC se utiliza un 

análogo estructural de su activador natural Diacilglicerol (DAG), como es el Forbol 

miristato acetato (Phorbol Myristate Acetate, PMA) (Castagna et al., 1982) 
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Figura 3. Modelo de inhibición del receptor de TGF-β por FKBP12. TβRII posee 

intrínsecamente actividad quinasa, la cual tiene la capacidad de fosforilar la región GS 

de TβRI, activándolo. En ausencia de ligando, FKBP12 se une a la región GS en TβRI e 

impide su activación por TβRII. Al interactuar con el ligando se forma un complejo 

ligando-receptor estable, se disocia FKBP12 lo que permite la fosforilación del dominio 

GS, la activación de TβRI y por lo tanto la activación de las moléculas de señalización 

Smad (Chen et al., 1997). 
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2.5 Propuesta de trabajo 

 Los factores patogénicos de FK506 no han sido claramente establecidos, 

mientras que el mecanismo de acción clásico descrito para este inmunosupresor 

tampoco permite dilucidar la causa de los efectos adversos. Se cree que Tacrolimus 

estaría inhibiendo no solo la transcripción de genes a través de la inhibición de 

Calcineurina, sino también que estaría bloqueando la vía secretoria de proteínas a 

través de mecanismos que aún no se conocen completamente (Rauch et al., 2009; 

Sandoval, 2014), lo que impediría la secreción de proteínas, por ejemplo Calicreína en 

el riñón. 

  Más aún, tanto Tacrolimus como Rapamicina se unen al mismo receptor 

intracelular (FKBP12), en el mismo bolsillo molecular, pero ejercen efectos distintos a 

nivel celular, a nivel de efectos secundarios y de los órganos afectados por éstos. 

Interesantemente, en el riñón se producen efectos contrapuestos, por una parte FK506 

daña considerablemente este órgano y por otra SRL detiene la progresión de 

enfermedades renales (Chen et al., 2012).  

 Por otro lado, el receptor intracelular FKBP12, tiene variadas funciones y se 

encuentra asociado a distintas proteínas y complejos, lo cual lo hace un factor 

importante de estudio para comprender el mecanismo de acción de Tacrolimus. 

Además, como se menciona anteriormente, FKBP12 se encuentra interactuando con el 

receptor de TGF-β tipo I, cuya vía se ve aumentada en algunas enfermedades renales, 

lo que sugiere que  debería haber una relación entre  los efectos adversos observados 

con el tratamiento con Tacrolimus y  este receptor y su activación. 
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 Por lo tanto resulta interesante estudiar el efecto de Tacrolimus en tejido renal 

sobre la vía de activación de TGF-β y la expresión de FKBP12. Un buen modelo para 

esto es la línea celular HK-2, que posee el fenotipo de células de túbulo proximal renal.  

 

2.5.1 Hipótesis de trabajo 

 Tacrolimus secuestra a FKBP12 favoreciendo la activación de la vía de 

señalización de TGF-β y modulando la expresión de FKBP12.  

2.5.2 Objetivos generales  

 Determinar la activación de la vía se señalización de TGF-β y la variación de la 

expresión de FKBP12 frente a tratamiento con Tacrolimus y Rapamicina en la línea 

celular HK-2.  

2.5.3 Objetivos específicos  

1. Analizar los niveles de p-Smad2/3 en la línea celular de túbulo proximal HK-2 

tratadas con FK506 y Rapamicina. 

2. Analizar la expresión de ARN mensajero de FKBP12 en ausencia y presencia de 

FK506 y Rapamicina en la línea celular de túbulo proximal HK-2.  

3. Analizar los niveles de proteína de FKBP12 en la línea celular de túbulo proximal 

HK-2 en ausencia y presencia de FK506 y Rapamicina.  
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3. MATERIALES Y METODOS 

 

 

3.1. Materiales 

3.1.1. Material Biológico 

3.1.1.1. Cultivo celular 

Se utilizó la línea celular HK-2 (ATCC) de túbulo proximal de riñón humano, 

reconocida como un modelo fisiológico y empleada en varias investigaciones (Ryan et 

al., 1994). Esta línea celular fue creada a partir de cultivo primario de células de túbulo 

proximal, las cuales fueron expuestas a un retrovirus recombinante con los genes del 

virus del papiloma humano (HPV 16) E6/E7. Esta inserción de genes inmortaliza células 

epiteliales de diverso origen sin provocar cambios significativos en su fenotipo o función 

(Ryan et al., 1994).  

 

3.1.2. Materiales Químicos.  

 

 De Sigma-Aldrich se obtuvo Brefeldina A 100 μM 

 De Tecoland Labs se obtuvo Tacrolimus 10 mg/mL 
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 De Santa Cruz Biotechnology se obtuvo phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) 

y Rapamicina (SRL). 

 De Aldrich Chemicals (Milwaukee,WI, USA) se obtuvo DMSO 

De Biological Industries (Beit Haemek Kibbnitz, Israel) se obtuvo; medio 

Eagle modificado por Dulbecco enriquecido con F12 (DMEM F-12), y 

Antibiótico/Antifúngico (Penicilina 10000 u/mL, Estreptomicina 10 mg/mL y Anfotericina 

0,025 mg/mL). 

De Promega Corporation (Madison, WI, USA) se obtuvo; Go Taq Green Master 

Mix, RQ1 RNase-Free DNase, Oligo (dT) 15 Primer, set de Deoxynucleotide 

Triphosphates (dNTPs), Tween 20, Tris base, glicina, Bisacrilamida, agarosa. 

De Invitrogen se obtuvo RNase OUTTM, SuperScriptTM II Reverse Transcriptase, 

SYBR Safe DNA gel stain 400 U/U. 

De Maestrogen se obtuvo; 100 bp DNA Ladder, Estándar proteínas 10-180 kDa. 

De Thermo Scientific se obtuvo; Pierce® ECL Western Blotting Substrate, 

Pierce® BCA Protein Assay Reagent, agua libre de nucleasas grado biología molecular, 

Suero fetal bovino.  

De Merck y Co, Inc. (Darmstadt, Germany) se obtuvo; TEMED, Metanol, 

Acrilamida, Etanol absoluto, isopropanol, acetona, cloruro de sodio, cloroformo. 

De Sigma Chemical CO (st. Louis, MO, USA) se obtuvo; Triton X-100, 2-

mercaptoetanol, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). 
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De Gibco Laboratories Life Technologies, Inc. (Rockville, MD, USA) se 

obtuvo reactivo TRIZOL, persulfato de amonio (PSA), tripsina 2,5% 10X, L-glutamina 

200 mM, Medio libre de queratinocitos (KSFM). 

De United Stated Biological (Swampscott, MA, USA) se obtuvo; SDS, EDTA, 

Albumina de suero bovino. 

De Santa Cruz Biotechnology, se obtuvieron los siguientes anticuerpos: IgG de 

ratón anti-FKBP12, IgG de ratón anti-β-actina, IgG de cabra anti-p-Smad2/3, IgG de 

ratón anti-Smad2/3 y los anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa, anti-IgG de 

ratón y anti-IgG de cabra. 

De Integrated DNA Technologies se obtuvieron los siguientes partidores:  

  hFredFKBP12 (260 pb) F 5’-CAC CGG GAT GCT TGA AGA TGG AAA-3’ 

     R 5’-GAG GCC ATT CCT GTC ATT CCA GTT -3’ 

β-act RS (295 pb) F 5’-TCA CCC ACA CTG TGC CCA TC-3’ 

    R 5’-CAG CGG AAC CGC TCA TTG CC-3’ 

 

3.1.3. Equipos 

Los equipos utilizados fueron los siguientes: Termociclador Mastercycler® 

personal Eppendorf, centrifuga 5810R Eppendorf, Refrigerador Consul, Freezer -20ºC, 

Freezer -80ºC ULT Freezer TCL, fuente de poder PowerPacTM Basic Biorad, Sistema de 
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electroforesis Biorad, cámara de flujo laminar Labgard Class II Biological Safety Cabinet 

Nuaire, Incubador Nuaire CO2 Air-JAcketed Incubator, Baño termorregulado Memmert 

Cientec, vortex Maxi Mix II Cientec, pHmetro Inolab pH720, pesa analítica RADWAG® 

AS 220/C/2, sonicador MISONIX XL-2000. 

Para visualizar los geles de agarosa se usó el equipo INGENIUS de Syngene, 

para visualizar las membranas PVDF se usó el equipo ULTRA-LUM de ΩMEGA, para 

cuantificar ADN/ARN se usó NanoDrop 2000 de Thermo Scientific. 

 

3.2. Métodos 

 

3.2.1 Cultivo celular 

Las células HK-2 fueron cultivadas a 37°C en una atmósfera húmeda 

conteniendo 5% de CO2 en medio completo compuesto de DMEM-F12 suplementado 

con 10% de suero bovino fetal (SFB), glutamina 2 mM, penicilina 100 µg/mL, 

estreptomicina 100 U/mL y anfotericina 100 U/mL. También fueron cultivadas en las 

mismas condiciones anteriores pero con medio libre de queratinocitos suplementado 

con 5% de suero bovino fetal y factor de crecimiento epidermal (EGF). 

Los pasajes se realizaron una vez a la semana mediante una tripsinización suave 

en T-flasks 25 cm2 BD FalconTM.  

 



26 
 

 

3.2.2. Tratamiento de las células 

Las células HK-2 se hicieron crecer hasta una confluencia de 80% en placas de 6 

pocillos, luego se eliminó el medio de cultivo, se lavó tres veces con PBS 1X y se 

dejaron por 12 horas con medio DMEM F12 sin suero. A continuación se administró a 

cada pocillo un fármaco preparado en medio DMEM F12 sin suero. Los tratamientos 

administrados fueron DMSO 0,5%, PMA 10 µM, BFA 5 µM, FK506 100 nM y SRL 100 

nM.  

Transcurrido el tiempo necesario (30 minutos, 1 hora, 3 horas o 4 horas), se 

removió el medio con fármacos, se agregó PBS 1X (pH 7,4) y se procedió a extraer 

ARN y proteínas. 

 

3.2.3. Extracción de proteínas totales 

El cultivo se lavó con PBS 1X (pH 7,4) al término del tratamiento. Fue lisado 

directamente en la placa con 100 µL de buffer de lisis (Sacarosa 0,6M. Tris/HCl 50 mM 

(pH 7,5), EDTA 15 mM, NaF 150 mM, Triton X-100 0,3%, inhibidores de proteasas 100 

µg/mL y PMSF 1 mM), Los lisados fueron sometidos a sonicación por unos segundos y 

luego fueron centrifugados a 13000 xg a 4ºC por 20 minutos para separar el 

sobrenadante que contiene la fracción con proteínas. Estos se depositaron en un tubo 

microcentrífuga limpio y rotulado. Finalmente los extractos se cuantificaron a usando el 

kit BCA Protein Assay Reagent de Thermo Scientific. 
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3.2.4. Cuantificación de proteínas totales  

Se utilizó el kit BCA Protein Assay Reagent de Thermo Scientific. La muestra se diluyó 

16 veces (1:16) en una placa de 96 pocillos. Se incubó a 37ºC por 30 minutos, luego se 

enfrió hasta temperatura ambiente. Para medir la absorbancia se utilizó un lector de 

placas Synergy 2 de Bio-Tek a 562 nm de longitud de onda. Finalmente se transfirieron 

los datos al programa Microsoft Excel y se realizaron los cálculos correspondientes. 

 

3.2.5. Separación de proteínas por SDS-PAGE 

La separación electroforética de las proteínas fue realizada en geles de 

poliacrilamida al 12%, los pocillos fueron cargados con 30 µg de proteínas totales. Las 

muestras fueron mezcladas con tampón de muestra para una concentración final de 1X 

(Tris 500 mM pH 6,8, SDS 10%, glicerol 20%, 2-β-mercaptoetanol 700 mM, tironina 0,8 

mg/mL). Las muestras se separaron mediante la aplicación de un potencial de 80 mV, 

en buffer Tris-Glicina 1X (Tris pH 8,3 25 mM, glicina 190 mM y SDS 0,1%). 

 

3.2.6. Transferencia de proteínas a membranas de PVDF  

  Una vez que las proteínas fueron separadas se procedió a transferirlas desde el 

gel hacia una membrana de PVDF de 0,2 µm de tamaño de poro. Primero se activó 

ésta con metanol por 10 segundos, se eliminó el exceso de metanol y se mantuvo 10 

minutos en buffer de Tris-Glicina 1X metanol 20%. Se montó el equipo de electro 

transferencia entre el cátodo y el ánodo, embebido en buffer de transferencia (Tris pH 
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8,3 25 mM, glicina 190 nM, SDS 0,1% y metanol 20%), esponja, papel filtro, el gel, la 

membrana de PVDF, papel filtro y esponja. Este “Sandwich” se ubicó en la cámara de 

transferencia cubierta de buffer teniendo siempre la precaución que el gel con las 

proteínas quede del lado del cátodo y la membrana quede hacia el ánodo. La 

transferencia se realizó a 300 mA por 120 minutos en un ambiente frío (4ºC). 

 

3.2.7. Inmunodetección por Western blot 

Para el análisis de Western Blot las membranas luego de retiradas del sistema 

de electrotransferencia, se bloquearon con 10 mL de solución de bloqueo (PBS 1X, 

Tween 20 0,3%, leche descremada 5%) durante 1 o 2 horas en agitación a temperatura 

ambiente, posteriormente las membranas fueron incubadas durante toda la noche a 4°C 

con el anticuerpo primario a una dilución de 1:1000 para FKBP12 y β-actina y 1:500 

para Smad2/3 y p-Smad2/3, a la mañana siguiente se les realizo 3 lavados de 10 

minutos con PBS-Tween 20 0,05% en agitación a temperatura ambiente, para luego 

realizar la incubación con anticuerpo secundario (1:2000 para anti IgG de Conejo y 

Cabra; 1:3500 para anti IgG de Ratón) por 2 horas en agitación a temperatura 

ambiente. Finalmente las membranas se lavaron 3 veces con PBS-Tween 20 0,05%.  

 

3.2.8. Revelado de las membranas 

Para revelar las membranas se utilizó luminol (Pierce ECL Western Blotting 

Substrate) como sustrato para la reacción de quimioluminiscencia. Se mezcló partes 
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iguales de luminol y buffer peróxido y se adicionó directamente a la membrana. 

Mediante el equipo Ultra-LUM se detectó la señal exponiendo la membrana entre 1 a 30 

minutos máximo.  

 

3.2.9. Extracción de ARN 

Para la obtención de ARN se utilizó el método de extracción de ARN total basado 

en el uso de fenol en mezcla con tiocianato de guanidino (Chomczynski y Sacchi, 1987) 

con algunas modificaciones.  

Las células en monocapa crecidas en placas de 6 pocillos se homogenizaron 

directamente con 1 mL Reactivo TRIZOL (1 mL por 10 cm2 de superficie con células), y 

se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente, luego se agregó 0,2 mL de 

cloroformo, la suspensión se agitó vigorosamente, se centrifugó a 12000 xg durante 15 

minutos a 4°C. Posteriormente, la fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo y se 

precipitó el ARN con 0,5 mL de isopropanol frío, se dejó 10 minutos a temperatura 

ambiente y se centrifugó a 12000 xg por 10 minutos a 4ºC, el pellet se lavó con etanol 

75% frío, se mezcló con vortex y se centrifugó a 7500 xg por 5 minutos a 4°C. 

Finalmente el pellet se dejó secar y se resuspendió en 50 μL de agua libre de 

nucleasas. 
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3.2.10. Reacción de la polimerasa en cadena acoplada a transcripción reversa 

(RT-PCR).  

Para la transcripción reversa, se utilizó 2 µg de ARN total, 0,5 µg de Oligo dT, 1 

µL de dNTP mix 10 mM y agua libre de nucleasas hasta un volumen de 12 µL. La 

mezcla se calentó a 65°C por 5 minutos y se enfrió inmediatamente en hielo. Luego se 

agregó 4 µL First-Strand Buffer 5X (Tris-HCl 250 mM, KCl 375 mM; MgCl2 15 mM, pH 

8,3), 2 µL DTT 0,1 M, 1 µL de RNaseOut 40 U/µL, y se incubó a 42°C por 2 minutos. 

Finalmente se adicionó 1 µL (200 U) de la enzima SuperScriptTM II RT, se mezcló bien, 

y se incubó a 42°C por 50 minutos. La reacción se inactivó a 70°C por 15 minutos.  

 La amplificación (PCR) fue desarrollada en un termociclador Mastercycler® 

personal Eppendorf de la siguiente manera: 5 minutos a 94°C, 30 ciclos de 30 

segundos para la desnaturación a 94°C, 30 segundos a 55°C para la temperatura de 

alineamiento y 30 segundos a 72°C para la extensión. 10 minutos a 72°C para la 

extensión del producto final. Cada reacción contiene: dATP 200 µM, dGTP 200 µM, 

dCTP 200 µM, dTTP 200 µM, MgCl2 2,5 mM, y 0,5 µM de cada partidor. Se agregó al 

mix 1 µL de ADN complementario, y agua libre de nucleasas para un volumen final de 

15 µL. Los productos de amplificación obtenidos se resolvieron en un gel de agarosa al 

1,5% y se visualizaron por tinción con Sybr safe. Como control de carga se realizó la 

amplificación usando los partidores para beta-actina.  
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3.2.11. Análisis densitométrico 

El análisis densitométrico para Western blot y RT-PCR se realizó mediante el 

programa ImageJ. La imagen digital obtenida de ambos métodos se procesó para 

invertir colores y eliminación del background. Las bandas se delimitaron 

simultáneamente para ser comparadas bajo la misma área. La intensidad de las bandas 

se expresó como curvas basadas en la intensidad de pixel de éstas. Los valores se 

obtuvieron como una medida del área bajo la curva de cada una de las bandas. 

Finalmente se estableció la razón de cada valor con los obtenidos para el control de 

carga correspondiente para normalizar los datos.  

 

3.2.12. Análisis estadístico  

 Los datos de todas las gráficas fueron presentados como promedio ± desviación 

estándar. La significancia estadística fue evaluada usando la prueba t student utilizando 

el programa STATGRAPHICS Plus. 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1 Efecto de FK506 y SRL en la activación del Receptor de TGF-β.  

 En el primer objetivo de esta tesis se planteó el análisis del efecto de los 

fármacos inmunosupresores Tacrolimus (FK506) y Rapamicina (SRL) en la activación 

del receptor de TGF-β, debido a que ambos requieren de su unión a FKBP12 para 

ejercer su efecto. Si bien Tacrolimus se une a FKBP12 para ejercer su acción 

inmunosupresora, no se ha descrito una vía que permita explicar sus efectos adversos 

en el riñón. Antecedentes de nuestro laboratorio sugieren que uno de los mecanismos 

que podría causar los efectos secundarios del tratamiento con Tacrolimus, es la 

inhibición de la secreción de proteínas (Rauch et al., 2009; Cutiño, 2011; Sandoval, 

2014). Para comparar este efecto se utiliza un inhibidor de la secreción de mecanismo 

conocido, como Brefeldina A (BFA). Se ha demostrado que BFA produce un 

desensamblaje y redistribución del complejo de Golgi y sus componentes proteicos, 

bloqueando marcadamente la vía secretoria (Klausner et al., 1992; Pelham, 1991). En 

cambio, Rapamicina, si bien se une en el mismo sitio que Tacrolimus a la proteína 

FKBP12, no tiene el mismo mecanismo de acción, sino que logra la inmunosupresión 

por otra vía. Además, se conoce como un fármaco benéfico para el riñón.  

 TGF-β es una citoquina muy importante en el organismo ya que controla diversos 

procesos a nivel celular y de tejido. Su actividad la realiza al unirse y activar su receptor 
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ubicado en la membrana celular, el cual desencadena una serie de señales a través de 

fosforilaciones, translocaciones, entre otras (Heldin et al., 1997). Uno de los pasos más 

relevantes es la fosforilación de las moléculas de señalización Smad2 y Smad3, los que 

activados como complejo Smad2/3 interaccionan con Smad4 para luego translocar al 

núcleo donde se unen a factores de transcripción y ejercen su función modulando la 

transcripción (Dennler et al., 1998). La forma activada de Smad2/3 (p-Smad2/3) se 

puede apreciar a través de experimentos de Western blot comparando la cantidad de p-

Smad2/3 versus Smad2/3 total (Heldin et al., 1997).  

 Dentro de las complejas redes de señalizaciones de la célula, se ha demostrado 

que PKC regula la señalización de TβR, fosforilando a Smad2 y Smad3 en una región 

distinta a la fosforilada por TβRI (Yakymovych et al., 2001). Por esta razón, se utilizó el 

análogo de DAG, PMA, para activar PKC y así estudiar sus efectos en el modelo de 

estudio (Castagna et al., 1982), en este caso, específicamente se utilizó para demostrar 

un posible efecto en la fosforilación de Smad2 y Smad3. 

 Los resultados de este experimento indican que PMA (10 μM) y BFA (5 μM) 

luego de 4 horas de tratamiento, producen una disminución de alrededor de 15%  en la 

fosforilación de Smad2/3 (Figura 4). Mientras que no se observan diferencias 

significativas para el tratamiento de 4 horas con Tacrolimus (100 nM) comparado con el 

control DMSO. A su vez, tampoco se observan diferencias en la condición de 

Rapamicina (100 nM) respecto al control. Sin embargo, sí podemos observar que hay 

una disminución (alrededor de 20%) de los niveles de activación de TβRI con el 

tratamiento de 4 horas con Rapamicina con respecto a Tacrolimus.  
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Figura 4. Efecto de FK506 y SRL en la activación de TβR a 4 horas de tratamiento. 

Los cultivos celulares de HK-2 fueron tratados con distintos compuestos, incluyendo los 

fármacos inmunosupresores en sus concentraciones terapéuticas durante 4 horas. A. 

Inmunodetección de p-Smad2/3 con un anticuerpo específico, cada casilla indica el 

tratamiento aplicado. Las bandas inferiores corresponden al Western blot de Smad2/3 

para las mismas muestras. B. Cuantificación densitométrica del análisis de Western blot 

normalizado con el control Smad2/3 en cada condición. DMSO: células control con 

Dimetilsulfóxido 0,5%, PMA: Phorbol 12-myristate 13-acetate 10 μM, BFA: Brefeldina A 

5 μM, FK506: Tacrolimus 100 nM, SRL: Sirolimus o Rapamicina 100 nM. * p<0,05 

respecto a DMSO, ** p<0,01 respecto a DMSO, ‡ p<0,05 respecto a FK506. 
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 En el resultado anterior registramos diferencias significativas al comparar la 

activación de TβR entre FK506 y SRL, sin embargo ninguno presentó diferencias 

significativas respecto al control (Figura 4). Por esta razón, se realizó otro estudio para 

observar el efecto de estos dos inmunosupresores respecto al control a menor tiempo, 

ya que es posible que la respuesta en la activación del receptor sea más rápida, 

ocurriendo antes de las 4 horas. Para esto, se trataron células HK-2 con ambos 

inmunosupresores por tres períodos de tiempo distintos (30, 60 o 180 minutos). Se 

extrajeron proteínas totales de cada condición y se analizaron por Western blot con un 

anticuerpo específico para p-Smad2/3 (Figura 5). 

 A la media hora de tratamiento se observa que aumenta considerablemente la 

activación de Smad2/3 por Tacrolimus, llegando a 60% sobre el control, mientras que 

SRL no produce cambios (Figura 5A, 5D). Al tratar las células por una hora se observa 

en Tacrolimus un claro aumento de 20% en la fosforilación de Smad2/3. Por otro lado, 

SRL no presenta aumento en p-Smad, probablemente porque el efecto es más tardío 

(Figura 5B, 5E). A las 3 horas de tratamiento con Tacrolimus se observa una 

disminución de 15% en la activación de p-Smad2/3. En el caso de SRL se observa un 

aumento considerable de casi 40% en la activación de TβR (Figura 5C, 5F).  

 Esto significa que a los 30 min ya ha comenzado el efecto de FK506, por lo que 

podría ser un efecto temprano, rápido e intenso, mientras que SRL tendría un efecto un 

poco más tardío y de menor intensidad. 
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Figura 5. Efecto de FK506 y SRL en la activación de TβR a distintos tiempos. Los 

cultivos celulares de HK-2 fueron tratados con dos inmunosupresores en sus 

concentraciones terapéuticas durante 30, 60 y 180 minutos, luego se extrajeron 

proteínas totales. A, B, C. Inmunodetección utilizando un anticuerpo específico para p-

Smad2/3, cada casilla indica el fármaco con que las células fueron tratadas por 30 

minutos (A), 60 minutos (B) o 180 minutos (C). Las bandas inferiores corresponden al 

Western blot de Smad2/3 para las mismas muestras. D, E, F. Cuantificación 

densitométrica de la inmunodetección normalizado con Smad2/3 en cada condición (F, 

30 minutos; E, 60 minutos; F, 180 minutos). DMSO: células control con Dimetilsulfóxido 

0,5%, FK506: Tacrolimus 100 nM, SRL: Rapamicina 100 nM. * p<0,05 respecto a 

DMSO, ** p<0,01 respecto al control DMSO, ‡‡ p<0,01 respecto a FK506. 
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 La señalización intracelular de TGF-β provoca un aumento de p-Smad2/3 que va 

decayendo en el tiempo, ya que el receptor es regulado negativamente por su propia 

señalización (Yan et al., 2009; Huang y Chen 2012). Por lo tanto esperamos que la 

activación de Smad2/3 sea gradual en el tiempo y decaiga, comportándose de manera 

similar que la activación natural por el estímulo de TGF-β.  

 Resumiendo, en la Figura 5 podemos ver que se fosforila Smad2/3 con 

Tacrolimus, con un máximo de fosforilación de Smad2/3 de casi 60% más que el inicial, 

mientras que la activación con Rapamicina llega a un aumento de p-Smad2/3 de 40%. 

Además notamos que disminuye la activación de TβR por FK506 a medida que 

aumenta el tiempo de exposición al fármaco, lo cual era esperado por la regulación 

propia del receptor. 
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4.2 Efecto de FK506 y SRL en la expresión de FKBP12. 

 El segundo objetivo de esta investigación plantea analizar el efecto de FK506 y 

SRL en la expresión génica de FKBP12, ya que esta inmunofilina se encuentra unida al 

receptor TGF-β tipo I bloqueando su activación (Chen et al., 1997). FKBP12 es una 

proteína muy abundante y se encuentra en casi todos los tejidos. Ejerce actividad como 

isomerasa de péptidos de prolina (PPIasa) y se une a varios receptores como el 

Receptor de Rianodina I (Collins 1991; Brillantes et al., 1994) y al Receptor de IP3 

(Cameron et al., 1995). Nuestro interés principal radica en su función como receptor de 

los inmunosupresores Tacrolimus y Rapamicina.  

 Intentando dilucidar un mecanismo que explique los efectos secundarios de 

FK506, nuestro grupo ha registrado alterada la expresión de FKBP12 frente al 

tratamiento con Tacrolimus en páncreas, linfocitos (Sandoval, 2014) y células de Sertoli 

(Cutiño, 2011). En estos estudios también se ha observado que PMA aumenta 

considerablemente los niveles proteicos de FKBP12 en células de Sertoli y linfocitos 

(Cutiño, 2011; Sandoval, 2014). Por esta razón, como primera aproximación para 

analizar la expresión génica, se determinó la presencia de RNA mensajero de FKBP12 

en las muestras sometidas a los distintos tratamientos. 

 En la Figura 6A se observan los productos de RT-PCR separados en un gel de 

agarosa 1,5%, donde las células HK-2 fueron tratadas con PMA (10 μM), BFA (5 μM), 

FK506 (100 nM) y SRL (100 nM) por 4 horas. Los resultados del análisis densitométrico 

(Figura 6B) muestran disminución de los niveles de ARN mensajero de FKBP12 con el 

tratamiento de PMA (30%), FK506 (30%) y SRL (25%). 
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Figura 6. Efecto de FK506 y SRL en la expresión de FKBP12. Células HK-2 fueron 

tratadas con distintos compuestos incluyendo FK506 y SRL en sus concentraciones 

terapéuticas por 4 horas, luego se realizó extracción de ARN mensajero y RT-PCR. A. 

Análisis de productos de RT-PCR amplificando específicamente FKBP12 y β-actina, 

resueltos en un gel de agarosa 1,5%, se indica en cada casilla los compuestos 

utilizados. B. Cuantificación densitométrica del PCR normalizado con β-actina. DMSO: 

células control con Dimetilsulfóxido, PMA: Phorbol 12-myristate 13-acetate, BFA: 

Brefeldina A, FK506: Tacrolimus, SRL: Sirolimus o Rapamicina. ** p<0,01 respecto al 

control DMSO; ± p<0,05 respecto a BFA; ±± p<0,01 respecto BFA. 
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 Si bien FKBP12 es el receptor intracelular de ambos inmunosupresores, con 

Rapamicina se ha observado beneficios en fibrosis a nivel renal (Chen et al., 2012) a 

diferencia de los efectos adversos con Tacrolimus. Además, la señalización del receptor  

TβR se ve afectada por los dos fármacos, como se observa en las Figuras 4 y 5 pero 

con distinta intensidad,  por lo que era posible esperar alguna diferencia en la expresión 

génica de FKBP12, pero los resultados muestran que la disminución de los niveles de 

ARN mensajero es similar para ambos. 

 Como se ha mencionado previamente, la utilización de BFA, permite analizar los 

efectos de la inhibición de la secreción proteica. Resultados de nuestro laboratorio han 

demostrado que la inmunofilina 12 no es afectada a nivel de ARN mensajero por la 

acción de BFA en varios tipos celulares, pero se ve una disminución de su secreción 

(Rauch et al., 2009; Cutiño, 2011; Sandoval, 2014). En este caso, tal como se 

esperaba, el tratamiento con BFA no produjo diferencias en los niveles de ARN 

mensajero. 

 Debido a que como resultado con el tratamiento con Tacrolimus y Rapamicina se 

obtuvo proporcionalmente, la misma disminución de ARN mensajero para ambos 

fármacos a las 4 horas de tratamiento y considerando que ambos activan TβR a 

tiempos menores de 4 horas, decidimos analizar la variación que producen FK506 y 

SRL en la expresión de esta inmunofilina a 30 minutos, 1 hora y 3 horas. Realizamos 

extracción de ARN mensajero de las células tratadas con Tacrolimus o Rapamicina a 

distintos tiempos (30, 60 o 180 minutos) y estudiamos a través de RT-PCR la expresión 

de FKBP12. 
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 A diferencia de lo que ocurre a tiempos mayores, a 30 o 60 minutos de 

tratamiento no se observan diferencias estadísticamente significativas en la cantidad de 

ARN mensajero detectado con ninguno de los inmunosupresores (Figura 7). No 

obstante, a las 3 horas de tratamiento, se observa una disminución de la cantidad de 

ARN mensajero de FKBP12 tanto con Tacrolimus como con Rapamicina en una 

proporción similar para ambos tratamientos de 40% y 30% (Figura 7C, 7F). En 

resumen, estos fármacos producen una disminución de la cantidad de ARN mensajero 

detectado a las 3 y 4 horas de tratamiento, pero siempre la disminución es levemente 

menor con SRL. Esto sugiere que ambos fármacos actúan por una vía similar que 

modula la expresión génica de FKBP12 y que el mecanismo clásico de inhibición de 

Calcineurina descrito para FK506 no sería relevante en la activación de TβR ni en la 

disminución del ARN mensajero de FKBP12. 
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Figura 7. Efecto de FK506 y SRL en la expresión génica de FKBP12 a distintos 

tiempos. Los cultivos celulares de HK-2 fueron tratados con dos fármacos 

inmunosupresores en sus concentraciones terapéuticas durante 30 (A, D), 60 (B, E) o 

180  (C, F) minutos. A, B, C. Análisis de productos de RT-PCR para FKBP12 con 

partidores específicos, en un gel de agarosa 1,5%, cada casilla indica el tratamiento 

aplicado. Las bandas inferiores corresponden al RT-PCR de β-actina para las mismas 

muestras. D, E, F. Cuantificación densitométrica del análisis de RT-PCR normalizado 

con β-actina en cada condición. DMSO: células control con Dimetilsulfóxido, FK506: 

Tacrolimus, SRL: Sirolimus o Rapamicina. ** p<0,01 respecto a DMSO. 
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4.3 Efecto de FK506 y SRL en los niveles proteicos de FKBP12. 

 Como se ha mencionado antes, FKBP12 funciona como receptor de los fármacos 

inmunosupresores Tacrolimus y Rapamicina. Esta proteína tiene un tamaño bastante 

pequeño, de 12 kDa y está presente en la mayoría de los tejidos (Collins, 1991; 

Brillantes et al., 1994; Wehrens et al., 2003).   

 De acuerdo a los resultados de expresión génica, observamos que Tacrolimus y 

Rapamicina disminuyen los niveles de ARN mensajero de la inmunofilina 12 a las 3 y 4 

horas de tratamiento. Sin embargo, esto no necesariamente se correlaciona en forma 

directa con el efecto de ambos sobre los niveles de proteína, tal como fue demostrado 

por los antecedentes previos de nuestro laboratorio, en análisis similares realizados con 

FK506 en células pancreáticas y células de Sertoli (Sandoval, 2014; Cutiño, 2011). En 

estos estudios, el tratamiento con FK506 disminuyó el ARN mensajero de FKBP12 y 

produjo aumento en la cantidad de la proteína detectada debido a su acumulación 

intracelular. Por lo que es relevante demostrar en el modelo en estudio en esta tesis, el 

efecto que produce el tratamiento con FK506 y SRL a nivel proteico, tal como se 

propuso en el tercer objetivo de este trabajo. 

 Para esto, se realizó la inmunodetección por Western blot de FKBP12 desde las 

proteínas totales extraídas de células HK-2 tratadas con PMA (10 μM), BFA (5 μM), 

FK506 (100 nM) y SRL (100 nM) por 4 horas (Figura 8) Los resultados no muestran  

diferencias significativas para ninguna de las condiciones analizadas con respecto al 

control o a cualquier otro fármaco estudiado. Interesantemente no se observa una 

disminución proteica que se correlacione con la disminución de ARN mensajero  
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Figura 8. Efecto de FK506 y SRL en la proteína FKBP12. Los cultivos celulares de 

HK-2 fueron tratados con distintos compuestos incluyendo FK506 y SRL en sus 

concentraciones terapéuticas durante 4 horas. A. Inmunodetección de FKBP12 con un 

anticuerpo específico, cada casilla indica el compuesto con que las células fueron 

tratadas. Las bandas inferiores corresponden al Western blot de β-actina para las 

mismas muestras. B. Cuantificación densitométrica del análisis de Western blot 

normalizado con β-actina en cada condición. No se observan diferencias significativas 

al comparar cada fármaco con el control. DMSO: células control con Dimetilsulfóxido, 

PMA: Phorbol 12-myristate 13-acetate, BFA: Brefeldina A, FK506: Tacrolimus, SRL: 

Sirolimus o Rapamicina. 
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presentada en las Figura 6 ni se observa un aumento en la detección de esta 

inmunofilina que pueda atribuirse a su acumulación intracelular. 

 Los resultados de expresión génica de FKBP12 nos indican que ocurre una 

disminución del ARN mensajero de esta inmunofilina a las 3 y 4 horas de tratamiento 

tanto con Tacrolimus como con Rapamicina (Figuras 6 y 7). Sin embargo, a las 4 horas 

no se observó un efecto significativo en los niveles proteicos de FKBP12 (Figura 8), por 

lo que es necesario dilucidar si Tacrolimus o Rapamicina producen un efecto en la 

cantidad de proteína a tiempos menores, y si esto se correlaciona con los resultados 

obtenidos anteriormente. 

 De acuerdo a la Figura 9, se produce un cambio al tratar las células por 30 

minutos con FK506 (100 nM) o SRL (100 nM), donde se observa un aumento de 20% 

en la cantidad de proteína FKBP12 detectada con ambos fármacos (Figura 9A, 9D). De 

igual forma, a 1 hora de tratamiento observamos un aumento significativo de FKBP12 

en ambas condiciones de alrededor de 15% (Figura 9B, 9E). Por último, a las 3 horas 

de tratamiento se produce un aumento de 15% en la cantidad proteica de FKBP12 con 

Rapamicina, pero no ocurre así con FK506 (Figura 9C, 9F).  

 Resumiendo, respecto a Tacrolimus se registra que la cantidad de FKBP12 

detectada aumenta y luego desciende a los valores control, mientras que en el caso de 

Rapamicina se ve un incremento y disminución gradual a medida que aumenta el 

tiempo (Figura 9). La disminución de FKBP12 a las 3 y 4 horas provocada por FK506  
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Figura 9. Efecto de FK506 y SRL en los niveles de proteína FKBP12. Los cultivos 

celulares de HK-2 fueron tratados con dos inmunosupresores en sus concentraciones 

terapéuticas durante 30 (A, D), 60 (B, E) o 180 (C, F) minutos. A, B, C. 

Inmunodetección por Western blot para FKBP12 con un anticuerpo específico, cada 

casilla indica el fármaco con que las células fueron tratadas. Las bandas inferiores 

corresponden al Western blot de β-actina para las mismas muestras. D, E F. 

Cuantificación densitométrica del análisis de Western blot normalizado con β-actina en 

cada condición. DMSO: células control con Dimetilsulfóxido, FK506: Tacrolimus, SRL: 

Sirolimus o Rapamicina. * p<0,05 respecto a DMSO; ** p<0,01 respecto al control 

DMSO. 
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se correlaciona con la disminución en los niveles de ARN mensajero en los mismos  

tiempos. Lo que no ocurre con Rapamicina, ya que se produce un aumento leve 

(alrededor de 15%) en los niveles proteicos a las 3 horas de tratamiento. 
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5. Discusión 

 

 En nuestro laboratorio se ha estudiado ampliamente el mecanismo de 

Tacrolimus, intentando dilucidar una vía distinta a la canónica que sea capaz de 

explicar los efectos adversos de este inmunosupresor. Actualmente nuestros estudios 

han brindado importantes evidencias de un efecto adicional de este fármaco gracias a 

una novedosa estrategia utilizada. A menudo los estudios con FK506 abarcan períodos 

de 8 a 48 horas para estudiar sus efectos en secreción de proteínas como insulina 

(Redmon et al., 1996; Oetjen et al., 2003; Øzbay et al., 2011), IL-2 (Kahan 1987) o TGF-

β (Wu et al., 2012; Lan et al., 2014), en nuestro caso utilizamos tiempos cortos de 

incubación con Tacrolimus, de 4 horas o menos. Esta estrategia nos permitió descubrir 

que Tacrolimus tiene un efecto que involucra el bloqueo parcial de la vía secretoria por 

un mecanismo aún desconocido (Rauch et al., 2009; Cutiño, 2011; Sandoval, 2014).  

 En la presente investigación, observamos que tanto Tacrolimus como 

Rapamicina aumentan la fosforilación de Smad2/3 y por tanto activan el receptor de 

TGF-β (TβR). Adicionalmente, ambos inmunosupresores disminuyen la expresión 

génica de FKBP12 y aumentan sus niveles proteicos con diferencias en el tiempo e 

intensidad. 

 PMA (c) es un ester de forbol análogo de diacilglicerol (DAG), que produce la 

estimulación de la Proteína Quinasa C (PKC). En este estudio encontramos que PMA, 

disminuye la activación del Receptor de TGF-β, expresado por la disminución del 15% 

en la fosforilación de Smad2/3 a las 4 horas de tratamiento. Está descrito que a tiempos 
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largos (24 horas) PKC aumenta la bioactividad de TGF-β en células mesangiales 

(Studer et al., 1995), en células mesoteliales (Ha et al., 2001) y en células de Sertoli 

(Cutiño, 2011). Mientras que a tiempos menores (1 hora) se produce un 

entrecruzamiento de señales entre PKC y TGF-β, donde PKC fosforila a las moléculas 

de señalización Smad2 y Smad3 (Yakymovych et al., 2001). Esta fosforilación de 

Smad2 y Smad3, no es la misma que realiza el Receptor de TGF-β, ya que no activa ni 

promueve la translocación de Smad2/3. Lo que sí provoca, es el bloqueo de la función 

de Smad3, debido a que el sitio de fosforilación por PKC se encuentra cercano al que 

utiliza Smad3 para unirse al ADN (Shi et al., 1998; Yakymovych et al., 2001).  

 En el tratamiento con Brefeldina A (BFA), vemos una disminución de la 

activación de TβR, efecto que concuerda con los resultados de otras investigaciones. 

Esta disminución se podría explicar porque se disminuye tanto la expresión como la 

secreción de TGF-β. Si bien esto ocurre en células de Sertoli (Cutiño, 2011), nuestros 

resultados podrían sugerir que se repite en HK-2. Para demostrar este fenómeno se 

debería evaluar la expresión y secreción de TGF-β frente al tratamiento con BFA en 

células HK-2, y a su vez evaluar la fosforilación de Smad en células de Sertoli. Sería 

interesante que ambos tipos celulares se comporten de igual forma, porque esto 

sugeriría un mecanismo similar para distintos tipos celulares. Adicionalmente, un 

estudio reciente vincula a BFA como inhibidor de algunas funciones de TGF-β a través 

del bloqueo de la secreción en células de adenocarcinoma colorectal (Nazir et al., 

2015). 
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 En el mismo estudio con células de Sertoli, observaron que Tacrolimus tiene un 

efecto similar a BFA, inhibiendo tanto la expresión de TGF-β, como su secreción. Con 

estos antecedentes esperábamos observar la misma disminución al utilizar FK506, sin 

embargo nuestros resultados no mostraron diferencias significativas en la fosforilación 

de Smad2/3 frente al tratamiento con Tacrolimus a las 4 horas. En este caso, creemos 

que el efecto de Tacrolimus podría ser más temprano y de menor duración, por lo que a 

las 4 horas ya se habría perdido. Al evaluar la fosforilación de Smad2/3 a tiempos 

menores del tratamiento observamos que efectivamente Tacrolimus es capaz de activar 

la señalización de TGF-β durante un período corto. Apoyando estos resultados, se ha 

demostrado que Tacrolimus activa el receptor de TGF-β y promueve la proliferación en 

células vasculares de músculo liso (VSMC) (Giordano et al., 2008), también en 

fibroblastos renales (TK-173) produce efectos proliferativos e induce genes 

relacionados con fibrosis, como Nox4, tropomiosina I y transgelina (Kern et al., 2014). 

Efecto que ocurre incluso cuando se encuentra inhibido el ligando (Kern et al., 2014). 

Con estos antecedentes podemos especular que FK506 al unirse a FKBP12, libera la 

interacción de la inmunofilina y el TβRI lo cual es suficiente para activar la señalización 

(Giordano et al., 2008).  

 Como se menciona anteriormente, Tacrolimus se une a FKBP12 para ejercer su 

efecto a nivel celular. Notablemente, Rapamicina (SRL, Sirolimus) es un macrólido 

estructuralmente similar a FK506, que al entrar a la célula también se une a FKBP12 

pero no ejerce acción en Calcineurina y tampoco se han visto efectos nefrotóxicos 

como los de Tacrolimus. El complejo SRL-FKBP12 es capaz de bloquear la acción de la 

quinasa mTOR (mammalian Target of Rapamycin) en el complejo 1 (mTORC1) 
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(Abraham, 1998). Cuando IL-2 se une a su receptor, se promueve una serie de señales 

intracelulares dentro de las que se encuentra la activación de mTORC1 para avanzar 

de G1 a S en el ciclo celular (Liao et al., 2011). 

 Nosotros observamos que Rapamicina fue capaz de estimular la fosforilación de 

Smad2/3 pero este efecto fue más tardío que el de Tacrolimus (a las 3 horas 

Rapamicina, mientras que FK506 lo hizo de los 30 minutos a 1 hora) y de menor 

intensidad. Esta desigualdad puede influir en la diferencia de efectos adversos de 

ambos fármacos. De acuerdo con esto, se ha descrito que Rapamicina también sería 

capaz de activar el receptor de TGF-β en células VSMC y fibroblastos, pero no 

promueve la proliferación (Giordano et al., 2008; Kern et al., 2014). Se cree que SRL 

bloquea la respuesta a la fosforilación de Smad2/3 a través de otros factores como la 

inhibición de mTOR, pero el mecanismo no ha sido demostrado (Chen et al., 2012). 

Incluso hay reportes de Rapamicina produciendo fibrosis al activar la vía de TGF-

β/Smad en células mesangiales (Osman et al., 2009), pero con un daño renal bastante 

menor al comparar con FK506 (Sehgal, 1998; Shihab et al., 2004), por lo que podría no 

ser capaz de causar nefrotoxicidad. 

 Interesantemente, Ciclosporina A (CsA) inhibe Calcineurina de la misma manera 

que Tacrolimus, pero no logra activar la vía de TβR (Kern et al., 2014). El mecanismo 

de CsA involucra un receptor intracelular distinto, aunque de la misma familia que 

FKBP12, llamado ciclofilina (Liu et al., 1991), por lo que el efecto que observamos de 

FK506 debe ser mediado por FKBPs más que por inhibición de CaN, lo que concuerda 

al observar un efecto similar, pero no igual con Rapamicina. 
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 Probablemente el mecanismo por el cual FK506 es capaz de aumentar la 

señalización del receptor de TGF-β no sea solo a través de la inmunofilina 12, ya que 

SRL se une con mayor afinidad a FKBP12 (Kd=0,2 nM) que Tacrolimus (Kd=0,4 nM) 

(Bierer et al., 1990), por lo que se esperaría que SRL tenga una mayor influencia. Por 

otro lado, Rapamicina inhibe mTOR, lo que a su vez inhibe la proliferación, 

considerando esto es posible que al inhibir mTOR se disminuya de alguna manera el 

efecto de TβR (Chen et al., 2012). Estas diferencias podrían explicar sus distintos 

efectos a nivel renal, en donde Tacrolimus produce toxicidad y Rapamicina protección. 

 FKBP12 es la inmunofilina más ampliamente distribuída, se encuentra en 

prácticamente todos los tejidos, en particular con alta expresión en cerebro (Steiner et 

al., 1992). Se asocia a distintos receptores como el receptor de Rianodina (Wehrens et 

al., 2003), el receptor de Inositol 1,4,5 trifosfato (Cameron et al., 1995) y el receptor de 

TGF-β (Wang et al., 1996). Incluso ha demostrado tener relación con la tolerancia y 

dependencia de morfina a través del receptor de opioides OPRM1 (McClung et al., 

2005). Recientemente nuestro laboratorio ha descubierto una posible función fuera de 

la célula, ya que se ha observado en el medio extracelular en condiciones de alta 

glucosa en células pancreáticas (Sandoval, 2014). Bajo estas circunstancias, las células 

se encuentran en secreción activa de insulina (German et al., 1990; Docherty y Clark, 

1994). 

 Tratando de dilucidar mecanismos alternativos para explicar los efectos adversos 

de Tacrolimus, hemos descubierto que este inmunosupresor es capaz de modular la 

expresión de algunas inmunofilinas en linfocitos, páncreas (Sandoval, 2014) y en 
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células de Sertoli (Cutiño, 2011). Hasta ahora no se había estudiado el efecto de este 

fármaco sobre las inmunofilinas en las células renales HK-2. 

 Nuestros hallazgos presentes confirman lo estudiado anteriormente por nuestro 

laboratorio, en esta investigación vemos que Tacrolimus es capaz de modular la 

expresión de FKBP12 en células HK-2, pues a diferentes tiempos ocurre un aumento 

respecto al control DMSO, llegando a su máximo en 30 minutos de tratamiento con un 

aumento de 20%. No obstante, la expresión génica de esta proteína se mantiene 

constante o disminuye hasta 40% a las 3 horas. Al comparar estos resultados con otros 

tipos celulares, observamos el mismo patrón, disminuye la expresión del ARN 

mensajero y aumenta la cantidad de proteína (Cutiño, 2011; Sandoval, 2014). La 

similitud con estos antecedentes sugiere que Tacrolimus podría inhibir la secreción de 

FKBP12 hacia el medio extracelular, ya que una forma en que aumente la cantidad de 

proteína intracelular a pesar de que disminuye el ARN mensajero, es que ésta se 

acumule al interior de la célula.  

 Si bien en este estudio podemos dar cuenta de dos efectos de Tacrolimus 

(secuestrar a FKBP12 y modular su expresión), para comprobar con mayor certeza el 

efecto inhibidor de la secreción de Tacrolimus, tendríamos que evaluar a través de 

Western blot la cantidad de FKBP12 en el medio de cultivo de las células tratadas con 

Tacrolimus, esperando que en presencia del fármaco se disminuya la cantidad de 

FKBP12 en el medio extracelular (Sandoval, 2014). 

 Dentro de variados Factores de Transcripción que se pueden asociar a Smad, se 

ha reportado la interacción y cooperación con ETS1 (Lindemann et al., 2001; Koinuma 
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et al., 2009). ETS1 (v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1) es un 

factor de transcripción perteneciente a la familia de dominios ETS (v-ets avian 

erythroblastosis virus E26) inducido por varios factores de crecimiento. Se le han 

descrito roles en desarrollo, angiogénicos, anti o pro apoptóticos, entre otros (Dittmer, 

2003). Este Factor de Transcripción se une y trabaja cooperativamente con Smad, 

regulando varios genes específicos de la señalización de TGF-β (Koinuma et al., 2009).  

 Interesantemente, en un estudio genómico del gen que codifica para FKBP12, se 

descubrió un sitio de consenso de ETS1, al que luego se le comprobó su funcionalidad 

mediante EMSA y genes reporteros (Nakazawa et al., 2005). Se ha descrito que la 

señalización de TGF-β se autoregula negativamente, promoviendo la transcripción de 

moléculas represoras como Smad7 (Afrakhte et al., 1998; Yan et al., 2009; Huang y 

Chen 2012). Con estos antecedentes podemos esperar que la expresión de FKBP12 

estaría regulada positivamente por TGF-β. Sin embargo, nuestros resultados mostraron 

que el ARN mensajero de FKBP12 disminuye en condiciones en que aumenta la 

fosforilación de Smad2/3, lo cual podría ser porque p-Smad2/3 une y secuestra al factor 

de transcripción ETS1 llevándolo fuera del promotor de FKBP12. 

 La cantidad y versatilidad de FKBPs es bastante amplia, están involucradas en 

varios procesos y se encuentran en todo tipo celular. Su actividad peptidil prolil 

isomerasa (PPIasa) les brinda la capacidad de catalizar la isomerización de residuos 

prolina entre sus configuraciones cis y trans, obteniendo una participación importante 

en el correcto plegamiento de otras proteínas (Schiene y Fischer 2000). Adicionalmente 

se conocen varias inmunofilinas funcionando como chaperonas, por ejemplo FKBP51 y 
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FKBP52 se unen a Hsp90 a través de sus dominios TPR (Galat 2003), FKBP25 

interactúa con la proteína caseína quinasa II y nucleolina (Jin y Burakoff, 1993) y 

FKBP38 que se asocia y protege a la proteína Bcl-2 (Shirane y Nakayama 2003; Kang 

et al., 2005) 

 A nivel celular destaca la función que realizan las inmunofilinas en la vía 

secretoria. Por una parte se encuentra FKBP13 que se asocia a BIG1 (Brefeldin A 

Inhibited GEF 1) (Padilla et al., 2003), este es un intercambiador de nucleótidos de 

guanina (Guanine Nucleotide Exchange Factor, GEF) que participa en la activación de 

ARF (ADP Ribosylation Factors), una proteína que une GTP involucrada en transporte 

vesicular (Pasqualato et al., 2002; Spang et al., 2010). Dentro de los GEFs también se 

encuentra GBF1 (Golgi Brefeldin A Resistant GEF 1) que posee un dominio DCB 

involucrado en dimerización y unión a ciclofilinas (Grebe et al., 2000; Claude et al., 

2003; Ramaen et al., 2007), que podría estar interactuando con una o más 

inmunofilinas. Otra inmunofilina de la vía secretoria es FKBP65, la que se asocia 

principalmente con una proteína llamada Tropoelastina y la acompaña en todo el 

camino hacia la matriz extracelular donde ejerce su función (Davis et al., 1998). Esta 

interacción se produce exclusivamente durante el crecimiento y desarrollo de tejidos, no 

se ha observado en tejidos adultos (Patterson et al., 2000). También en la vía secretoria 

se encuentra FKBP19, la cual es exclusiva de vertebrados, se expresa mayormente en 

tejidos altamente secretores como páncreas, estómago, riñón entre otros (Rulten et al., 

2006) por lo que se cree que es fundamental para el tránsito en la vía secretoria.  
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 A nivel renal, se ha registrado la expresión varias inmunofilinas, algunos 

ejemplos importantes son FKBP12 y FKBP 51 (Baugman et al., 1997), FKBP52 (Peattie 

et al., 1992), FKBP38 (Lam et al., 1995), FKBP19 (Rulten et al., 2006) y recientemente, 

FKBP25 (Schreiber et al., 2015). Debido a la gran variedad de funciones y expresión de 

las FKBPs que podrían estar afectando la interacción de Tacrolimus en la célula, no ha 

sido posible describir un mecanismo concreto, como es el caso del mecanismo de 

bloqueo de secreción propuesto por nuestro laboratorio, que explique los efectos 

secundarios de este fármaco, siendo necesario continuar investigando tanto a nivel 

celular como molecular e involucrando más inmunofilinas.  

 Las estrategias de genómica o proteómica actualmente en boga permitirían 

estudiar la gran diversidad de inmunofilinas que podrían ser afectadas por estos 

inmunosupresores tanto en tejido renal como en otros órganos afectados por FK506. 

Otra estrategia que podría entregar respuestas respecto al mecanismo de bloqueo de la 

vía secretoria por Tacrolimus, es utilizar imaging, en estudios similares a los realizados 

para estudiar el efecto de bloqueo de secreción por BFA. Otra alternativa sería 

utilizando proteínas marcadoras residentes de cada compartimento de la ruta 

secretoria, por ejemplo: GM130 (proteína residente de cis Golgi), TGN46 (proteína 

residente de trans Golgi), EEA1 (proteína endosomal). Con estos marcadores, realizar 

una serie de inmunofluorescencias indirectas, inmunodetectando una proteína que 

transite por la vía secretoria, como IL-2 junto a cada marcador, y observar 

colocalización de ambas señales. Al identificar dos señales en la misma localización 

provocado por FK506, sería sugerente de un bloqueo a ese nivel. Estos y otros 

experimentos se pueden realizar aplicando los conocimientos aquí adquiridos respecto 
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metodología (tiempos de incubación previa, tiempos de tratamiento, etc.) para 

finalmente poder describir uno o varios mecanismos que expliquen los efectos adversos 

del tratamiento con Tacrolimus y así buscar estrategias para evitarlos o disminuir su 

intensidad, llevando a la gran cantidad de pacientes que utilizan este fármaco a una 

mejor calidad de vida. 

 Para finalizar, con todos los antecedentes presentados y descritos en esta 

investigación, podemos proponer un modelo para el efecto nefrotóxico de Tacrolimus, el 

que a través del secuestro de FKBP12 suscita la activación del Receptor I de TGF-β 

(Figura 10) promoviendo la señalización correspondiente que culmina aumentando 

factores fibróticos que llevan a importante daño renal. 
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Figura 10. Esquema de posible mecanismo nefrotóxico inducido por FK506 

activando la vía de TGF-β/Smad. La liberación de FKBP12 desde el sitio GS de TβRI 

permite la fosforilación de esta región por TβRII cuando se une TGF-β, activando la 

quinasa que fosforila a Smad2/3. p-Smad2/3 (Smad2/3 fosforilado) se une a Smad4 y 

translocan al núcleo regulando la transcripción génica que finalmente induce fibrosis y 

por tanto nefrotoxicidad. Este proceso sería inducido por FK506 (Tacrolimus) que 
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secuestra FKBP12, activando la señalización sin necesidad de ligando. SRL 

(Rapamicina) tiene un efecto débil comparado con FK506 y bloquearía el efecto 

nefrotóxico a través de la inhibición a mTORC1 (mammalian Target of Rapamacyn 

Complex 1). 
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