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Resumen

Las proteinas de choque térmico pertenecen al grupo de proteinas de estrés y son moléculas presentes en todas las células, se unen a los
péptidos nacientes para dirigir su plegamiento, garantizando su estructura tridimensional y con ello su funcionamiento correcto. Dentro de
éste grupo de moléculas se encuentran las proteinas de choque térmico pequefias (sHsp/HSPB), también, capaces de unirse a péptidos y
proteinas dafiadas por diversos tipos de agresiones, facilitando su reparacién o degradacion. En células expuestas a situaciones adversas
produce un rapido aumento en las concentraciones de estas proteinas. Aunque inicialmente se asoci6 la expresion de las proteinas de estrés
aaumentos bruscos de temperatura, hoy dia es conocido que existen en condiciones fisioldgicas normales y sus concentraciones aumentan
en respuesta a un amplio espectro de agresiones ambientales como: infecciones virales, inflamaciones, cuadros febriles, exposicion a
compuestos citotoxicos, acidificacion del pH, anoxia o shock térmico. La produccién de este tipo de moléculas constituye un mecanismo de
defensa que permite a la célula adaptarse a condiciones andmalas y aumentar su capacidad de supervivencia. Se presenta en este trabajo, una
breve resefia histérica de las proteinas de choque térmico pequefias, su asociacion con algunas patologias y se discute el estado actual del
conocimiento de este tipo de moléculas y los posibles mecanismos implicados en las enfermedades conformacionales o proteinopatias, en
donde existen alteraciones en la conformacion nativa de las proteinas.

Palabras clave: Proteinas de choque térmico pequenas (sHsp/HSPB), cuerpos de inclusion, enfermedades degenerativas, miopatias,
mutaciones.

Abstract

The small heat shock proteins (sHsp/HSPB) and their implication in the development of degenerative diseases. Stress proteins are
present in all the cells and participate in the synthesis of proteins binding their selves to the newly formed peptides to direct their folding, thus
ensuring their three-dimensional structure and appropriate functioning. Besides, stress proteins are able to bind to damaged peptides and
proteins due to diverse types of aggressions, enabling their repair or degradation. When cells are exposed to adverse situations, a rapid
increase in concentration of stress proteins occurs. Stress protein expression had been associated to heat shocks only, but nowadays we
know that stress proteins are induced as a response to a wide array of physiological and environmental aggressions such as: viral infections,
inflammations, febrile responses, cell exposure to cytotoxic compounds, pH acidification, anoxia, and heat shock. The production of this
type of molecules is a defense mechanism that allows the cell to adapt to anomalous situations and increase its survival capacity. In our study
we present a brief historical account on stress proteins, their association with some pathologies, and discuss the current state of knowledge
about this type of molecules and the possible mechanisms involved in protein conformational disorders or proteopathies.

Key words: Heat shock proteins (Hsp), body inclusion, degenerative diseases, myopathies, mutations.
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Resumo

As proteinas pequenas de choque do calor (sHsp/HSPB) e sua implicacio no desenvolvimento de doencas degenerative. As
proteinas do estresse sdo moléculas presentes em todas as células e estdo envolvidas no processo de sintese protéica, ligando-se aos
peptideos nascentes para dirigir o seu dobramento, o que garante sua estrutura tridimensional e, consequentemente, o seu bom funcionamento.
Além disso, sdo capazes de se ligar a peptideos e proteinas danificadas por diferentes tipos de agressao, facilitando a sua reparacdo ou
degradacdo. Quando as células ficam expostas a situacdes adversas aumentam rapidamente as concentra¢des dessas proteinas. Embora no
inicio associou-se a expressdo das proteinas de estresse com uma mudanga brusca de temperatura, atualmente € conhecido que elas sdo
induzidas como resposta a um amplo espectro de agressoes fisiol6gicas e ambientais, tais como: infecgdes virais, inflamacgdes, febres,
exposicdo das células a compostos citotdxicos, a acidificagdo do pH, anoxia ou choque térmico. A producéo de tais células € um mecanismo
de defesa que permite a célula se adaptar a condi¢des anormais e aumentar a sua capacidade de sobrevivéncia. Neste trabalho se apresenta
um breve histdrico das proteinas de estresse, a sua associagdo com certas doengas e se discute o estado atual do conhecimento sobre este tipo

de moléculas e os possiveis mecanismos envolvidos nas doencas conformacionais ou proteinopatias.

Palavras chave: proteinas de choque térmico (Hsp), corpos de inclusdo, doengas degenerativas, miopatias, mutacoes

Introduccion

El estudio de las proteinas de estrés, entre las cuales se
encuentran las proteinas de choque térmico, ha dado al
mundo cientifico la oportunidad de descubrir miltiples
senderos que aseguran la sobrevivencia celular tanto en
condiciones fisiolégicas como en condiciones de estrés.
Aunque fue sé6lo en 1973, cuando Tissieres y Mitchell
identificaron las proteinas inducidas por el estrés (1), yaen
1962, Ritossa estudi6 indirectamente las proteinas de estrés
al observar la activacion transcripcional de los cromoso-
mas de las glandulas salivales de Drosophila busckii, uti-
lizando como estimulos el calor, el dinitrofenol y el
salicilato de sodio, encontrando un aumento de proteinas
de 70 y 26 kDa, las cuales fueron llamadas proteinas de
choque térmico (HSP, Heat Shock Proteins) (1).

Evidencias experimentales, entre 1978 y 1979, demostra-
ron que ademds de un choque térmico otros agentes de
estrés inducian las HSP en bacterias, tetrahymena y células
de pollo en cultivo. Desde entonces, se han acumulado
multiples pruebas cientificas a favor del hecho de que la
respuesta de estrés constituye un fendmeno altamente con-
servado, en practicamente todos los tipos celulares. Esto
ultimo, ha contribuido a demostrar la importancia biologi-
ca de ese mecanismo de proteccién celular contra los efec-
tos toxicos inducidos por elementos estresantes (1-6).

Al inicio de la década de los 80 se demostr6 en diferentes
sistemas celulares que la acumulacién de las proteinas de
estrés por medio de un choque térmico u otras formas de
estrés coincide con un estado transitorio de la célula lla-
mado termotolerancia (7-11). Las células se vuelven
termotolerantes después de haber sufrido un ligero choque
térmico; lo que significa que se hacen resistentes a un se-
gundo choque térmico severo que seria mortal sin los efec-
tos benéficos de las proteinas de estrés. Aunque para esta

época, numerosos investigadores coincidian en que la res-
puesta de estrés tiene como finalidad la proteccion celular
(1) y la importancia de las HSP en la sobrevivencia celular
se iba haciendo cada vez mas evidente, eran todavia des-
conocidos sus mecanismos de accion, que inhiben los efec-
tos toxicos inducidos por el estrés. Los esfuerzos
investigativos en este sentido, durante los afios 80, logra-
ron, demostrar que Hsp60/HSPD1 y Hsp70/HSPA partici-
pan en la reparacion y en la degradacion de las proteinas
dafiadas durante un periodo de estrés, asi como en la esta-
bilizacién y el plegamiento de las proteinas nacientes. A
todo lo largo de la década de los 80 y al comienzo de los
afios 90, se acumularon elementos de prueba que demos-
traron el rol de Hsp60/HSPD1 y Hsp70/HSPA como
chaperonas moleculares dependientes del ATP (12-16).

En 1990, las proteinas de choque térmico de pequefia masa
molecular (sHsps/HSPB, Small Heat Shock Proteins) eran
ya sujeto de multiples investigaciones. Los resultados
obtenidos desde entonces, han demostrado que in vitro,
esas proteinas actian como chaperonas moleculares inde-
pendientes del ATP (17). Esto implica que la actividad de
chaperonas moleculares de esas proteinas difiere de la for-
ma de actuaciéon de Hsp60/HSPD1 y Hsp70/HSPA con el
mismo proposito (18, 19).

En la actualidad se acepta que la actividad de chaperonas
moleculares es la funcidon principal de las proteinas de
estrés, contribuyendo dicha actividad de manera impor-
tante a los mecanismos de accién termoprotectores de las
HSP pequenas. En el medio ambiente celular multiples
proteinas no pueden adquirir su conformacion nativa sin
la asistencia de las chaperonas moleculares (17). Las
chaperonas moleculares se definen como “una familia de
proteinas celulares las cuales median el plegamiento co-
rrecto de otros polipéptidos, y en algunos casos su ensam-
blaje en estructuras oligoméricas, pero no son componentes
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de las estructuras” (20). Por consiguiente, las chaperonas
moleculares interactian transitoriamente con otras protei-
nas a fin de impedir posibles interacciones no apropiadas
conducentes a la agregacion proteica. Igualmente, reconocen
y se unen selectivamente a las proteinas que han perdido su
conformacion nativa formando complejos relativamente
estables; estabilizan proteinas nacientes y las guardan en
una conformacion no plegada con la finalidad de permitir
su translocacidn a través de las membranas, ademas, parti-
cipan junto con otras familias de chaperonas moleculares
en larecuperacion de proteinas desnaturalizadas (21). Bajo
los efectos del estrés, las proteinas que exponen superfi-
cies hidrofébicas son reconocidas y protegidas por medio
de la unién a chaperonas moleculares que impiden su agre-
gacion (22).

Existe un grupo importante de chaperonas moleculares
implicadas en el plegamiento de las proteinas in vivo (21).
Su masa molecular, su comportamiento celular y las fun-
ciones que realizan, definen las diferentes familias de HSP
(22), entre las cuales se encuentran las Hsp100/HSPH,
Hsp90/HSPC1, Hsp70/HSPA, Hsp60/HSPD1, Hsp40/
DNAJB1 y sHsp/HSPB. De otro lado, en funcion del con-
sumo de energia para la realizacion de sus funciones, se
consideran dos grupos, las dependientes de ATP: Hsp100/
HSPH, Hsp90/HSPC1, Hsp70/HSPA, Hsp60/HSPD1,
Hsp40/DNAJBI1 vy las independientes de ATP: sHsp/HSPB
(16,17, 24-29).

Los resultados obtenidos en numerosas investigaciones,
durante los afios 90, sugirieron que las proteinas de estrés
se encuentran implicadas no sélo en procesos fisioldgica-
mente normales, sino asociadas a procesos patoldgicos, lo
cual abre una ventana de esperanza para la bisqueda de
medidas terapéuticas basadas en la produccion de este tipo
de proteinas.

Proteinas de estrés y procesos patologicos:

Proteinas de choque térmico (HSP)

Ha sido demostrado reiteradamente que hay una sobre-
expresion de las proteinas de estrés cuando se comparan
enfermos y poblacién sana. Se han estudiado los niveles
de algunas proteinas de estrés y se han encontrado niveles
elevados en pacientes con arterioesclerosis, arritmias,
isquemia cardiaca, tejidos neopldsicos de mama, ovario,
endometrio y sistema digestivo (30). De otro lado, un area
de investigacién biomédica muy interesante, resulta del
estudio de las implicaciones de las HSP en enfermedades
neurodegenerativas como Parkinson, Huntington y
Alexander, en las cuales existen problemas de conforma-
cién proteica, por lo cual estas entidades se conocen como

enfermedades conformacionales o proteinopatias (31, 32).
Ese tipo de afecciones se caracteriza por la presencia de
cuerpos de inclusion o agregados proteicos en las células,
los cuales, de manera general, son el resultado de proteinas
mal plegadas y en consecuencia de una sobrecarga en el
sistema celular de control de la calidad proteica. En esos
cuerpos de inclusiéon ha sido descrita la presencia de
ubiquitina, de las sub-unidades del proteosoma y de
chaperonas moleculares, elementos claves que participan
en el proceso celular de control de calidad a nivel de las
proteinas (33, 34).

La capacidad de las HSP de proteger contra la desnaturali-
zacion de las proteinas inducida por el estrés térmico y la
asociacion frecuente de las HSP con los agregados proteicos
sugiere que las chaperonas moleculares pudieran jugar un
rol importante en el desarrollo de las enfermedades
neurodegenerativas. Es de hacer notar que aunque las en-
fermedades degenerativas en las que se encuentran impli-
cadas las HSP, no constituyen un grupo de elevada
incidencia, son enfermedades devastadoras que se mani-
fiestan con la edad y son causa de elevados costos tanto
econdmicos como afectivos para el paciente y su familia,
que tiene que enfrentar tales problemas.

Mecanismos moleculares e implicaciones de las proteinas
de estrés en enfermedades conformacionales:

Actividad protectora de las HSP

En C. elegans, se observo que la expresion de la proteina
de fusion httQ82-GFP, la cual codifica la proteina
huntingtina de 82 residuos de glutamina fusionada a la
proteina GFP (Green Fluorescent Protein), induce la agre-
gacion de diversas proteinas con cadenas cortas de
poliglutamina, lo que se traduce en un retardo en el desa-
rrollo (35). Sin embargo, también se encontrd que la co-
expresion de Hspl104/HSPH1 y httQ82-GFP reduce la
cantidad de agregados y permite el crecimiento normal del
organismo, demostrando con esto el rol de Hsp104/HSPH 1
en la proteccion celular.

Estudios posteriores (36), constataron que la proteina
huntingtina con 72 residuos de glutamina (httQ72), se agre-
ga cuando se expresa en células COS-1. Sin embargo, se
demostr6 que el tratamiento con geldanamycina; un anti-
bidtico que se une especificamente a Hsp90/HSPC1 y alte-
ra su funcién induciendo la degradacion de proteinas que
estin mutadas en células tumorales (37); induce la sintesis
de Hsp40/DNAJB1, Hsp70/HSPA1A y Hsp90/HSPC1 e
impide la agregacion de la proteina htt72Q. También fue
determinado que la localizacién intracelular de htt72Q se
mantenia asociada a estructuras granulares, en donde
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Hsp40/DNAJB1 y Hsp70/HSPA1A co-localizaban. Por el
contrario, Hsp90/HSPC1 co-localizaba parcialmente con
pequefios agregados. También hallaron que la proteina
huntingtina con 51 residuos de glutamina (HD51Q), se
distribuia uniformemente en el citoplasma cuando era co-
expresada con Hsp40/DNAJB1 y Hsp70/HSPA1A. En fun-
cion de esos resultados, es posible sugerir que Hsp40/
DNAJB1 y Hsp70/HSPA1A deben colaborar para impedir
la formacion de fibrillas amiloides caracteristicas de las
enfermedades donde hay agregacion proteica (38).

Proteinas de choque térmico pequeias
(sHsp/HSPB)

El estudio del efecto de las sHsp/HSPB sobre la toxicidad
y la agregacion, caracteristicas que se manifiestan en pa-
cientes que padecen enfermedades causadas por repeticio-
nes de glutamina constituye un campo de investigacion
prometedor para el desarrollo de estrategias terapéuticas.
La co-expresion de Hsp27/HSPB 1 humana con las protei-
nas httEx1Q53, httEx1Q74 y httEx1Q103 (proteinas
huntingtina que poseen 53, 74 y 103 residuos de glutamina,
respectivamente) no bloquea la agregacion, pero disminu-
ye la toxicidad de esas proteinas, asociada a muerte celu-
lar, determinada por la presencia de niicleos fragmentados
o condensados. La disminucién de la toxicidad de la pro-
teina httEx1Q53 depende de la fosforilacion de Hsp27/
HSPBI1. El mutante pseudo-fosforilado de la serina 15
(S15D) de Hsp27/HSPB1 (donde la serina ha sido cambia-
da por aspartato a fin de simular una proteina fosforilada)
protege igual que la forma salvaje de la proteina, mientras
que el mutante triplemente pseudo-fosforilado (S15D,
S78D, S82D) no bloquea la muerte celular inducida por las
proteinas httEx1Q74 y httEx1Q103. El efecto protector
del doble mutante de fosforilacion (S78D, S82D) se sitiia a
medio camino entre el simple y triple mutante. Esta pro-
teccion inducida por Hsp27/HSPB1 coincide con la inhi-
bicion de la activacion de la caspasa-3, con la supresion de
los radicales libres inducidos por la expresion de la protei-
na HttEx1Q74 y con el aumento del glutation (39).

Mutaciones en las proteinas de choque térmico pequefias
(sHsp/HSPB):

Alfa B-cristalina/HspB5S

El reciente descubrimiento de mutaciones en los genes de
las sHsp/HSPB abre grandes posibilidades para el estudio
de los genes que codifican estas chaperonas moleculares,
aspecto de mucha importancia para develar como el pro-
ducto de la mutacién pudiera ser compensado y cudles son
las implicaciones de la ausencia o de las modificaciones
de la funcién de esas chaperonas mutadas.

La mutacién R116C en el gen de la aA-cristalina es res-
ponsable del desarrollo de cataratas de cardcter autosémico
dominante (40). El patrén cromatografico revel6 que la
oA-cristalinaR116C migra como un oligémero de 2000
kDa comparativamente con 640 kDa de la proteina salva-
je. También, se observd que en aA-cristalinaR116C la
actividad de chaperona molecular se encuentra dismi-
nuida, lo que confirma que la estructura terciaria de
aA-cristalinaR116C es alterada por la mutacién (41).
De otro lado, el oligdbmero de o-cristalina compuesto por
aoA-cristalinaR116C y aB-cristalina salvaje tiene una masa
molecular aumentada y una sensibilidad térmica mas ele-
vada, debido a la exposicion de las cadenas laterales de los
residuos de triptéfano. Ademas, a-cristalina posee una li-
gera reduccion de su actividad de chaperona molecular y
pérdida del 10% de su actividad protectora contra la agre-
gacion de la alcohol deshidrogenasa (42).

En 1998 (43), fue identificada una mutacién en el gen de
oB-cristalina salvaje/HSPB5 (CRYAB) como responsable
de una miopatia ligada a los filamentos de desmina (Desmin-
related myopathie o DRM), también llamada cristalinopa-
tfa. El gen CRYAB se encuentra en el cromosoma 11q21-23
y la transicion heterozigética del nucleétido 3787 condu-
ce a la sustitucion de la arginina en posicion 120 (AGG)
por una glicina (GGG). La enfermedad se manifiesta en la
edad adulta, con debilitamiento de las partes proximales y
distales de los musculos del cuello, tronco y paladar,
cardiopatias y aparicion de cataratas. Las biopsias de los
pacientes con diagndstico de DRM presentaban anomalias
en zonas de las fibras musculares, donde se detectaba
inmunoreactividad hacia aB-cristalina y desmina. La aB-
cristalinaR 120G expresada en mioblastos C2.7 y en células
BHK21, form6 agregados citoplasméticos y perinucleares
en los que aB-cristalina y desmina co-localizaban.
Ultraestructuralmente se determind que esos agregados
formaban depdsitos rodeados por filamentos de 10 nm de
didmetro, caracteristico de los filamentos intermedios (43).

Andlisis realizados (44), sobre las anomalias presentes en
las fibras cardiacas de ratones que sobre-expresaban aB-
cristalinaR 120G y aB-cristalina salvaje, demostraron que
la sobre-expresion de aB-cristalinaR 120G, inducia la mor-
talidad de los ratones, alcanzandose el 100% a la edad
adulta y que aunque la expresion de la forma salvaje no
inducia ningtin fenotipo en los cardiomiocitos, a un me-
nor nivel de expresion de aB-cristalinaR 120G los ratones
presentaban un fenotipo similar a las cardiomiopatias li-
gadas a los filamentos de desmina. Estos ratones morian
por problemas cardiacos entre 5 y 7 meses de edad, los
corazones estaban dilatados y presentaban trombosis atrial
y calcificaciones. Ademads, los ratones sufrieron conges-
tién pulmonar y hepética, edema pleural, abdominal y ge-
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neral. La red de desmina de los cardiomiocitos se encon-
traba alterada, puesto que la desmina formaba agregados
en lugar de estrias. También, se encontré que en los rato-
nes de menos de tres meses de edad, 1a sobre-expresion del
transgen de aB-cristalinaR 120G inducia hipertrofia de los
cardiomiocitos, caracterizada por aumento de su didmetro
transversal. En los ratones de menos de seis meses de edad,
esta hipertrofia se manifestd no solamente por aumento
del didmetro sino también por alargamiento de las fibras,
lo que provocé dilatacion de los ventriculos y la falla
cardiaca. Inicialmente, la hipertrofia fue compensada por-
que la funcién contrictil fue mantenida, pero se observo
un déficit en el relajamiento de los ventriculos. Estos re-
sultados demuestran que los ratones transgénicos que
expresan aB-cristalinaR 120G constituyen un buen mode-
lo para el estudio de las cardiomiopatias ligadas a los fila-
mentos de desmina.

Inicialmente, se reportd que la masa molecular de la pro-
tefna salvaje era de 650 kDa y que aB-cristalinaR120G
recombinante tenia una masa molecular de 1.4 MDa (43),
sin embargo, otros grupos de investigacion han reportado
masas moleculares de 720 kDa (44) y de 823 kDa (45),
resultados que ponen de manifiesto la alteracion de la es-
tructura cuaternaria de la proteina. Adicionalmente, fue
revelado mediante microscopia electronica de transmision
(cryo-EM) que la estructura de aB-cristalinaR 120G tiene
un didmetro de 16 nm, forma irregular y una cavidad cen-
tral mal definida, mientras que por el contrario, aB-cristalina
salvaje tiene un didmetro de 13 nm, forma esférica y una
cavidad central mejor definida (41). Los resultados ante-
riores no dejan duda que la mutacién R120G en aB-crista-
lina afecta la estructura de la proteina y por consiguiente
su actividad de chaperona molecular.

Por otra parte, utilizando los filamentos intermedios GFAP
(Glial Fibrillary Acidic Protein), para analizar su interaccion
con oB-cristalinaR 120G, se encontr6 que aunque la pro-
teina GFAP ensamblada in vitro es insoluble, en presencia
de aB-cristalina salvaje o aB-cristalinaR120G, se torn6
soluble hasta en 50 y 80%, respectivamente. Lo cual su-
giere una reduccion de la capacidad de la proteina mutada
para inhibir el ensamblaje de la proteina GFAP (46, 47).

La unién de aB-cristalina salvaje a la proteina GFAP fue
estudiada a 22, 37 y 44°C y una pequefia proporcion de oB-
cristalina salvaje fue detectada en la fraccion insoluble en
todas las temperaturas analizadas. Por el contrario, aB-
cristalinaR 120G a 37 y 44°C sedimenta completamente con
la proteina GFAP. Esta observacion demostr6 que aB-
cristalinaR 120G se une a los filamentos intermedios mas
fuertemente que la proteina salvaje. Un analisis por
microscopia electrénica corroboré ese resultado puesto que

toda la aB-cristalinaR 120G sediment6 con los filamentos.
Ademais, estudios de viscosimetria demostraron que aB-cris-
talina salvaje inhibi6 las interacciones no covalentes fila-
mento-filamento y disminuy6 la viscosidad del gel formado
por el ensamblaje de los filamentos GFAP. La aB-
cristalinaR 120G no disminuy¢ esta viscosidad, demostran-
do asi, la incapacidad de aB-cristalinaR120G para inhibir
las interacciones filamento-filamento, a pesar que ella se
une mds fuertemente a la proteina GFAP. Esos resultados
confirmaron la hipétesis planteada inicialmente por Vicart
y colaboradores (43, 47), quienes sefialaron que la mutacion
R120G de aB-cristalina afecta la capacidad de la proteina
para organizar correctamente los filamentos de desmina,
conduciendo asi a la agregacion de aB-cristalina y de
desmina.

Con el prop6sito de analizar el comportamiento celular de
oB-cristalinaR 120G, empleando un vector con el gen de
dicha proteina se transfectaron las lineas celulares NIH3T3,
CCL39 y PTK2, observando en todos los casos la forma-
cién de cuerpos de inclusion perinucleares (48-50). Por
medio de inmunomarcaje de la y-tubulina (un marcador
del centrosoma) se determiné que los cuerpos de inclusion
se formaron en el centrosoma o proximos a €l, en mas del
90% de los casos. Estos agregados son estructuras amorfas
similares a los agresomas (48-52). En los cuerpos de inclu-
sidn se observo la co-localizacion de aB-cristalinaR 120G
y ubiquitina. Es de hacer notar que en la mayoria de las
enfermedades neurodegenerativas caracterizadas por la
presencia de agregados proteicos, generalmente se obser-
va la presencia de ubiquitina. Las células PTK2 son de
origen epitelial y poseen dos redes de filamentos interme-
dios, una red formada por queratinas 8 y 18 y otra de
vimentina. Estas células fueron analizadas por microscopia
confocal después de ser transfectadas para expresar aB-
cristalinaR 120G, observdndose que tanto la queratina
como la vimentina forman una especie de cesta alrededor
de los agregados proteicos. Sin embargo, estos filamentos
no se encontraron dentro de los cuerpos de inclusion, ni se
observo perturbacion de la red de filamentos intermedios.
Esa estructura de los cuerpos de inclusién donde los fila-
mentos intermedios rodean los agregados proteicos es lo
que ha sido definido por Kopito y colaboradores como un
“agresoma” (48,52). En tal sentido, un agresoma es consi-
derado como un mecanismo empleado por las células para
bloquear la precipitacion de las proteinas, aislando del
citoplasma aquellas que ya han precipitado (52).

En nuestro laboratorio (53), con el objeto de establecer el
perfil de sedimentacion de oB-cristalina salvaje y aB-
cristalinaR 120G en gradiente de glicerol fueron transfec-
tadas células NIH3T3 con los pldsmidos que codifican
para la proteina aB-cristalina salvaje y para oB-
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cristalinaR 120G. Los resultados demostraron que aB-cris-
talina salvaje sediment6 con una masa molecular de 540
kDa, mientras que aB-cristalinaR 120G sedimenté como
especies altamente heterogéneas de peso molecular de
2000 kDa y maés. Estas alteraciones estructurales se re-
flejaron en la pérdida de aproximadamente 70% de la
actividad protectora de aB-cristalina R120G contra un
choque térmico de 44°C durante 2.5 horas. Experimen-
tos realizados con aB-cristalinaR120G co-transfectada
con oB-cristalina salvaje, Hsp27/HSPB1 y HspB8/
HSP22, demostraron que la presencia de estas proteinas
modula la formaciéon de cuerpos de inclusién por
aB-cristalinaR120G. (48). Igualmente se determiné
que cuando aB-cristalinaR 120G fue co-expresada con
oB-cristalina salvaje/HSPB5 y Hsp27/HSPB1 humana,
el perfil de sedimentacion mostré que aB-cristalinaR 120G
recuperd su estructura cuaternaria nativa y la formacion
de cuerpos de inclusion perinucleares fue completamen-
te bloqueada, observiandose solamente precipitados pe-
quefios y aislados en una cantidad reducida de células.
Ademads, esas dos proteinas co-sedimentaron y co-preci-
pitaron con aB-cristalinaR 120G, lo que sugiere que ellas
forman hetero-oligémeros (53). Desde hace mucho tiem-
po se conoce que Hsp27 y aB-cristalina salvaje/HSPB5
tienen actividad de chaperonas in vitro (16). Sin embar-
g0, el hecho que ellas interactien con aB-cristalina sal-
vaje/HSPBS5 y aB-cristalinaR120G y que permanezcan
asociadas con la estructura oligomérica final no permite
determinar si la actividad de chaperonas moleculares esté
envuelta en el plegamiento, puesto que ha sido demos-
trado que las chaperonas moleculares no permanecen
unidas a las proteinas que pasan por este sistema de con-
trol de calidad celular (17). En células PTK?2 transfecta-
das para expresar solamente aB-cristalinaR120G, el
andlisis por Western blot mostrd la proteina 50% en la
fraccion soluble y 50% en la fraccion insoluble. Puesto
que ella es una proteina citoplasmaética soluble (48), este
hecho evidencia que se insolubiliza como consecuencia
de la mutacién aB-cristalinaR 120G. Por definicién una
chaperona molecular no debe permanecer asociada con
la estructura final, en tal sentido, fue analizado el efecto
de HspB8/HSP22 (otra chaperona de pequefia masa mo-
lecular) sobre aB-cristalinaR120G. Los resultados mos-
traron que HspB8/HSP22 no formd hetero-oligémeros con
aB-cristalinaR 120G, co-inmunoprecipité débilmente con
oB-cristalina salvaje y Hsp27/HSPB1, mientras que
lo hizo fuertemente con aB-cristalina R120G. Ade-
mds, bloqued la formacion de los agregados, rescatd
la estructura oligomérica de aB-cristalinaR120G a
600 kDa sin permanecer unida a la estructura final de
oaB-cristalinaR 120G. Estos hallazgos nos permiten suge-
rir que HspB8/HSP22 tiene la capacidad de reconocer
proteinas mal plegadas (53).

En relacion a la estructura y funcion de estas proteinas se
hizo muy evidente la importancia de un residuo de arginina
conservado en aA-cristalina (R116), en aB-cristalina
(R120) y en Hsp27/HSPB1 de hamster (R148), el cual sus-
tituido por Glicina (Hsp27R148G) provocd un fenotipo
similar al observado en aB-cristalinaR 120G, con la forma-
cién de agregados citoplasméticos perinucleares y dimeros
en lugar de los oligdmeros de 12-24 sub-unidades de
Hsp27/HSPB1 salvaje, conservando su actividad de
chaperona molecular tan alta como la proteina salvaje (54).

Posteriormente, han sido descritas otras dos mutaciones en
el gen CRYAB, las cuales son responsables de Miopatia
miofibrilar, caracterizada por degeneracion progresiva de
las miofibrillas que se inicia en los discos Z (55). En pa-
cientes con esta patologia a nivel de sus fibras musculares,
ultraestructuralmente, se encontré acumulacion de mate-
rial filamentoso anormalmente degradado, pequefias
vacuolas autofagicas y acumulacion aberrante de diferen-
tes proteinas como desmina, aB-cristalina/HSPBS,
distrofina, NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule) y la
kinasa CDC2 (55).

La secuenciacion del gen CRYAB demostrd una delecion
de dos pares de bases en posicion 464 (464delCT), que ge-
nerd ocho codones sin sentido seguidos por un codén de
parada. Esta mutacién produjo una proteina truncada en su
porcion C terminal con 162 en lugar de 175 residuos y una
masa molecular de 18.8 kDa. La segunda mutacién debida a
una transicion C—T en posicién 451 (451C—T), origind
un codén de parada (Q151X), por lo cual el producto, en
este caso, fue una proteina de 150 residuos y masa molecu-
lar de 17.5 kDa, mientras que el andlisis del ADNCc, de los
dos pacientes estudiados, demostrd la ausencia de splicing
alternativo. Como consecuencia de estas dos mutaciones
la aB-cristalina mutada pierde una parte significativa de
su extension C-terminal flexible, que es indispensable
tanto para la solubilidad de la proteina, como para su
funcién de chaperona molecular (55-57). Es interesante
notar que un andlisis de extractos celulares obtenidos a
partir de miusculo de los dos pacientes estudiados, de-
mostré que aB-cristalina salvaje/HSPB5 y aB-cristalina
mutada se encontraban presentes. Ademads, se pudo deter-
minar que la expresion de aB-cristalina total se encontra-
ba aumentada 35% en uno de los pacientes y 22% en el
otro paciente, cuando se compar6 con los individuos con-
trol, siendo la expresion de aB-cristalina mutada menor
que la de aB-cristalina salvaje. En tal sentido, aB-cristali-
na mutada se comportd como un dominante negativo, pues-
to que a pesar de su reducida expresion, generé cambios
patoldgicos en las fibras musculares. Por otra parte, se ob-
servé a nivel de los niicleos celulares de 7 a 8% de cambios
morfolégicos consistentes con alteraciones apoptdticas.
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Los autores discuten que la pequefia proporcion de nu-
cleos indicando muerte celular programada se explica
considerando que aB-cristalina posee una funcién anti-
apoptotica al inhibir la Caspasa 3 (55).

Los resultados obtenidos por Simon y colaboradores (58,
59), ponen en evidencia que las proteinas mutantes
aB-cristalinaQ151X y aB-cristalina464delCT forman
agregados citoplasméticos tal como los forma aB-
cristalinaR 120G, que también fue analizada por estos in-
vestigadores.

Mas recientemente ha sido descrita otra mutacién en el
gen CRYAB de aB-cristalina debido a la substitucion de
la base G—A que resulta en el reemplazo de dcido aspartico
por asparagina en posicion 140 (D140N). Esta mutacion es
autosémica dominante y su fenotipo es la formacioén de
cataratas lamelares (60). Es de hacer notar que hasta la
presente fecha no hay informacién adicional sobre la ca-
racterizacion de la mutacion.

HspBS$/HSP22

La neuropatia motora conocida como Distal HMN (Distal
Hereditary Motor Neuropathy) ha sido asociada con ocho
loci y tres genes (61). El tipo II de la enfermedad es una
alteracion exclusiva de las neuronas motoras bajas, sin
pérdida sensorial. En una familia checa y otra belga con
diagndstico de Distal HMN se identificd el cambio del
nucleétido 423G—C en el exén 2 de HspB8/HSP22, de
forma que resulta en la sustitucion del aminodcido lisina
por asparagina en posicion 141 (K141N). En otras dos fa-
milias, una bulgara y otra inglesa con el mismo diagndsti-
co se encontrd la transicion heterocigética 421A—>G
implicando el mismo residuo de lisina en una sustitucion
por glutamina (K14 1E). Estas mutaciones K141N y K141E,
se encuentran localizadas en el dominio a-cristalino de
HspB8/HSP22. Este residuo de lisina se encuentra conser-
vado en diferentes especies y corresponde a la Arginina
120 de aB-cristalina que se encuentra mutada en DRM, lo
que confirma la importancia de estos residuos conserva-
dos en esta familia de proteinas (61).

Un andlisis de la capacidad de HspB8/HSP22 para bloquear
la agregacion proteica fue adelantado por Carra y colabora-
dores (62), quienes utilizaron como modelo la proteina
huntingtina con 43 residuos de glutamina (htt43Q), puesto
que se ha determinado que esta proteina con mds de 37
residuos de glutamina forma agregados intracelulares inso-
lubles (63). Para tal fin, células CCL39 fueron transfectadas
con el plasmido pHDQ43-HA, solo o junto con el plasmido
pMycHspB8. La actividad de HspB8/HSP22 fue compara-
da con la de otras chaperonas moleculares como Hsp27/

HSPBI1, aB-cristalina/HSPBS, Hsp40/DNAJB1 y fue utili-
zada como control negativo CHIP (co-chaperona de Hsp70/
HSPA1B). Los resultados obtenidos demostraron que
Hsp40/DNAJB1 tuvo un mayor efecto inhibitorio en cuan-
to a la agregacion de htt43Q, observandose que 44 horas
después de la transfeccion, Hsp40/DNAJB1 eliminé com-
pletamente htt43Q de la fraccién SDS insoluble. La activi-
dad de CHIP fue practicamente nula al igual que las de
Hsp27/HSPB1 y aB-cristalina/HSPBS. En contraste se ob-
servo que HspB8/HSP22 y Hsp40/DNAJB1 practicamente
eliminaron htt43Q de la fraccién SDS insoluble. Resulta-
dos similares fueron encontrados utilizando la linea celu-
lar HEK-293, lo cual pone en evidencia que la actividad
de HspB8/HSP22 es independiente de la linea celular uti-
lizada (62).

En la misma linea celular CCL39 fue analizado el efecto
de la sobre-expresion de HspB8/HSP22 sobre la formacion
de agregados por htt43Q. Las células transfectadas con el
plasmido pHDQ43-HA (que codifica para la proteina
huntingtina con 43 residuos de glutamina) forman agrega-
dos perinucleares en 90% de las células que expresan la
proteina htt43Q. Sin embargo, también, se observo que
algunas de esas células poseen material soluble, lo que se
evidencia por el marcaje difuso de htt43Q. La sobre-expre-
sion de htt43Q con HspB8/HSP22 en células CCL39 mos-
tr6 un marcaje difuso de htt43Q con pricticamente total
ausencia de agregados perinucleares. En aquellas células
donde a pesar de la presencia de HspB8/HSP22 se observa-
ron agregados formados por htt43Q, HspB8/HSP22 co-lo-
calizaba con htt43Q (62).

Utilizando la proteina htt43Q, fue analizado el efecto de
las mutaciones K141N y K141E de HspB8/HSP22, sobre
su actividad de chaperona molecular en células CCL39 y
HEK-293, las cuales fueron transfectadas con un plasmido
que codifica para htt43Q sola o con las dos proteinas
mutadas de HspB8/HSP22. Los resultados obtenidos de-
mostraron que las dos proteinas mutadas poseen reducida
actividad de chaperonas moleculares. En efecto, htt43Q
co-transfectada con HspB8/HSP22 salvaje fue encontrada
formando agregados en solo 10% de las células que expre-
san ambas proteinas. Mientras que en las células co-trans-
fectadas con htt43Q y K141N o K141E de HspB8/HSP22,
se encontré que aproximadamente 25% de las células que
expresaban ambas proteinas contenian agregados (62).

Hsp27/HSPB1

La enfermedad axonal Charcot Marie Tooth (CMT), perte-
nece a las neuropatias hereditarias motrices y sensoriales y
se caracteriza por degeneracion de los nervios periféricos.
Esta patologia ha sido clasificada en CMT1 y CMT2 para
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diferenciar las formas desmielinizante y axonal respecti-
vamente. La presentacion CMT2 es una enfermedad
genéticamente muy heterogénea y en la actualidad se han
caracterizado ocho loci y cinco genes como responsables
de la forma hereditaria de la misma. Evgrafov y colabora-
dores en el 2004 (64), estudiaron una familia rusa afectada
con CMT2 y encontraron en el exén 2 de Hsp27/HSPB1
una transicién heterozigota en posicion 404 (404C-T)
conducente a la mutacion S135F. Ademds de la familia
rusa, fueron analizados otros 301 individuos con diagnds-
tico de CMT y se realiz6 tamizaje de 115 individuos afec-
tados con HMN, neuropatia periférica motora que se
asemeja estrechamente a CMT?2, exceptuando la ausencia
de anormalidades sensoriales en HMN. La misma muta-
cién 404C—T fue encontrada en otras cuatro familias ru-
sas con CMT y en una familia inglesa con Distal HMN.
Ademas, se encontraron otras cuatro mutaciones de Hsp27/
HSPBI tanto en familias afectadas con CMT2 (S135F y
R136W), como en familias diagnosticadas con Distal HMN
(R127W, S135F, T1511y P182L). De las mutaciones en-
contradas en Hsp27/HSPB1, las mutaciones R127W,
S135F, R136W y T1511 se encuentran en el dominio alfa-
cristalino de la proteina, mientras que la P182L se encuen-
tra en la porcion C terminal flexible de la proteina (55),
region ésta que participa en el mantenimiento de la
solubilidad de la proteina y en su funcién de chaperona
molecular (55). Estas mutaciones descritas para Hsp27/
HSPB1 humana ocurren en residuos conservados en pro-
teinas ortélogas de Hsp27 /HSPB1.

Tomando en consideracién que las neuropatias periféricas
hereditarias son causadas probablemente por pérdida
axonal prematura debido a la degeneraciéon neuronal, el
equipo de Evgrafov (64), analiz6 el efecto de la mutacién
S135F en la sobrevivencia celular. A tal efecto, transfecta-
ron células N2a, de neuroblastoma de ratén, con construc-
ciones de ADN para Hsp27/HSPB1 salvaje unida a la
proteina EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) o
con Hsp27S135F. Observaron que 48 horas después de la
transfeccion, el nimero de células transfectadas con Hsp27
mutada era significativamente mds bajo que el nimero de
células transfectadas con Hsp27/HSPB 1 salvaje, 1o que no
pudo ser atribuido a una expresion aumentada de la protei-
na mutada puesto que mediante andlisis por Western blot
se reveld que tanto Hsp27 salvaje como Hsp27 mutada
tuvieron niveles similares de expresion. También pudie-
ron observar la presencia de aproximadamente el doble de
células N2a multinucleadas, cuando éstas expresaron
Hsp27 mutada, en comparacién con las células que expre-
saron Hsp27 salvaje. Ademads de lo antes mencionado, tam-
bién se estudio el efecto de la mutacién S135F de Hsp27
sobre el ensamblaje de los neurofilamentos (64). La
proteina que forma la cadena ligera de los neurofila-

mentos humanos (NF-L) puede auto-ensamblarse en
filamentos homopoliméricos cuando se expresa en célu-
las SW13.cl.2Vim, una linea celular de carcinoma adrenal
que no contiene una red endogena de filamentos interme-
dios. Cuando las células SW13.cl.2Vim son co-transfecta-
das con NF-L y Hsp27/HSPB 1 salvaje, NF-L forma una red
delgada de neurofilamentos y ocasionalmente se observan
haces de filamentos gruesos. En el caso de las células
SW13.cl.2Vim co-transfectadas con NF-L y Hsp27 mutada
en S135F, se observa que NF-L forma agregados y una
menor cantidad de filamentos finos, lo cual sugiere que la
mutacion S135F afecta el ensamblaje de los neurofilamen-
tos. El andlisis de la mutacion P182L permiti6 determinar
que la misma es responsable de la formacion de agregados
citoplasmaéticos insolubles dentro de los cuales se encuen-
tran secuestradas las cadenas medianas de los neurofila-
mentos y dinactina p150, hecho que sugiere que el
mecanismo implicado en la destruccion neuronal es la
disrupciéon de componentes esenciales de la estructura
axonal y de transporte (65).

En un estudio de 114 pacientes chinos diagnosticados con
CMT autosémica dominante tipo II, se determind, en cua-
tro familias, la presencia de la transicion heterozigdtica
C379T en Hsp27 que conduce a la sustitucion R127W, lo
que sugiere que este cambio es responsable de la enferme-
dad CMT (66-68).

Mais recientemente Houlden y colaboradores (69), reporta-
ron para Hsp27/HSPBI1 cinco mutaciones autosoémicas
dominantes y la primera mutacién autosémica recesiva
asociada con la enfermedad Distal HMN/CMT?2. A excep-
cioén de S135F, las otras mutaciones fueron reportadas por
primera vez, siendo ocasionadas por cambios de nucledti-
dos. Asi, C404T produce el cambio R140G; C116T oca-
siona el cambio P39L; G250C determina el cambio G84R
y C295A determina la mutacién autosdémica recesiva
L99M. Es importante mencionar que en la regién
codificante de Hsp27/HSPB1 se encontré un cambio
C379A responsable de la mutacion silenciosa R127R, en
un paciente con una sintomatologia tipica de Distal HMN,
que constituye un caso esporadico. En este caso se podria
especular que el simple cambio de un nucledtido es capaz
de producir cambios en la conformacién de la proteina que
conllevan a la manifestacion de los sintomas de la enfer-
medad, o bien que esta mutacién no sea la responsable de
la patologia y el defecto molecular aun no haya sido deter-
minado.

Perspectivas

Del andlisis realizado anteriormente se desprende que las
mutaciones hasta ahora descritas que afectan proteinas de
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la familia de las HSP estdn relacionadas especialmente con
miopatias, enfermedades en las que se encuentran implica-
dos los sistemas nervioso y muscular. En virtud de la im-
portancia de dichas enfermedades varios grupos de
investigacion en el mundo, actualmente adelantan estu-
dios en ésta drea. En nuestro laboratorio, gran parte de los
esfuerzos investigativos estdn dirigidos a la generacién de
informacion producto del estudio de mutaciones en las
proteinas Hsp27/HSPB1, HspB8/HSP22, aA-cristalina/
HSPB4 y aB-cristalina/HSPBS, algunos independientes y
otros en colaboracidn con otros grupos de investigacion.
Especificamente, estamos interesados en determinar las
variaciones en la solubilidad de dichas proteinas, su ubi-
cacion intracelular y las interacciones que puedan encon-
trarse alteradas entre los distintos aminodcidos, para lo
cual se adelantan estudios experimentales, acompafiados
de estudios de bioinformética, con propuestas de modelos
computacionales tanto de las proteinas normales como de
las mutadas, sus cambios estructurales y los posibles me-
canismos de interaccidn presentes en procesos patologi-
cos (datos no mostrados), 1o que sin duda nos permitird
una mejor comprension de los factores que contribuyen al
desarrollo de las enfermedades en las cuales estas protei-
nas estdn implicadas. Todo el conocimiento construido
con base en los resultados de los estudiosos de las protei-
nas de estrés, contribuird de manera decidida, en el media-
no plazo, a soportar los estudios conducentes a la bisqueda
de medidas terapéuticas no convencionales para éste tipo
de enfermedades que, aunque son muy poco frecuentes,
resultan devastadoras para los pacientes que las padecen.
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