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vo de vibraciones en los cables de
puentes colgantes. Probablemente
no hay estudiante universitario de
Fisica que no haya visto la filma-
cion del hundimiento del puente
colgante de Tacoma Narrow debido
a las vibraciones inducidas por un
fuerte vendaval. Hoy en dia esta
posibilidad se evita de forma efecti-
va por medio de la instalacion de
amortiguadores activos en los
cables del puente.

Finalmente, en Bio-ingenieria
se estan usando ya amortiguadores
activos para aumentar el confort de
marcha en protesis artificiales de
rodilla. Otra via, atin en estado de
estudio preliminar es la de utilizar
materiales compuestos, en los que
el fluido soporte se sustituye por

un gel eldstico, como “musculos
artificiales™.
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COLABORACIONES

Las proteinas de estrés. La respuesta de las
células a los cambios ambientales

Una de las caracteristicas mds lla-
mativas de los seres vivos es su
habilidad para detectar los cambios
en el medio ambiente y adecuarse
continuamente a las nuevas situa-
ciones; de ella dependen la supervi-
vencia de los individuos y la evolu-
cion de las poblaciones. También
las células, tanto de vida libre como
las que componen un organismo
pluricelular, son capaces de adaptar-
se a los cambios en las condiciones
ambientales. Existe un complejo
entramado de sensores y mecanis-
mos de transduccién de sefales que
logran un continuo ajuste del creci-
miento, la proliferacién, la expre-
sion de los genes y las actividades
metabdlicas de la célula a pequenas
y graduales variaciones en su entor-
no. Pero en determinadas ocasiones
las células se enfrentan a unas con-
diciones ambientales demasiado
adversas, que pueden ser criticas y
llegar a poner en peligro su propia
supervivencia. Entonces decimos
que la célula se encuentra en una
situacién de estrés. Hoy sabemos

que ante estas situaciones se activa
un mecanismo defensivo que afecta
a la propia expresion del genoma.
La palabra estrés se ha convertido
en un comodin de nuestro vocabula-
rio ya que constituye una experien-
cia casi cotidiana en nuestro estilo
de vida actual. Pero ;qué es exacta-
mente el estrés para una célula?
Resulta dificil dar una definicion
precisa, ya que, al igual que en los
humanos, la percepciéon de una
situacién de estrés es totalmente
dependiente del tipo de célula. En
términos generales, se trata de un
cambio brusco y repentino en algtin
pardmetro ambiental, que puede ser
de naturaleza fisica o quimica (tem-
peratura, presion, radiacidn, concen-
tracion de sales, pH, presencia de
metales pesados, sustancias toxicas,
etc.), de manera que se aleje de las
condiciones habituales fisiolégicas
y que puede provocar daios en algu-
nos de los componentes de la célula,
sin llegar a alcanzar una situacion
claramente letal para la misma.
Puesto que las condiciones “norma-

les™ difieren segtin el tipo de célula,
lo mismo ocurre con las condiciones
que perciben como anormales. Por
ejemplo, una temperatura de 37°C es
normal para una célula de mamife-
ro, pero solo dos o tres grados mas,
a partir de 40°C empieza a ser criti-
ca y se activa la respuesta de estrés,
mientras 37°C resulta muy compro-
metida para las células de un orga-
nismo acudtico que normalmente se
encuentran entre 15°C y 25°C.

No obstante, aunque en la per-
cepcion del estrés hay diferencias
entre las células podemos decir que
todas ellas responden de una forma
muy parecida ante situaciones
estresantes muy diversas. Por eso
hoy dia podemos hablar de la “res-
puesta celular al estrés™ en térmi-
nos genéricos, ya que hay unos ele-
mentos clave que la caracterizan.
Implica una reprogramacion rapida
del genoma, de manera que se acti-
va un pequenio grupo de genes que
codifican las denominadas
proteinas de estrés, cuya sintesis es
muy rdpida y muy eficiente, inclu-
so en condiciones en que toda la
maquinaria celular estd en una
situacion critica. Se trata de un
mecanismo de defensa y la funcidn
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de estas proteinas es protectora ya
que ayudan a recuperar los elemen-
tos dafados, generalmente otras
proteinas y dcidos nucleicos.

UNOS GENES ACTIVADOS
POR CALOR

La temperatura es uno de los
principales factores de estrés al que
se enfrentan todos los organismos,
y el mecanismo de respuesta de las
células al estrés térmico es sin duda
el mejor caracterizado en una
amplisima variedad de especies.
También fue el primero que se des-
cubrié y, como veremos, es un
ejemplo mds de cémo un hecho for-

tuito puede llevar a un descubri-

miento de capital importancia.

— 33

Figura 1. Proteinas de nueva sintesis tras
un choque térmico de una hora a 35°C.
Para su deteccion, las células se incuban en
un medio con el aminodcido metionina mar-
cado con 7S, Posteriormente, las proteineas
se separan mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida, y la radiactividad se
detecta por autorradiografia. (b) Chirono-
mus (¢) Drosophila (2).

Todo empez6 en un pequefio labo-
ratorio de Napoles y por un error.
Alguien habia subido la temperatura
de 25°C a 37°C en el incubador
donde el joven cientifico Ferruccio
Ritossa criaba las moscas en que
estudiaba la sintesis de dcidos nuclei-
cos en determinadas regiones o puffs
de sus cromosomas gigantes. Obser-
V6 que en estas condiciones de hiper-
termia aparecian nuevos puffs, a la
vez que se producia practicamente la
represion de los puffs activos en con-
diciones normales. En 1962, Ritossa
publicd que una elevacién brusca en
la temperatura de cultivo de larvas de
Drosophila, la mosca de la fruta, pro-

Figura 2. Genes de estrés. Sobre el gris del
DNA podemos ver en blanco los genes que
se han activade como consecuencia de una
subida brusca en la temperatura. La técnica
se basa en la deteccion por imnunofluores-
cencia de la enzima RNA polimerasa (en los
genes activos) con un anticuerpo especifico
marcado con el fluorocromo Texas Red . El
DNA se detecta con la molécula fluorescen-
te DAPI gue se intercala en la doble hélice.
Dos imdgenes compuestas con Adobe Pho-
toshop:  fluorescencia a 396nm vy a
360nm.Microscopio de fluorescencia Zeiss,
cdamara CCD Photometrics.

Cromosoma politénico del mosquito Chirono-
mus. Aumentos 2000x. Autores: Jose Luis
Martinez Guirarte y Gloria Morcillo.

vocaba un cambio en el patron de
puffing de los cromosomas politéni-
cos de las células salivales (1). Desde
la perspectiva del momento, donde
ya se sabia que los puffs eran una
manifestacion visible de la actividad
de determinados genes, pudo con-
cluir que el patrén de expresion géni-
ca de las células podia ser dramdtica-
mente alterado por influencias exter-
nas. Una serie de tratamientos, como
el dinitrofenol, el salicilato sédico y
la anoxia, provocaban un efecto sor-
prendentemente equivalente al cho-
que térmico. Sin embargo, sus traba-
jos no tuvieron demasiada repercu-
sién ya que parecia un comporta-
miento muy curioso, pero al fin y al
cabo de los genes de una mosca.

A mediados de los afos setenta se
describe que, ademds de un efecto
directo sobre determinadas regiones
de los cromosomas, el choque tér-
mico provoca una alteracion rdpida
y drastica en el patrén de proteinas:
mientras que prdcticamente cesa la
sintesis de las proteinas que normal-
mente esas células producian se
observa la sintesis masiva de unas
nuevas proteinas, cuyo nuimero
guarda una notable correspondencia
con el nimero de genes inducidos
por el calor.

A partir de este momento, el cho-
que térmico adquiere un notable
interés, y numerosos grupos de
investigacion se centran en su estu-
dio en diversos organismos. En
pocos afos se identifican y afslan
estas proteinas y se establece la
correlacion precisa entre cada una
de ellas y los genes que las codifi-
can. Fueron los primeros genes
eucariotas clonados y de los prime-
T0S en conocerse su secuencia. Pero
atn mds importante, al estudiar este
fenomeno en multitud de especies
diferentes, desde las bacterias hasta
las células humanas, se pudo com-
probar que todas las células respon-
den frente al estrés térmico de un
modo semejante a como lo hacfan
las células de Drosophila (2). Las
proteinas estdn muy conservadas, en
cuanto a nimero y a secuencia de
aminodcidos, a lo largo de la escala
evolutiva, y, por supuesto, también
los genes que las codifican tienen
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una elevada homologia de secuen-
cia, en algunos de casos mayor del
50% entre las bacterias y los huma-
nos. El solo hecho de su conserva-
cion, durante miles de millones de
anos de evolucién, nos habla de un
mecanismo bdsico que debe tener
importantes implicaciones para la
fisiologia de las células. El interés
se amplificé a medida que se iban
describiendo una amplia variedad
de agentes que eran capaces de
inducir una respuesta similar a la
observada después de un choque
térmico.

LAS PROTEINAS DE ESTRES

Este nombre agrupa a toda una
familia de proteinas, cuya sintesis se
induce como consecuencia de una
situacion de estrés, pudiendo llegar
a ser masiva, de forma que toda la
maquinaria celular de traduccion
esté prdcticamente dedicada a su
produccién, si las condiciones son
criticas o se acercan a la subletali-
dad. Esto depende de la intensidad y
de la duracion del agente estresante.

Dado que estas proteinas fueron
inicialmente descritas como conse-
cuencia de un estrés térmico, siguen
describiéndose como HSPs (Heat-
Shock Proteins), independiente-
mente de que otros muchos agentes
estresantes induzcan su sintesis. La
mayoria de los organismos tienen
varias HSPs, que se agrupan en
familias conocidas por el nombre de
la proteina mds representativa del
grupo.

HSP100: estas proteinas de estrés
de elevado peso molecular, entre
110 y 104 kilodaltons (kDa), son
tipicas de mamiferos y también apa-
recen en levaduras, pero no en
invertebrados ni en plantas. Nor-
malmente hay dos componentes una
HSP110 y una HSP104.

HSP90: en todos los seres vivos
se produce una proteina de esta
familia como consecuencia de un
estrés. En Drosophila es una protei-
na de 83 kDa, en Chironomus de 87
kDa, en humanos de 90 kDa, pero
se conocen genéricamente como
HSP90 (3). Tienen la peculiaridad,
con respecto a otras proteinas de

estrés, de que no se induce de novo
sino que siempre hay una produc-
cion basal en condiciones norma-
les, mds elevada en determinados
estadios del desarrollo embriona-
rio. Esta proteina desempena un
papel muy importante en las rutas
de sefalizacion celular ya que se
une al receptor de diversas hormo-
nas esteroideas, glucocorticoides,
mineralocorticoides, androgenos,
estrogenos y progesterona.

HSP70: es la mds abundante. la
mads conservada y la mads estudiada
de todas las HSPs. De hecho es la
proteina mds conservada a lo largo
de la evolucion de todas las que se
conocen hoy dia; entre Drosophila y
humanos existe mas de un 70% de
homologia de secuencia, que alcan-
za mds del 90% si comparamos
determinados dominios funcionales
de la proteia. En todos los eucario-
tas hay distintos representantes de
esta familia, por ejemplo existe una
HSP70 mitocondrial, y también
existen algunos representantes de
esta familia multigénica cuya
expresion es constitutiva, se cono-
cen como las HSP70c, lo que indica
la importancia que para las células
tiene la funcién de estas proteinas
(4).

Finalmente, existe otra familia
conocida como sHSP (small HSPs)
que es la mds heterogénea. Com-
prende a varias proteinas de entre

20 y 30 kDa, por ejemplo en insec-
tos hay 4, pero en plantas hay des-
critas hasta 15 proteinas dentro de
este grupo.

FUNCIpN DE LAS HSPs EN
LAS CELULAS

Incluso antes de conocer la fun-
cion precisa de las HSPs en las célu-
las se les adjudicd, obviamente, una
funcién protectora, pero hoy dia
sabemos que desempenan un papel
activo, ya que la mayoria de las
HSPs actian como chaperonas (5).
Con este nombre se denominan a las
proteinas cuya funcion es ayudar al
plegamiento correcto de otras
proteinas. Muchas enzimas y
proteinas pierden su conformacion
nativa y funcional como consecuen-
cia bien de la subida de temperatura
o de la presencia de cualquier otro
agente de estrés. La funcién de la
mayoria de las HSP consiste en ayu-
dar a replegarse a las proteinas par-
cialmente desnaturalizadas impi-
diendo que agreguen de manera
irreversible con otras proteinas de la
célula. En el caso de no conseguirlo,
son secuestradas y desviadas hacia
las rutas de degradacién, donde
otras HSPs actiian como proteasas,
para que los elementos que las com-
ponen sean reciclados. De esta
forma, la célula es capaz de recupe-
rar poco a poco la normalidad y

Figura 3. La protetna HSP70, inducida por un choque térmico, se localiza en deter-
minadas regiones del nucleolo de las células. Para su deteccion se ha utilizado un
anticuerpo especifico, anttHSP70, obtenido en conejos, y un segundo anticuerpo
anti-conejo marcado con Fluoresceina. A la izquierda. imagen en contraste de
fases, a la derecha imagen por fluorescencia indirecta (4).
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Figura 4. El esquema resume el mecanismo de regulacion de los genes hs , media-
do por el factor de transcripcion especifico HSF. La activacion del HSF permite
su union a las regiones reguladoras comunes a todos los genes de estrés, HSE,
que se encuentran en el promotor. La union del HSF al HSE activa la transcrip-

cidn de estos genes a los respectivos RNAs, y éstos codifican

proteinas HSPs.

sobrevivir a situaciones que de otro
modo resultarian letales.

Diversas condiciones fisiolGgi-
cas, como el envejecimiento, la
isquemia, la fiebre, y fisiopatoldgi-
cas, como las enfermedades neuro-
degenerativas, autoinmunes y viri-
cas, que llevan asociadas cambios
en la acumulacién de proteinas
daiiadas o con conformaciones
erréneas, provocan una expresion
elevada de las HSPs.

Una de las pruebas inequivocas
del papel protector que tienen las
HSPs es el fenédmeno conocido
como termotolerancia. Si las célu-
las se someten durante un breve
periodo de tiempo a una leve hiper-
termia de manera que provoque la
sintesis de las HSPs, pueden sobre-
vivir posteriormente a una drdstica
subida de temperatura que hubiera
sido letal de no estar protegidas por
las HSPs inducidas por el tratamien-
to previo. Mads interesante atin es el
fendmeno de tolerancia cruzada
que en muchos casos se ha observa-
do entre distintos agentes de estrés:
las HSPs sintetizadas como conse-
cuencia de la exposicion a un deter-
minado agente protegen a las célu-
las para enfrentarse a una situacion
de estrés diferente (6).

Una interesante aplicacién deri-
vada de estas caracteristicas de la

la sintests de

respuesta de estrés y de la funcién
protectora de las HSPs se utiliza
actualmente en la preservacion de
Organos extraidos durante el tiempo
que deben permanecer en condicio-
nes de isquemia y frio previo al
transplante. Diversos protocolos
incluyen tratamientos condicionan-
tes suaves, de manera que induzcan
elevados niveles de HSPs que servi-
rdn para proteger al ¢rgano durante
las horas anteriores al transplante (7).

Otra importante aplicacion de las
HSPs es en el campo de la Biologia
Ambiental. Actualmente se estdn
desarrollando sistemas, especial-
mente bacterianos, que utilizan la
activacion de los genes de estrés
como genes reporteros, o la presen-
cia de HSPs como sensores, para la
monitorizacion ambiental de verti-
dos de metales, xenobidticos y en
general para deteccion de productos
citotoxicos.

MECANISMOS DE
REGULACION

La respuesta defensiva de las
células frente a un agente estresante
es de una complejidad sorprendente,
pero a la vez un modelo de estrate-
gia de una economia y una eficien-
cia extraordinaria. No se trata de un
sistema listo para actuar, las células

no gastan energia en disponer de un
ejercito defensivo, sino que se trata
de una respuesta genéticamente pro-
gramada que implica tres pasos pre-
vios para ser efectiva: tienen que
activarse los genes hs o de estrés,
transcribirse sus RNAs, y traducirse
para dar las proteinas de estrés, que
son los agentes defensivos. Todo
esto ocurre rdpidamente, de forma
coordinada y en unas condiciones
obviamente muy desfavorables para
cualquier actividad celular.

(Cémo se produce la activacion
rdpida y coordinada de todo este
grupo de genes? La transcripcion de
los genes de estrés estd mediada por
un factor de transcripcidn especifi-
co, conocido como factor de choque
térmico o HSF (Heat Shock Trans-
cription Factor), que actia como
puente molecular entre el estrés y
las HSPs. Frente a un tnico HSF en
bacterias como Escherichia coli o
en insectos como Drosophila mela-
nogaster, en humanos se han descri-
to cuatro HSF diferentes, que pare-
cen estar relacionados con distintos
agentes de induccion, siendo el mds
importante el HSF1. En condiciones
normales el HSFI estd inactivo.
Aunque se desconoce el mecanismo
exacto de activacidn, se sabe que el
estrés provoca la translocacion de
monoémeros de HSF1 del citoplasma
al nicleo, y el ensamblaje de estas
unidades para formar trimeros.
Todos los genes de estrés tienen
delante, en la region del promotor
del gen. unas secuencias especificas
comunes y conservadas en todos
ellos, denominadas HSE (Heat
Shock Element) (8), que son reco-
nocidas por el HSF produciéndose
la union y la fosforilacién del trime-
ro, y la activacién transcripcional
del gen. La eficiencia de la respues-
ta, y por tanto la supervivencia de la
célula, depende en gran medida de
la velocidad con que se lleve a cabo
la activacién de los genes /s, por lo
que a temperaturas normales o en
condiciones no estresantes encon-
tramos el promotor de estos genes
preparado, por ejemplo con la RNA
polimerasa II aunque inactiva, para
que llegue el HSF y la ponga en
marcha. Otro hecho muy interesante
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Figura 5. En la m{)l'a se representa la secuencia de bases nitrogenadas correspon-
diente a los HSE. Estos elementos se encuentra en las regiones promotoras de todos
los genes de estrés conocidos. Se indican algunos ejemplos concretos en diferentes
especies, v la distancia en bases al inicio de la region codificante del gen o inicio

de la transcripcion (8).

que merece la pena resaltar es que, a
diferencia de la mayoria de los
genes eucariotas, los genes de estrés
no poseen infrones. O secuencias no
codificantes que interrumpen el
mensaje. Esto evita que sea necesa-
rio un largo y complejo procesa-
miento de los RNAs, de forma que
una vez producidos estin listos para
ser traducidos a las proteinas HSPs.

;Cémo se detectan los cambios y
las situaciones de estrés, cudl es el
sensor en las células? Aunque ha sido
objeto de muchos estudios, por el
momento resulta controvertido como
las células son capaces de detectar los
cambios de temperatura o de otros
factores ambientales que desencade-
nan la respuesta de estrés. Una de las
hipétesis manejadas supone que el
desequilibrio entre proteinas daradas
y protefnas funcionales en el interior
celular es el punto de inicio de la res-
puesta. El incremento en proteinas
anormales hace que se agoten los
niveles basales de chaperonas. inclu-
so se piensa que la respuesta podria
estar autorregulada por la HSP70. En
condiciones normales, la HSP70 se
encuentra unida al HSF1 y la presen-
cia de altos niveles de proteinas agre-
gadas o mal plegadas haria que éstas
compitieran con el HSF1 por unir la
HSP70. El HSF1 quedaria libre para
translocarse y formar los trimeros en
el niicleo. desencadenando la activa-
cién de los genes de choque. Una vez
que la situacion de emergencia ha
finalizado la HSP70 volveria a que-
dar libre para unirse al HSF1. Otros
autores apuestan por un papel pre-
ponderante de las especies reactivas
de oxigeno o de las ceramidas. Dado

que las células pueden responder de
manera muy variada a un mismo esti-
mulo, no es de extrafiar que el factor
que dispara la respuesta dependa del
estado metabolico y funcional de la
célula e implique varias posibilida-
des.

Hoy dia, mds de cuarenta anos
después del descubrimiento de
Ritossa, podemos decir que una
subida accidental de la temperatura
de una estufa, permitié que un cien-
tifico curioso y poco estresado, no
muy comun hoy dia, dedicara tiem-
po a analizar cémo podria haberle
afectado a sus moscas. Los puffs de
las moscas llevaron a descubrir toda
una familia de genes y de proteinas
de choque térmico, y éstas nos con-
dujeron a un mecanismo universal
frente al estrés que hemos tratado de
definir a lo largo de este articulo.

Sin embargo. cuando las condicio-
nes son muy desfavorables hay otra
alternativa, también programada
genéticamente, que es iniciar la apop-
tosis, o muerte celular programada.
La irreversibilidad a partir de cierto
punto de esta tiltima opcion hace que
sea de vital importancia la existencia
de un intercambio de informacion
entre las distintas rutas de la célula.
Actualmente, estdn apareciendo nue-
vos datos que muestran el papel de la
HSP70 en el control de la apoptosis,
por ejemplo cuando es activada por
las especies reactivas del oxigeno
como el superoxido o el peroxido de
hidrégeno. La relacion entre respues-
ta de estrés y apoptosis sugiere otras
funciones, hasta ahora desconocidas
de las HSPs, que se concretan dia a
dfa con nuevos datos que apuntan a su

capacidad para actuar en procesos de
inmunizacidn o a su posible papel en
relacion con el cdncer. Asi, lo que
empezd siendo un descubrimiento
casual ha sido el inicio de una historia
que, lejos de estar proxima a su final,
parece querer ofrecernos una amplia
vision de lo que es la célula, de la
complejidad. economia y eficiencia
de sus estrategias de supervivencia y
de su capacidad de adaptacion.
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