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Resumen

Con el mejor entendimiento del cancer a nivel molecular, se han
identificado moléculas clave en la supervivencia y progresion de células
cancerosas. Entre ellas se encuentran las proteinas de choque térmico
(Hsp), un grupo de proteinas de estructura altamente conservada cuya
trascripcion es activada en respuesta a diversos tipos de estrés celular. En
células sanas la funcion principal de las Hsp es la de chaperonas que al
unirse a proteinas desnaturalizadas previenen la formacién descontrolada
de agregados proteicos en la célula. La actividad de chaperona de las Hsp
depende de la plasticidad de su estructura cuaternaria, pues deben unirse a
diversas proteinas blanco de conformacion variable. La expresion de Hsp
puede ser alterada durante la respuesta a diferentes estimulos: estrés
oxidativo, metales pesados, analogos de amino acidos, estrés osmotico,
venenos metabodlicos, choque por calor, agentes quimioterapéuticos,
escasez de nutrientes, radiacion ultra violeta y factor de necrosis tumoral
(TNF).

Sin embargo, en los mamiferos algunas Hsp son expresadas de manera
constitutiva en determinadas estirpes celulares, ayudando a mantener el
estado de homeostasis facilitando el transporte, plegamiento y ensamblaje
de polipéptidos. Ademas de la actividad de chaperona, las funciones

principales de las Hsp durante el estrés celular consisten en inhibir:

— EI acoplamiento de los microfilamentos previniendo la adicion de

monomeros de actina.



— El proceso de apoptosis, modulando las cascadas intrinseca y
extrinseca a través de una regulacion negativa en uno o mas puntos en

multiples cascadas de sefalizacion.

Se ha observado que las Hsp se encuentran sobreexpresadas en
enfermedades neurodegenerativas y cancer, padecimientos que se
caracterizan por una alta acumulacion intracelular de proteinas dafiadas,
generadas por medio de mutaciones y procesos de inflamacion, isquemia
y/o heridas. En el caso del cancer se ha observado que la principal funcion
de las Hsp es la de interactuar y regular la actividad de multiples factores

de transcripcion, moléculas sefalizadoras y cinasas.

Varios tipos de células tumorales expresan niveles altos de Hsp, lo que
sugiere que una cantidad elevada de chaperonas moleculares se puede
asociar al estado neoplasico. Es posible que altos niveles de Hsp le
confieran resistencia a las células tumorales contra las defensas del
organismo y agentes quimioterapéuticos. Ademas, la sobre-expresion de
las Hsp se puede correlacionar con el grado de diferenciacion de ciertos
tejidos y con la malignidad del cancer, por lo que, la presencia de algunas
Hsp puede ser utilizada como un indicador 1til en la prediccion de la
respuesta a diversos tratamientos antineoplasicos. Se sabe que las Hsp
estan involucradas, como reguladores del citoesqueleto, en la migracion
celular, de manera que podrian participar en el aumento en el potencial

metastatico.

Recientemente se ha encontrado que las Hsp pueden desencadenar
reacciones inmunes, tanto las provenientes de bacterias como las extraidas

de tumores, ya que son capaces de desencadenar reacciones especificas e
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inespecificas. Las Hsp que acarrean péptidos antigénicos, a través de su
unién con diversos receptores, son fagocitadas al interior de las células

presentadoras de antigeno (APC). Esto ocasiona:

— La secrecion de citosinas proinflamatoras,

— El procesamiento del péptido contenido en el interior de las Hsp para

su montaje en el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) y,

— La localizacion en la membrana de moléculas co-estimuladoras de

linfocitos T y B.

En conjunto, los eventos mencionados promueven la activacion de una
respuesta celular y abren paso al uso de Hsp en el desarrollo de nuevas
terapias que desencadenan una respuesta inmune contra tumores. Mientras
que algunas terapias se basan en la introduccion de Hsp extraidas de
tumores autologos, otras proponen el uso de terapias génicas para
estimular la localizacién en membrana o secrecion de las Hsp. Hasta
ahora, estas terapias han demostrado ser ttiles en el tratamiento de

tumores pequeiios y en la eliminacién de micrometastasis.
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1. Introduccion

A pesar de la investigacion que se ha realizado en céncer, alin existe la
gran necesidad de hallar nuevas formas de terapia. En los ultimos afios,
los esfuerzos de muchisimos investigadores se han enfocado a obtener un
mejor entendimiento del desarrollo de cancer a nivel molecular, con la
esperanza de que esto permita desarrollar terapias especificas y selectivas

capaces de causar remision sin recaida.

Los enfoques actuales buscan crear nuevos tratamientos que incluyan
terapias génicas e inhidores enzimaticos. Las primeras se basan en el
empleo de plasmidos dirigidos por medio de virus modificados que se
replican y eliminan en forma selectiva células tumorales, y; las segundas
en la inhibicion de diversas enzimas involucradas en las cascadas de
supervivencia celulares. Estas ultimas incluyen el uso de péptidos
modificados (Hupp et al., 1995), oligonicledtidos antisentido (Chen et al.,
1999) y moléculas pequeiias (Foster et al., 1999) que ayudan a restaurar la
funcion de las proteinas supresoras de tumores alteradas. A pesar de que

se han comprobado eficaces, estos tratamientos poseen varias limitantes:
— Problemas para hacer que los farmacos y virus lleguen al tumor vy,

— Falta de selectividad hacia células tumorales (Rehman et al., 2005).

No obstante que desde hace seis décadas se descubrido que las células
derivadas de tumores exdgenos son inmunogénicas (Gross, 1943), la
posibilidad de emplear al sistema inmune como una herramienta util en el
combate de carcinomas parecia remota, debido a que este hallazgo no

habia sido relacionado con el desarrollo de terapias antineoplasicas. A
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medida que se han ido revelando los procesos mas complejos del
desarrollo del cancer, asi como de la regulacion del sistema inmune, se
tiene una mayor esperanza de lograr tratamientos que aumenten la
potencia de este sistema contra células neoplasicas. Este esfuerzo podria
generar terapias menos toxicas que las existentes, o bien que ayuden a

disminuir las dosis de farmacos quimioterapéuticos empleados.

La mayoria de las inmunoterapias antitumorales desarrolladas hasta hoy
estan disenadas para incrementar la respuesta de los linfocitos T ante los
antigenos del tumor. Sin embargo, muchas veces esta respuesta no es
suficientemente fuerte como para causar el rechazo del tumor y muchas

veces puede surgir tolerancia hacia diversos antigenos.

A pesar de que el sistema inmune es capaz de reconocer células

neoplasicas como extrafias queda un gran reto a vencer:

{COMO DARLE A CONOCER AL SISTEMA INMUNE QUE
LAS CELULAS CANCEROSAS, A PESAR DE SER PROPIAS,
NO SON DESEABLES?

Ante este gran reto, este trabajo tiene el propoésito de presentar en forma
detallada las caracteristicas de un grupo de proteinas denominadas
Proteinas de Choque Térmico (Hsp), y su posible uso como seriuelos
para atraer a las células del sistema inmune hacia las neopldsicas, lo
que podria ser utilizado en nuevas y prometedoras terapias

antineopldsicas.
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2. Objetivo

Presentar informacion acerca de las caracteristicas, estructura y funciones
de las proteinas de choque térmico; su participacion en el cancer, sus
propiedades inmunogénicas y su Uuso en nuevas inmunoterapias

antineoplasicas.
3. Metodologia

La informacion utilizada en esta tesis fue recopilada de articulos de
caracter experimental o de revision a través de busquedas realizadas en el
servidor PUBMED del Instituto Nacional de Salud (NIH), EUA y en
revistas cientificas del acervo hemerografico de la Universidad Nacional

Autdénoma de México.

Asimismo, se utilizo el apoyo de diversos libros de texto en la definicion

de conceptos basicos.
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4. Generalidades de las Proteinas de
Choque Térmico (Hsp)

Las proteinas de choque térmico (Hsp) son un grupo de proteinas de
estructura altamente conservada, cuya trascripcion es activada en
respuesta a diversos tipos de estrés celular® (Parsell y Lindquist, 1993;
Beere, 2004).

El descubrimiento de las Hsp fue realizado por F. Rittosa en 1962, quien
al llegar a su laboratorio una mafiana descubri6 que debido a un mal ajuste
en el termostato de su incubadora, los cromosomas de las células salivares
de sus moscas presentaban un patron extrafio. Mas tarde comprobd que
este patron extrafio era debido a una inusual expresion génica, que hoy se
relaciona con la sintesis de Hsp. Mas adelante, en 1974, H. Mitchell y A.
Tissiéres demostraron que el choque térmico induce la expresion de un
nuevo repertorio de proteinas: las Hsp (denominadas asi por su
procedencia), aunque mas tarde se demostrd que también pueden ser

inducidas en respuesta a diferentes tipos de estrés celular.

Las Hsp funcionan como chaperonas™ que al unirse a proteinas
desdobladas o desnaturalizadas previenen la formacion descontrolada de
agregados proteicos en la célula (Haley et al., 2000). Las Hsp se

encuentran distribuidas en todos los reinos, excepto en bacterias patogenas

* El estrés celular puede ser definido como un cambio repentino en el ambiente
celular para el cual la célula no posee una respuesta preparada (Parsell y Lindquist,
1993).

™ Las chaperonas son proteinas cuya estructura les permite la interacciéon con
diversos polipéptidos recién sintetizados en el interior de la célula, para ayudarlos a
adquirir su estructura tridimensional o unirse a proteinas dafiadas para facilitar su
degradacion por medio del proteasoma (Séti et al., 2003).
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como Micoplasma ganitalium y Helicobacter pylori. Diversos analisis
filogenéticos han demostrado que los organismos unicelulares poseen uno
o dos genes de Hsp, mientras que los multicelulares tienen cantidades
considerablemente mayores. En el caso de los humanos existen diez genes

diferentes que codifican para Hsp (Haslbeck et al., 2005).

En mamiferos, algunas Hsp son expresadas de manera constitutiva en
determinadas estirpes celulares (Head et al., 1994; Derham y Harding,
1999) para ayudar a mantener el estado de homeostasis y facilitar el
transporte, plegamiento y ensamblaje de polipéptidos (Concannon et al.,
2003). Se ha observado que la trascripcion de algunas Hsp se eleva
durante diversos procesos celulares de proteccion contra el estrés
oxidativo y envejecimiento, interferencia en la apoptosis® y desérdenes

neurologicos (Hsu et al., 2003).

Los mecanismos bésicos de cooperacion entre algunas Hsp y chaperonas
dependientes de ATP parecen estar conservados tanto en bacterias como
en humanos (Haslbeck et al., 2005). Las Hsp, a diferencia de otras
chaperonas, son capaces de unirse a varios sustratos a la vez (Haslbeck et
al., 1999; Lee et al., 1997), de manera coordinada y con especificidad atin
no descrita (Haslbeck et al., 2005).

4.1. Clasificacion

Las proteinas de choque térmico estan divididas en diversas familias de

acuerdo a su tamafo, funcion y estructura. Westerheide y Morimoto citan

* La apoptosis es un conjunto de cambios metabélicos y morfoldgicos bien definidos
que resultan en la muerte celular.
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la existencia de seis familias: sHsp (proteinas de choque térmico

pequeiias), Hsp40 (proteinas de dominio J), Hsp60, Hsp70, Hsp90 y Hsp

100 (Westerheide y Morimoto, 2005); cada una con diferente numero de
miembros (Tabla 1A).

A B
Familia Miembros Hsp110
Hsp20 HspB3 . Hsp90
Hsp27 HspB8 Mayores Hso70
sHsp HspB9 aA-Cristalina Sp
cvHsp aB-Cristalina Hsp60
HspB2
grp43 grp34
Hsp40 grp47 grp47
Hsp40 grp56
grp56 Menores**
arp75
Hsp60 Hsp60
grp78
Bip Hsc70
Heoro | HSPTO mtHsp70 (6 grp94
P Hsp70t  9rP75) orp174
Hsp70i grp78
Todas las del
Hsp90 De peso molecular de grupo de las
Hsp90 grp94 alrededor de 20kDa*** sHsp
grp96 , -
* Se presentan a 37°C y en ausencia de estrés.
Hsp100 " . )
Pueden ser inducidas por escasez de glucosa.
Hsp100 Hsp110 i ] i
*** Son activadas promordialmente por estrés celular y
grp174 choque térmico.

Tabla 1. Las Hsp son clasificadas de acuerdo a su tamafio, estructura y funcion.
(A) La division de las Hsp en seis familias toma en cuenta su tamafio y estructura.
Los miembros de la familia de sHsp han sido citados por: Arrigo y Welch, 1987;
Boelens et al., 1998; Ingola y Craig, 1982; Iwaki et al., 1997, Kappe et al., 2001,
Kato et al., 1994; Klemenz et al., 1991; Krief et al., 1999.
(B) La clasificacion en tres grupos toma en cuenta su funcion (Prohaszka y Fiist,

2004).

En la familia Hsp70 se han caracterizado al menos ocho miembros con

una gran homologia, diferenciados unos de otros por su localizacion

intracelular y patron de expresion (Tavaria et al., 1996); en el lumen del
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reticulo endoplasmico y la matriz mitocondrial se localizan la proteina de
union a la cadena pesada de los anticuerpos, Bip (Hsp70-5 6 Grp78)
(Pelham, 1989) y mtHsp70 (Grp75, Hsp70-9 o mortalina) en el orden
citado. El resto de los miembros de esta familia, residentes del citosol, son
Hsp70, Hsc70 (Hsp70-8 6 Hsp73), Hsp70t (Hsp70-Hom 6 Hsp701L),
Hsp70-2 (HspA2) (Fourie et al. 2001), Hsp70i (iHsp70 6 Hsp72) y Gpr78.

Algunos autores dividen a las Hsp en tres grupos, dependiendo de la
forma en la que son inducidas: mayores, menores y de bajo peso
molecular (Prohaszka y Fiist, 2004). Dentro del grupo de las mayores se
encuentran Hsp110, Hsp90, Hsp70 y Hsp60, las cuales se presentan a
37°C y en ausencia de estrés. Las menores son aquellas que pueden ser
inducidas por carencia de glucosa e incluyen a las proteinas reguladas por
glucosa (grp) de pesos moleculares 34, 47, 56, 75, 78, 94 y 174
kilodaltones (kDa). El tercer grupo, de bajo peso molecular, se compone
de proteinas de alrededor de 20kDa (Prohaszka y Fiist, 2004), las cuales

son activadas sobretodo por estrés celular y choque térmico.

4.2. Estructura y Funcion Molecular

A lo largo del tiempo se ha descrito a las Hsp como chaperonas, cuya
funcioén principal es prevenir el plegamiento erréneo de proteinas, aunque
también son responsables de acelerar el plegamiento adecuado y la
renaturalizaciéon de proteinas en estado no nativo (Concannon et al.,
2003). En la actualidad, se les ha relacionado con funciones
antiapoptoticas, debido quizas a su actividad de chaperonas, sin embargo,
este no siempre es el caso (Beere, 2004; Parcellier et al., 2003). El papel

regulador de las Hsp esté intrinsecamente relacionado a su estructura y su
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habilidad para interactuar con sustratos polipeptidicos (Georgopoulos y
Welch, 1993).

La estructura de las familias Hsp60, Hsp70, Hsp90 y Hsp110 es bastante
bien conservada. Las Hsp70 y Hsp90 se conforman de dos dominios. En
el extremo del amino inicial poseen un dominio de ATPasa altamente
conservado (Flaherty et al., 1990) y en el extremo del carboxilo terminal
un sitio de union a polipéptidos (Wang et al., 1993). En estas familias, la
secuencia conformada por los aminoacidos EEVD presentes en el extremo
carboxilo terminal es la responsable de mediar la comunicacion entre
ambos dominios de la proteina y, tiene la capacidad de interactuar con
otro tipo de polipéptidos (Freeman et al., 1995). Mas aun, se ha
demostrado que la secuencia EEVD es esencial en la regulacion de la
proteccion contra el choque térmico (Li et al., 1992). El sitio de union a
ATP en el extremo amino de Hsp90, conocido como el doblez de
Bergerat, es unico entre las Hsp ya que solo se encuentra en las girasas,
topoisomerasas y cinasas de histidina bacterianas (Prodromou et al.,
1997).

Algunos miembros de la familia de Hsp70 contienen una extension de su
secuencia en el extremo amino, la cual les permite unirse a la mitocondria
o al reticulo endoplasmico. El motivo KDEL presente en el extremo
carboxilo de algunos miembros de esta misma familia es el que les

permite su unidn con el reticulo endoplasmico.

La actividad de chaperonas de las Hsp que contienen un dominio de
ATPasa, estd regulada por medio de una reaccion ciclica de union e
hidrolisis de ATP (Buchberger et al., 1995). Cuando las Hsp se encuentran
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unidas a ATP, muestran una baja afinidad a otras proteinas, su union y
disociacion es rapida; en cambio, cuando las Hsp estan unidas a ADP la
union a proteinas se realiza en forma lenta pero con mayor estabilidad
(Palleros et al., 1994; Palleros et al., 1991; Schmid et al., 1994). Esta
reaccion de intercoversion entre la forma unida a ADP y la forma unida a
ATP, es estabilizada por diversas co-chaperonas adicionales (Beere,
2004), como HDJ-1 y HDJ-2 para Hsp 40 (Freeman et al., 1995), Hip
(proteina de interaccion con Hsc70) para Hsc70 y Hop (proteina
organizadora de Hsc70-Hsp90) para Hsc70 y Hsp90 (Frydman y Hohfeld,
1997). Estudios recientes demuestran que las Hsp presentes de manera
constitutiva en el organismo se encuentran formando complejos

multiproteinicos constituidos por Hsp y co-factores.

La familia de las sHsp se caracteriza por tener una estructura diferente al
resto de las Hsp. En vez del dominio de ATPasa, las sHsp poseen un
extremo amino flexible de 24 a 247 residuos (Van Montfort et al., 2001a;
Van Montfort et al., 2001b; Haslbeck y Buchner, 2002), que posee la
secuencia WDPF (Bova et al., 2000). En el carboxilo terminal, las sHsp
poseen una region homoéloga conocida como dominio a-cristalino, de 80 a
100 residuos de largo (De Jong et al., 1998). Ambos extremos de las sHsp

son flexibles, lo que les confiere gran estabilidad.

El dominio a-cristalino esta conformado por wuna estructura
supersecundaria  caracteristica, compuesta de varias laminas
antiparalelas colocadas de forma que asemeja un sandwich (Kim et al.,
1998; Van Montfort et al., 2001a). Los dominios a-cristalinos son
importantes ya que son capaces de mediar la formacién de oligdmeros

(Kim et al., 1998). La estructura cuaternaria del dominio a-cristalino es
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variable (Haley et al., 1998) y permite formar complejos de sHsp de hasta
50 subunidades (Haslbeck et al., 2005).

Se ha observado que los dominios hidrofobicos presentes en el carboxilo
terminal y la secuencia WDPF del extremo amino de las sHsp, son criticos
para la oligomerizacion (Bova et al., 2000; Narberhaus, 2002; Kim et al.,
1998; Van Montfort et al., 2001a). Se ha demostrado que las sHsp forman
oligobmeros de diferentes longitudes. Las estructuras cuaternarias
predominantes en los oligbmeros de sHsp se conforman de 12
subunidades y son de dos tipos: tetraédrico (esférico) hueco (Haslbeck et
al., 2005) y de barril (Von Montfort et al., 2001a). Los complejos de sHsp
son estructuras dinamicas que intercambian subunidades constantemente
(Sobott et al., 2002). El comportamiento dinamico de las sHsp permite a
los sitios de union al sustrato, contenidos en el interior del complejo, a
quedar expuestos en la superficie (Giese y Vierling, 2002) y de esta

manera, ser capaces de interactuar con un niamero diverso de proteinas.

La actividad de chaperona de las sHsp, en contraste con la mayoria de las
Hsp, ocurre de manera independiente al ATP (Jacob et al., 1993; Garrido
et al., 1999). El extremo carboxilo es el responsable de la actividad de
chaperona molecular en esta familia. Experimentos hechos en levaduras
con sistemas de doble hibrido demostraron que las sHsp pueden
interactuar con un nimero limitado de moléculas. La Hsp27 interacciona
con otras sHsp: aB-cristalina, Hsp20 y Hsp22 (Benndorf et al., 2001) y
con las proteinas Ubc9 (Joanisse et al., 1998), PASSI (Liu et al., 2000) y
Daxx (Charette et al., 2000). La oB-Cristalina interacciona con la
subunidad C8/a.7 del proteasoma 20s (Boelens et al., 2001), mientras que

HspB2 se une y activa a MDPK (Suzuki et al., 1998) y cvHsp interacta
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con a-filamina (proteina que participa en el entrecruzamiento de las fibras
de actina que unen proteinas de membrana con el citoesqueleto) (Krief et
al., 1999).

Otra caracteristica importante de las sHsp es que presentan residuos de
serina susceptibles a ser fosforilados. Por ejemplo, la fosforilacion de
Hsp27 se inicia con la activacion de la cascada de MAPK p38, quien a su
vez fosforila a las cinasas MAPKAP-2 y MAPKAP-3, responsables
directas de la fosforilacion de las sHsp (Landry y Hout, 1995; Guay et al.,
1997).

4.3. Expresion de Hsp e Induccion de la
Respuesta al Choque Térmico (HSR)

Las Hsp se encuentran en casi todos los compartimentos de la célula
incluyendo citoplasma (Welsh y Gaestel, 1998), mitocondria, nucleo,
nucleolo, reticulo endopldsmico y membrana. Sin embargo, la expresion
de las Hsp en células de diferentes tejidos es variable. Por ejemplo, las
proteinas de la familia sHsp se encuentran distribuidas en todo el
organismo: Hsp27, aB-cristalina, Hsp20, cvHsp y HspB9 se encuentran
expresadas en forma abundante en musculo esquelético y corazon;
ademas, las tres primeras también estdn presentes en rifiones, vejiga,
pulmones, estomago y piel (De Jong et al., 1998; Krief et al., 1999;
Benndorf et al, 2001; Kappe et al., 2001).

Por otra parte, la proteina a-cristalina (Klemenz et al., 1991), se encuentra
en el organismo en dos isoformas: la aA-cristalina y la aB-cristalina, de
secuencia 57 por ciento similar (Ingola y Craig, 1982). A pesar de la

similitud en secuencia, estas dos proteinas poseen funciones muy
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diferentes, mientras que la aB-cristalina estd expresada en numerosos
tejidos en el cuerpo, la aA-cristalina es el mayor componente del

cristalino en vertebrados (Horwitz, 1992).

La expresion de las Hsp en los diferentes tejidos es alterada durante el
estrés celular como consecuencia de las diferentes demandas celulares. La
respuesta al choque térmico (HSR) es genética a diversos tipos de estrés
ambiental o fisioldgico, que resultan en la induccion intermediaria de
genes que codifican a chaperonas moleculares, proteasas y otras proteinas
esenciales para la proteccion y recuperacion al dafio celular originado por
la aparicion de proteinas alteradas o desnaturalizadas (Westerheide y
Morimoto, 2005). Muchas Hsp, debido a su funcion de chaperonas
moleculares, son criticas como guias de los estados conformacionales en
la sintesis, plegamiento, translocacion, ensamblaje y degradacion de
proteinas (Hartl, 1996). La célula requiere mas de una Hsp para responder
al estrés, es por ello que las Hsp funcionan de manera coordinada. Un
ejemplo es la accion de Hsp25 y Hsp70. La proteina Hsp25 puede
funcionar como amortiguador para el desdoblamiento de intermediarios de
proteinas en células después de un choque térmico, hasta que la Hsp70 sea
activada y adquiera actividad de chaperona, para renaturalizar las
proteinas dafiadas (Ehrnsperger et al., 1997). Por lo tanto, la regulacion
adecuada de la expresion y activacion de Hsp es critica para el bienestar

de la célula.

Diferentes estimulos inducen la expresion de Hsp: estrés oxidativo,
metales pesados, analogos de amino acidos, estrés osmotico, venenos
metabolicos, choque por calor, agentes quimioterapéuticos, escasez de

nutrientes, radiacion ultra violeta y TNF (Lindquist y Craig, 1988). En
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estos casos, la sobreexpresion de Hsp es el mecanismo fundamental de
proteccion, ya que hace a las células mas resistentes a agresiones
citotoxicas y les confiere termotolerancia (Parsell y Lindquist, 1993). La
activacion de las Hsp durante condiciones de estrés celular va
acompafiada de una represion en la sintesis general de proteinas y mRNA.
Esto se comprobo a través de estudios en los que se observo que la Hsp27
puede inhibir directamente la sintesis de proteinas in vitro, ligandose a los
factores de union a CAP e IF4G, esenciales para la traduccion de la
mayoria de los mRNA (Cuesta et al., 2000). La inhibicion de la sintesis de
proteinas, ocasionada tras la sobreexpresion de Hsp, es de gran relevancia
ya que puede constituir un mecanismo por medio del cual se reduce el
riesgo de aumentar el nimero de proteinas en el interior de la célula que

puedan desnaturalizarse durante el estrés celular.

Durante muchos afios, los modelos que involucran la regulacion de las
Hsp por medio de su interaccion con otras chaperonas, han estado en
conflicto con modelos que afirman que el factor de choque térmico (Hsf),
proteina clave en la regulacion de Hsp, es el responsable directo de
valorar el grado de estrés al que esta expuesta la célula (Voellmy, 2004).
Existe evidencia de que anticuerpos especificos anti-Hsf inhiben Ia
activacion de las Hsp; lo que confirma que Hsf es el factor clave en la
regulacion de la expresion de genes durante el estrés celular (Baler et al.,
1993; Ali et al., 1998). Otra evidencia son los estudios realizados en
fibroblastos privados de genes de Hsf (hsf”), en los que se observa una
deficiencia en la induccion de la expresion de genes de Hsp (McMillan et
al., 1998; Zhang et al., 2002); efecto que puede ser revertido por medio de

la transfeccion con Asf'y su expresion (Holmberg et al., 2001).
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4.3.1. Hsf como Sensor del Estrés Celular

Desde los afios 80, se observdo que el comun denominador capaz de
inducir la expresion de la Hsp, es el desdoblamiento de proteinas en
células bajo estrés fisioldgico, y por lo tanto, se ha concluido que esta
sefal es la responsable de activar a Hsf (Hightower, 1980; Haslbeck et al.,
2005). Un experimento realizado en 1986 por Anathan et al., prueba que
la presencia de proteinas desnaturalizadas en el interior de la célula es el
detonante de la respuesta contra el estrés. En este experimento, se co-
inyect6 un gen reportero bajo el promotor de Hsp70 y proteinas
desnaturalizadas o nativas en ovocitos de Xenopus; el resultado, arrojo
que solo las células inyectadas con proteinas desnaturalizadas eran
capaces de expresar el gen reportero (Anathan et al., 1986). Es por ello
que Anathan et al., concluyeron que las proteinas desnaturalizadas son las
unicas capaces de desencadenar la activacion de Hsf y Hsp, y no asi las

nativas.

Existen diferentes genes que codifican para Hsf, mientras que Drosophila
melanogaster posee un solo gen de Hsf, los vertebrados pueden expresar
hasta cuatro genes diferentes: Hsfl, Hsf2 y Hsf4 han sido encontrados en
mamiferos, y todos ellos mas Hsf3 especificamente en aves (Nakai y
Morimoto, 1993). La estructura de Hsf se compone de un dominio de
union a DNA en el extremo amino que contiene un motivo de hélice,
vuelta, hélice (Clos et al., 1990). Este dominio es capaz de interactuar con
el elemento de choque térmico (HSE), un dominio muy bien conservado
de DNA que precede al promotor de los genes de las proteinas de choque
térmico (hsp). Ademas, todas los Hsf poseen una secuencia repetida e

hidrofobica adyacente al dominio de unién a DNA, seguido de un dominio
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de transactivacion cercano al extremo carboxilo de la proteina (Green et
al., 1995; Wisniewski et al., 1996).

En una situacion de estrés, Hsf3 adquiere la actividad de union al HSE
presente en el DNA (Tanabe et al., 1997). Cé¢lulas carentes de Hsf3
poseen una induccion de Hsp defectuosa y una baja termotolerancia. El
Hsfl en aves es capaz de transactivar marginalmente a los genes mayores
de Hsp, pero brinda a la célula tolerancia contra estrés severo y moderado
(Inouye et al., 2003). Por lo tanto, Hsfl y Hsf3 poseen un efecto de
resistencia al estrés. Por su parte, Hsf4 se puede encontrar en dos formas
alternativas: Hsf4a y Hsf4b las cuales desempefian funciones opuestas en
la célula. Cuando el HsfF4a es expresado en grandes cantidades actua
tanto como inhibidor de la sintesis constitutiva de Hsp como de Ia
inducida por medio de estrés celular (Nakai et al., 1993), mientras que

Hsf4b es activador de la transcripcion de Hsp (Tanabe et al., 1999).
4.3.2. Transcripcion de Hsp Mediada por Hsf

La activacion del Hsf requiere de dos eventos consecutivos: la
homotrimerizacion del Hsf y la adquisicion de la actividad de union al
HSE (Baler et al., 1993). Experimentos de mutagénesis han demostrado
que la trimerizacion y la actividad de union a HSE son eventos
inseparables (Zuo et al., 1994). De hecho, se ha observado que la alta
afinidad de Hsf a secuencias de HSE depende aparentemente de la
correcta yuxtaposicion de multiples Hsf (Figura 1). Esta oligomerizacion
puede ser suprimida por medio de interacciones entre regiones
hidrofobicas y una o mas proteinas represoras, asi como mutaciones en el
dominio de uniéon a DNA (Liu y Thiele, 1999). La activacion del Hsf es
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controlada por un mecanismo de represion (Green et al., 1995) que actua
sobre un dominio regulatorio de 201-330 residuos (Zuo et al., 1995). Esta
represion se basa en un modelo competitivo en el cual la union de Hsp al
sitio represor de Hsf provoca una regulacion negativa. Niveles elevados
de proteinas desdobladas acaparan a Hsp en condiciones de estrés, de esta
manera, las Hsp son capaces de desligarse de Hsf, liberandolo y
permitiendo su trimerizacion (Figura 1). Cuando ocurre una mutacion
puntual en esta estructura, Hsf adquiere una elevada actividad de

transcripcion aun en ausencia de estrés (Knauf et al., 1996).

Estrés Ribosoma

- N
mRNA de Hsp

Transcripcion de Hsp

Hsp - proteina
desnaturalizada

desnaturalizada

Complejo
Hsp90/proteina
desnaturalizada

Gen de Hsp

Homotrimero
de Hsf-1 Nucleo

Hsf-1

—
T Hsp90
Ral-BP1~ Hsp90 Traslocacion
(represor) = p23 (B)

Hsf-1 (libre)

Citoplasma Retrotraslocacion

Figura 1. Activacion de Hsf-1 en respuesta al estrés celular. Hsp90 (represor de
Hsf-1) compite por las proteinas desnaturalizadas, liberando a Hsf-1. (A) Hsf-1
trimerizado y fosforilado es capaz de unirse a HSE en los genes de Hsp e iniciar su
transcripcion. (B) El complejo formado por Hsp90 y p23 es capaz de reprimir la
trimerizacion de Hsf-1.
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Diversos estudios han demostrado que Hsp90 y sus co-chaperonas, como
la proteina de union a Ral-1 (Ral-BP1), interactiian en forma directa con
Hsfl (Nadeau et al., 1993). Los inhibidores de Hsp 90, de la familia de las
benzoquinonas (como herbimicina y geldamicina), activan a Hsfl (Hedge
et al., 1995; Knowlton y Sun, 2001). Los experimentos con anti-Hsp90
han confirmado el incremento de la actividad de union de Hsfl a HSE
(Ali et al., 1998). Se cree que la regulacion negativa de Hsf es causada de
manera primordial por el complejo multimérico formado por Hsp90 y p23
(FiguralB) (Pratt y Toft, 1997). Este mecanismo ha sido previamente
descrito durante el periodo de latencia de los receptores a hormonas
esteroides (Pratt y Toft, 1997). Varios experimentos han comprobado que
el tratamiento con calor hace desaparecer el complejo Hsp90-Hsfl
presente en las células. La disminucion en los niveles de dicho complejo
es proporcional al aumento de Hsf trimerizado (Guo et al., 2001). Por otra
parte, existe evidencia que la sobreexpresion de Hsp90 durante un evento
de choque térmico, deprime de forma sustancial la inducciéon de Hsfl
(Zhao et al., 2002); y que la supresion de p23 en ausencia de estrés, es

capaz de activar a Hsf (Bharadwaj et al., 1999).

La molécula atenuante de la actividad ATPasa de Hsp70 (CHIP) ha sido
identificada como clave en la regulacion de la actividad de Hsf, ya que es
la encargada de mantener la tasa de formacion/disociacion de los
complejos triméricos de Hsfl (Dai et al., 2003). Si la tasa de formacion de
homotrimeros de Hsf fuera demasiado rapida, habria una reduccion en la
sensibilidad de la célula al estrés, por el contrario, si la formacion de
homotrimeros fuera lenta, los complejos de Hsfl resultantes estarian

constitutivamente activos. Esta regulacion se debe a que el CHIP es el
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encargado de la remocion de p23 de los complejos de Hsp90-p23 antes
mencionados (Connell et al., 2001). Una vez terminada la respuesta al
estrés, el trimero de Hsf es reprimido por medio de su union al complejo
Hsp90-p23-Fkbp52 (Bharadwaj et al., 1999; Guo et al., 2001), inhibiendo
la union de Hsf al DNA (Ballinger et al., 1999). Existe evidencia que

sugiere:

— Que la fosforilacion de Hsf en los residuos de serina 303, 307 y 363,
acelera su inactivacion tras la conclusion de un evento de estrés
(Holmberg et al., 2002).

— Que el Hsf es capaz de ser activado directamente por estrés celular
(Zhong et al., 1998) ya que los oxidantes, tales como el peroxido de
hidrogeno, provocan la activacion de Hsfl a través de la formacion de
un puente disulfuro entre dos residuos de cisteina localizados en su
sitio activo (Ahn y Thiele, 2003).

—  Que el complejo multimérico Hsp90-p23 se disocia del sitio represor
de Hsf y se una a diversos productos de la oxidacion extensiva de
moléculas en la célula, asi como a los grupos tioles de las proteinas
afectadas (Liu et al., 1999).

4.4. Papel de las Hsp en la Respuesta ante el
Estrés Celular

En situaciones de estrés celular los niveles intracelulares de muchas Hsp
aumentan de manera rapida y proporcional al incremento en el nimero de
proteinas desnaturalizadas acumuladas (Concannon et al., 2003). En

muchos casos la activacion de las Hsp brinda un efecto citoprotector, ya
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que las Hsp tienen la capacidad de unirse a las proteinas desnaturalizadas
para mediar su regreso a un estado nativo o bien a su degradacion; lo cual,
en ambos casos, trac como consecuencia la recuperacion de la célula
(Concannon et al., 2003). Los mecanismos por los cuales las Hsp regulan
diferentes procesos de respuesta al estrés, la modulacion del citoesqueleto
de actina y filamentos intermedios, el crecimiento celular, la
diferenciacion, la apoptosis, la tumorigénesis y la sefializacion, se
describen en los subindices siguientes para comprender con mayor

claridad estos mecanismos.
4.4.1. Funcion de las Hsp como Chaperonas

La acumulaciéon de proteinas desnaturalizadas en el interior de la célula
puede causar dafios a los diversos componentes y desencadenar la
apoptosis. El papel de la actividad de chaperona de las Hsp es
basicamente de union a proteinas alteradas o desnaturalizadas acumuladas
y evitar que causen dafo o conlleven a la muerte celular, confiriendo
citoproteccion. La habilidad de la Hsp27 de reparar proteinas
desnaturalizadas puede incrementar la tasa de supervivencia de la célula,
limitando el numero de proteinas en mal estado que pueden desencadenar

la apoptosis (Concannon et al., 2003).

Dos proteinas pertenecientes a la familia de las sHsp, la a-cristalina
bovina y Hsp25, fueron las primeras reportadas con actividad de
chaperonas (Horwitz, 1992). En el caso de las sHsp, la actividad de

chaperona puede estar regulada por dos mecanismos.
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— La presencia de proteinas en un estado no nativo en la célula; esto
favorece el establecimiento de una conformacion de alta afinidad
(Haslbeck et al., 2005).

— Modificaciones post-traduccionales de las sHsp.

En particular, la fosforilacion observada en sHsp de mamiferos puede ser
un mecanismo importante para cambiar los perfiles de actividad de las
sHsp de acuerdo a las demandas celulares (Koteiche y Mchaourab, 2003).
En células normales, la Hsp27 forma oligdbmeros que varian en tamano
dependiendo del grado de fosforilacion de los monomeros. Durante el
estrés, el nivel de fosforilacion de los mondmeros de Hsp27 se
incrementa. En especifico, las fosforilaciones en los residuos 15, 78 y 82
de serina, resultan en la reorganizacion de los oligomeros a pequeias
unidades tetraméricas. Esta fosforilacion es catalizada por las cinasas
MAPKAP2 y MAPKAP3, que a su vez son activadas por medio de
fosforilaciones dependientes de la MAPK p38. La proteina Hsp27 puede

ser fosforilada por la isoforma delta de la proteina cinasa C.

Como la funcion de las sHsp es de union a proteinas desnaturalizadas, la
plasticidad de su estructura cuaternaria es funcionalmente importante para
reconocer y unirse a una poblacion diversa de proteinas blanco, de
conformacion variable (Haley et al., 2000). Todos los sitios de union a
proteinas de las sHsp son de caracter hidrofobico, lo que ademas de
proporcionarles la funcion de chaperonas, influye en su capacidad de

oligomerizacion (Giese y Vierling 2002).
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4.4.2. Regulacion del Citoesqueleto

Los microfilamentos, filamentos intermedios y microtibulos son los
principales componentes del citoesqueleto. Los microfilamentos de actina
son los encargados de mantener la forma de las células y juegan un papel
importante en muchos procesos esenciales de la célula como: motilidad,
endocitosis, exocitosis, citocinesis, anclaje a otras células o sustratos y
transduccion de sefiales. Los filamentos intermedios y los microtubulos se
expanden a lo largo del citosol formando redes cuyo origen es el nucleo.
Los filamentos intermedios funcionan estrictamente como soporte de las
células, ayudandolas a conformar tejidos, en tanto que, los microtubulos
se encargan de la motilidad de las células a través de los cilios y flagelos;
y, proporcionan un sistema de transporte a vesiculas y permiten la

migracion de los cromosomas durante la mitosis (Lodish et al., 2000).

Cuando una célula entra en estrés, existe una reorganizacion rapida del
citoesqueleto acompanada de un incremento en la sintesis de diversas
Hsp. En esta situacion los microtiibulos se desensamblan, los filamentos
intermedios se colapsan hacia la region perinuclear y los microfilamentos
de actina se desorganizan. Las proteinas Hsp70 y Hsp90 se unen
primordialmente a la mayoria de las redes de microtibulos y al
centrosoma, mientras que las sHsp parecen desempefiar un papel
importante en la manutencion de la integridad de los microfilamentos y

los filamentos intermedios (Liang y MacRae, 1997).

Las sHsp participan en la proteccion de los microfilamentos de actina
neutralizando las proteinas que los dafian y que son inducidas por el estrés

celular. La actividad de proteccion del citoesqueleto se diferencia de su
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funcion como chaperona debido a la accidon, que en este caso, la ejercen
los diferentes monomeros de sHsp, mientras que la funcion de chaperonas

requiere de una conformacion multimérica.

La proteina Hsp25, homodloga de Hsp27 en ratones, nombrada
originalmente como proteina inhibidora de la polimerizacion de actina
(IAP), es capaz de inhibir el acoplamiento de los filamentos previniendo

la adicion de mondmeros.

La Hsp27 no ejerce ningun efecto sobre la polimerizacion de actina in
vitro (Schneider et al., 1998) y so6lo previene la disrupcion del
citoesqueleto de actina, tras un evento de estrés (Concannon et al., 2003),
en cambio, in vivo la sobre-expresion de ésta incrementa la polimerizacién
de los microfilamentos de F-actina en la corteza, lo que resulta en una
deformacion de la membrana, pinocitosis, migracion celular y
acumulacion de fibras de estrés (Landry y Hout, 1995). El incremento en
la polimerizaciébn es capaz de prevenir la degradaciéon de los
microfilamentos en situaciones de hipertermia (Lavoie et al., 1993) o

durante la exposicion a oxidantes (Hout et al., 1995).

La proteccion mediada por Hsp27 también se observa cuando al medio de
cultivo se agregan mitogenos, citocalasina D, carcindogenos o
antineoplasicos (Arrigo, 2000). También se ha demostrado que la tasa de
supervivencia de las células que sobre-expresan Hsp27 se ve
incrementada como resultado de la estabilizacion de los microfilamentos
de actina y su rapida recuperacion (Hout et al., 1996). Por el contrario, se

ha observado que una disminucion en los niveles de Hsp27 provoca
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desorganizacion del citoesqueleto e inhibicion del crecimiento (Mairesse
et al, 1996; Horman et al., 1999).

La activacion de la cascada de MAPK p38, la cual es la responsable de la
fosforilacion de las sHsp, es un evento subsecuente a la activacion de las
GTPasas Rac y Cdc42, lo cual indica una posible conexioén entre la
fosforilacion de las sHsp y los rearreglos en el citoesqueleto (Guay et al.,
1997). De hecho, la introduccion de moléculas de Hsp27 no fosforilables
(mutadas), no produce ningun efecto protector (Hout et al., 1996). Por otra
parte, se ha demostrado que Hsp27 de pavo y raton inhiben la
polimerizacion de actina (Benndorf et at., 1994) dependiendo del grado de
fosforilacion y organizacion estructural de la sHsp. Todo esto indica que
solo el mondémero no fosforilado de Hsp27 es capaz de inhibir la
polimerizaciébn de actina, mientras que los fosforilables son los
responsables de regular la dinamica del citoesqueleto y su proteccion
(Benndorf et al., 1994).

A pesar de que se ha comprobado que existe una interaccion entre las
sHsp y actina, no se ha encontrado ninguna similitud en la secuencia o
estructura que sugieran cual es el sitio de union entre ambas proteinas.
Con excepcion de la B-lamina que se encuentra en los sitios de
polimerizacion de actina (Rahman et al, 1995) y en el extremo amino del
dominio a-cristalino de las sHsp (De Jong et al., 1998; Kim et al., 1998).
Se ha especulado que este sitio es de importancia para la interaccion entre
la F-actina y Hsp20 o Hsp27, aunque diversos ensayos de
inmunoprecipitacion no han podido dilucidar si dicha interaccién es
directa (Brophy el at., 1999). También se ha observado que Hsp 27 y aB-

cristalina interactian con varios filamentos intermedios (Perng et al.,
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1999) y con microtibulos (Hino et al., 2000) pudiendo promover la
sobrevivencia de la célula por medio de la intervenciéon de toda una red

dinamica.
4.4.3. Reaccion ante el Estrés Oxidativo

Las Hsp también protegen a la célula de la presencia de especies reactivas
de oxigeno (ROS). Por ejemplo, Hsp27 protege ante las ROS generadas
tras la estimulacion con TNFa y ante el estrés oxidativo provocado por
peroxido de hidrogeno o menandiona (Mehlen et al., 1995),
incrementando los niveles celulares de glutation y modulando el potencial
redox de la célula, (Mehlen et al., 1996). Esto fue comprobado a través de
experimentos en los cuales se incrementd la concentracion de Hsp27 en
tratamientos que reducen el nivel de glutation en la célula (Ito et al.,
1998).

4.4.4. Regulacion de la Apoptosis

La evidencia de que las Hsp son capaces de inhibir el proceso de
apoptosis se encontro a través de un experimento en el que se observo que
la supresion de la funciéon de Hsp90, ocasionada por el farmaco
geldamicina en células tumorales, lleva al arresto del ciclo celular y la
muerte (Whitesell et al., 1994). Mas tarde, otros estudios revelaron que las

Hsp pueden:

— Ayudar a la supervivencia de la célula y evitar la maduracion
proteolitica y la activacion de caspasas (Beere et al., 2000; Garrido et

al., 1999; Mosser et al., 2000), con lo cual se inhibe la degradacion de
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sustratos importantes para la supervivencia de la célula, incluyendo la
cinasa de adhesion focal (FAK) (Mao et al., 2003) y PARP (Garrido et
al., 1999; Mosser et al., 2000).

— Modular las cascadas de sefalizacion intrinseca y extrinseca de la
apoptosis a través de una regulacion negativa en uno o mas puntos de

dichas cascadas.

— Inhibir la salida de factores pro-apoptoticos de la mitocondria (Mosser

et al., 2000) asi como reprimir la actividad de las diferentes caspasas.

— Prevenir la muerte celular provocada por eventos independientes de

caspasas (Jaattela et al., 1998).

Las Hsp90, Hsp70 y Hsp27 inhiben la formacion del complejo del
apoptosoma, regulando en forma negativa la actividad de las caspasas 9 y
3 (Figura 2). Hsp 27 interactua directamente con el citocromo C (Bruey et
al., 2000), el cual previene la oligomerizaciéon del componente del
apoptosoma Apaf-1 y regula de manera negativa la activacion de la pro-
caspasa 9. Hsp 70 y Hsp 90 se asocian de manera directa a Apaf-1,
previniendo el reclutamiento y la activacion de la pro-caspasa 9, (Beere et
al., 2000; Saleh et al., 2000). En el caso de Hsp70, su union con Apaf-1
puede resultar en la inhibicion de la oligomerizacion de Apaf-1 (Saleh et
al., 2000) o en el mantenimiento del oligdmero de la misma en una
conformacion incompatible con la pro-caspasa 9, que previene el acceso
de la pro-caspasa al dominio CARD de Apaf-1 (Beere et al., 2000).

Se ha comprobado que Hsp 27 es capaz de inhibir la cascada de apoptosis
iniciada por la unién de ligandos al receptor Fas (Mehlen et al., 1996).

Este efecto lo logra por medio de su interaccion con dos diferentes
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proteinas: pro-caspasa 3 y Daxx (Figura 2). La interaccion de Hsp27 con
la pro-caspasa 3 previene su activacion (esta funcion la presentan también
Hsp70 y a-B cristalina) (Pandey et al., 2000) (Figura 2). La union de Hsp
27 con Daxx inhibe su interaccion tanto con el receptor de Fas como con
Ask 1 (Charette et al., 2000).

(A) (B) Estrés celular
Receptor Fas

Membrana Celular

Hsp27
> DAXX FADD Hsp70 SEK
Hsp70 tB|d
Ask 1 ProCaspasa 8 ,S Mitocondria
Hsp27 y—Hsp27
B'd Hsp70/ — Bax — | — gc:ﬁ JNK
Hsp40 — Bcl ._
PINK—>| | o3
Caspasa 8 p
p e /
PJNK " o o o Citocromo C Hsp70
Hsp70 Hsp 27 e
Hsp90 dATP
Hsp70 Apaf-1

nzgzg]—| ProCaspasa 3 /—\ ProCaspasa 9
Q Caspasa 3 Caspasa 9

\

APOPTOQSIS

Figura 2. Inhibicion de diferentes componentes de las cascadas extrinseca (A) e
intrinseca (B) de la apoptosis por medio de diversas Hsp.
La interaccion entre Hsp y sus co-chaperonas puede incrementar su
actividad antiapoptoética. Por ejemplo, la cooperacion entre Hsp70 y sus
co-chaperonas Hdj-1 (Hsp40) o Hdj-2 (HSDJ) previene la translocacion
de Bax a la mitocondria y evita la apoptosis provocada por 6xido nitrico
(Gotoh et al., 2004) (Figura 2). Esta funcion depende de la actividad de
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chaperona de Hsp 70 y de la prenilacion en el carboxilo terminal (motivo
CaaX) de Hdj-1 y Hdj-2 (Gotoh et al., 2004).

Dos estudios recientes han demostrado que Hsp70 y Hsp27 modulan Ila
apoptosis dependiente de Bid (Gabai et al., 2002; Paul et al., 2002)
(Figura 2), quien es cortada por medio de la caspasa 8 para generar Bid
truncada (tBid), la cual favorece la salida de factores pro-apoptoéticos de la
mitocondria de manera dependiente a Bax (Luo et al.,, 1998). En
consecuencia, este evento integra las cascadas intrinsecas y extrinsecas de

la apoptosis.

Ademas, Hsp27 es capaz de inhibir a Smac (Chauhan et al., 2003),
evitando la apoptosis en células de mielina tratadas con dexametasona. De
manera similar, Hsp70 puede suprimir la apoptosis provocada por TNF e
inactivar a Bid y, por lo tanto, interfiere en la cascada de sefalizacion de
JNK y modula la salida del citocromo C (Tournier et al., 2000) y Smac
(Chauhan et al., 2003) de la mitocondria.

Hsp70 suprime la activacion de JNK (Mosser et al., 2000) mediante la
desfosforilacion de JNK fosforilado (pJNK) (Meriin et al., 1999). En
forma alternativa, Hsp70 inhibe la fosforilacion de JNK por medio de su
interaccion con SEK (Park et al., 2001). JNK es un componente requerido
para la apoptosis provocada por Fas que participa en varias vias
apoptdticas. Esta cinasa, estimula la salida del citocromo C de la
mitocondria por medio de la fosforilacion de c-Mye, p53 (Fuchs et al.,
1998), Bcel-2 y Bel-xL (Yamamoto et al., 1999), inhibiendo su efecto
antiapoptotico (Figura 2). Por lo tanto, el ataque de Hsp70 a JNK es el

mecanismo principal de la supresion de la liberacion del citocromo C

38



(Beere and Green, 2001; Mosser et al., 2000). Se ha demostrado también
que JNK esta implicado en la salida de los factores apoptoticos
Smac/Diablo de la mitocondria (Chauhan et al., 2003).

Las Hsp ayudan a evitar la apoptosis provocada por TNF que
normalmente desencadena el proceso de apoptosis por medio del
reclutamiento de FADD vy la activacion de la cascada de la pro-caspasa 8.
Sin embargo, se ha observado que la sobreexpresion de Hsp90 y Hsp27
logra la induccion de la expresion de genes antiapoptéticos como TRAF1,
TRAF2, c-IAP1, c-IAP2 (Wang et al., 1998) y del homologo de Bcl-2,
A1l (Wang et al., 1999) (Figura 3). Hsp 90 es capaz de unirse a RIP,
componente esencial en la activacion de la cinasa del inhibidor IxB
(IKK), para mantener su estabilidad y permitir la activacion de NF-kB
(Chen et al., 2002) promoviendo la proliferacion de la célula. Se ha
observado también una interaccion la isoforma 3 de IKK y Hsp90 (Park et
al., 2003).

Percellier et al. demostraron que Hsp27 puede mediar la activacion de NF-
kB y llevar a la supervivencia de la célula por medio de la promocion de
la degradacion de kB poliubiquitinado en el proteasoma (Parcellier et al.,
2003). Esto se basa en que la actividad de la chaperona Hsp27, hace que
IxB fosforilado interactiie con el proteasoma 26s (Percellier et al., 2003)
(Figura 3).
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Figura 3. Algunas Hsp promueven la supervivencia de la célula. (A) Cascada de
sefializacion activada por TNF que resulta en la activacion de NF-xB y la
degradacion de su represor IKB. (B) Hsp90 y Hsp27 se unen al complejo
AKT/Cdc37 aumentando la actividad inhibitoria de Bad sobre la via intrinseca de
la apoptosis.

Por otra parte, Hsp27 y Hsp90 ayudan a la supervivencia de la célula por
medio su interaccion directa con la proteina cinasa B (AKT) (Sato et al.,
2000). Al unirse a AKT, ambas Hsp son capaces de potenciar el efecto
inductor del complejo AKT/Cdc37 sobre Bad (Sato et al., 2000) (Figura
3). A su vez, el incremento en la actividad de Bad suprime la salida de
citocromo C de la mitocondria. Esto se comprueba ya que al agregar
geldanamicina (inhibidor de Hsp90) las células se sensibilizan a los
efectos pro-apoptoticos del taxol y del inhibidor UCN-01 de la proteina
cinasa C (PKC) (Solit et al., 2003).
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4.5. Relevancia Clinica de las Hsp

Las Hsp se encuentran sobre-expresadas en enfermedades neuro-
degenerativas y cancer, padecimientos que se caracterizan por una alta
acumulacion intracelular de proteinas dafiadas, generadas por medio de

mutaciones y procesos de inflamacion, isquemia y/o heridas.

Se ha observado que niveles altos de Hsp70 contribuyen a la disociacion
de agregados de proteinas en los padecimientos neurodegenerativos de
Parkinson, Alzheimer, ataxia espinocerebelar, esclerosis lateral
amiotrofica y las enfermedades de Huntington y Kennedy (Kakizuka,
1998); disminuyendo la degeneracion de las células del tejido nervioso
(Warrick et al., 1999).

En el caso del cancer, se ha observado que la principal funcion de las Hsp
es la de interactuar y regular la actividad de muchos factores de
transcripcion, moléculas sefializadoras y cinasas. Las células tumorales
expresan niveles altos de Hsp, lo que sugiere que una cantidad elevada de

chaperonas moleculares se puede asociar al estado neoplésico.
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5. Papel de las Hsp en el Cancer

Diversos estudios han demostrado que las funciones que desempenan
las Hsp contra el estrés celular son paraddjicamente las que se asocian
a la progresion del cancer. De hecho, algunas teorias sefialan que las
Hsp y Hsf son en sentido estricto necesarias para la supervivencia de la
célula durante la progresion del tumor y la metastasis (Volloch y
Sherman, 1999; Jones et al., 2004). Dado a que las Hsp tienen la
capacidad comun de modificar estructuras e interactuar con otras
proteinas (Netzer y Hartl, 1998; Freeman y Yamamoto, 2002), pueden
participar en los procesos de proliferacion, diferenciacion, invasion,

metastasis, muerte y activacion del sistema inmune.

5.1. Correlacion entre los niveles de Hsp y
Diferentes Tipos de Cancer

Las Hsp son sobre-expresadas en una gran variedad células y tejidos
neoplasicos. Es por ello que las Hsp no son utiles en el diagndstico
inmunopatologico basado en la presencia anticuerpos, con excepcion de la
aB-cristalina, que es util para la identificacion de carcinoma renal (Pinder
et al.,, 1994), y la Hsp27 o Hsp90, que ayudan a la identificacion de

células de linfoma conocidas como Reed-Sternberg (Hsu y Hsu, 1998).

En algunos tejidos, la sobre-expresion de niveles de Hsp puede indicar la
presencia de células anomalas y principios de carcinogénesis. Por
ejemplo, Hsp100 y Hsp60 se relacionan con el proceso neoplésico en el
cervix uterino y en colon. Hsp70 se asocia con la carcinogénesis del

epitelio oral e incluso puede ser utilizado como un marcador de carcinoma
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hepatocelular temprano. Hsp27 esta sobreexpresada en el endometrio
hiperplasico y sirve como marcador de metaplasia escamosa en el cervix
uterino. Ademas, Hsp27 disminuye durante carcinomas esofagicos al
momento en el que se convierten en adenocarcinomas; pero incrementa
cuando el proceso concluye en carcinoma de células escamosas. En este
ultimo caso, Hsp27 se puede emplear como biomarcador canceres de

cierto tipo histoldgico.

La expresion de Hsp también puede correlacionar con el grado de
diferenciacion de ciertos tejidos o con la malignidad del cancer. Por
ejemplo, la sobreexpresion de Hsp27 y Hsp90 es comiln en carcinomas
endometriales del cervix uterino y del epitelio oral altamente
diferenciados. La sobreexpresion de Hsp70, grp28 o Hsp27, con una baja
diferenciacion del tejido, se encuentran frecuentemente en astrocitomas,

cancer de ovario, mama y epitelio oral (Hsp27), y carcinoma de pulmén
(grp28).

La Hsp70 se asocia a la proliferacion celular incrementada en mama,
cervix uterino y pulmones (Ciocca y Calderwood, 2005), y se ha
observado que se encuentra presente en metastasis en nodos linfaticos de
dichas enfermedades. La sobreexpresion de Hsp70 en biopsias de cancer
de pulmoén muestra un valor predictivo débil (Volm y Rittgen, 2000), y
proporciona un pronostico de resistencia a diversas quimioterapias y baja
respuesta a tratamientos de radiacion e hipertermia en cancer de mama.
Con base en esto, se ha establecido que el valor predictivo de Hsp70, a
nivel proteémico, depende no s6lo de su expresion sino también de la

localizacion de las células neoplasicas (Vargas-Roig et al., 1998).

43



5.2. Las sHsp como Promotoras del Cancer

Estudios diversos demuestran que la Hsp27, perteneciente a la familia de

las sHsp, juega un papel importante en una gran variedad de canceres.

Niveles altos de Hsp27 son detectados con frecuencia en cancer
mamario (Love y King, 1994; Oesterreich et al., 1993), de prostata
(Bubendorf et al., 1999), gastrico (Ehrenfried et al., 1995), de ovario
(Langdon et al., 1995) y en el linfoma de Hodgkin (Hsu y Hsu, 1998).

La Hsp27 se asocia con los receptores esteroides alfa (ERa), por lo
que se especula que la interaccion entre Hsp27 y ERa es uno de los
principales mecanismos de promocion de canceres de mama y

endometriales.

Existe una relacion entre la sobre-expresion de Hsp27 con un tiempo
mas corto de supervivencia libre de enfermedad en pacientes con
cancer de mama avanzado que han recibido quimioterapia (Vargas-
Roig et al., 1998).

Se considera que niveles altos de Hsp27 le confieran resistencia a las
células tumorales contra las defensas del organismo y agentes

quimioterapéuticos (Concannon et al., 2003).

Dos estudios realizados en ratones desnudos muestran que Hsp27 esta

involucrada en la migracion celular y que su induccion causa el aumento

en el potencial metastatico y resistencia a terapias antineoplasicas
(Blackburn et al., 1997; Katoh et al., 2000). Debido a que Hsp27 es un

regulador importante de los microfilamentos de actina, se deduce que éste
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puede ser el mecanismo por el cual la sobre-expresion de Hsp27 se

correlaciona con un mayor potencial metastatico (Shin et al., 2005).

La proteina aB-cristalina, otro miembro de la familia de las sHsp, juega
también un papel importante en el avance del cancer. En la actualidad, se
ha demostrado la sobre-expresion de aB-cristalina en gliomas (Aoyama et
al., 1993) carcinoma renal (Pinder et al., 1994), cancer de mama
(Chelouche-Lev, 2004) y carcinoma ductal in situ (Wulfkuhle et al.,
2002).

Moyano et al. realizaron experimentos en los cuales se indujo la expresion
constitutiva de aB-cristalina en las lineas celulares MCF-10A y MCF-
12A de epitelio mamario. En estos experimentos se observaron cambios
neoplasicos en los que Moyano et al. se basaron para definir a oB-

cristalina como una oncoproteina. Los cambios mencionados son:

— Proliferacion incrementada e independiente del factor de crecimiento
epidermal (EGF) y de la adhesion.

— Pérdida de la polaridad.

— Desorganizacion en la estructura de actina.

— Disminucion de la apoptosis.

— Incremento de la migracion e invasion.

En experimentos en los que la expresion de aB-cristalina se suprimi6 por

medio de RNA de interferencia (iRNA), se observo la anulacion del

fenotipo neoplasico. La transformacion de las células de epitelio mamario

por la sobreexpresion de aB-cristalina, también parece estar ligada a su
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estado de fosforilacion debido a que una aB-cristalina mutada y pseudo-
fosforilada no es capaz de transformar células. Mas atn, solo los
inhibidores de la cascada de MAPK son capaces de detener el proceso de
transformacion (Moyano et al., 2006), aunque a la fecha no se conoce
especificamente cual es la molécula de la cascada de MAPK encargada de

la fosforilacion de aB-cristalina.

5.3. Factores Promotores del Cancer: Hsp70 y
Hsp90

Las Hsp70 y Hsp90 pueden regular la actividad de NF-xB, p53, v-Src,
Rafl, Akt y de receptores de hormonas esteroides (Pratt y Toft, 2003), lo
cual le confiere a las células tumorales ventajas de supervivencia,
proteccion en contra de las defensas del organismo y una mayor

proliferacion de células cancerosas (ver figura 3).

La sobre-expresion de Hsp70 se correlaciona con una mayor proliferacion
de células cancerosas, metastasis, baja diferenciacion del tejido y de la
respuesta a terapias en diferentes tipos de neoplasias (Ciocca et al., 1993;
Vargas-Roig et al., 1998). Por ejemplo, Hsp70 ha sido descrita como una
molécula importante en cancer de mama debido a su participacion en el
ensamblaje y trafico de receptores esteroides. Al igual que Hsp27, Hsp70
ha sido encontrada en asociaciéon con ERa (Takahashi, 1994) y es capaz
de incrementar la transcripcion de dicho receptor y el crecimiento de
células MCF-7 de cancer de mama (Spears y Barnes, 2003). Asimismo, se
ha descubierto que Hsp70 se une a p53 mutante en células neoplasicas
(Lehmann et al., 1991), este ultimo presente en el 50 por ciento de los

casos de cancer de mama. Esta evidencia podria explicar la elevada
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proliferacion celular encontrada en biopsias de tumores de mama que

expresan Hsp70 (Vargas-Roig et al., 1997).

El papel de las proteinas de la familia de Hsp70 en el cancer ha sido
estudiada por Rohde et al. En la tabla 2 se muestran los resultados de su
primer ensayo, en el cual determind la cantidad de Hsp en diferentes
lineas celulares (Rohde et al., 2005).

\

Cervix F: HeLa
Glandula mamaria £: MCF-7 y
MDA-MD-468 Hsc70 y Hsp70-2: Alta
Prostata £: PC-3 > Hsp70t y Hsp70-6: Muy baja

Colon f: LoVo-36
Hsp70: Al mismo nivel que células

Higado f: HuH-7 no-cancerigenas
Mama*: MCF-10A y HBL-100

Prostata®: PNT1A _/

£ Células de carcinoma

*Células epiteliales inmortales no tumorigénicas

Tabla 2. Expresion de diferentes proteinas de la familia de Hsp70 en diferentes
modelos celulares por medio de RT-PCR.

Mas tarde, Rhode et al., realizaron ensayos con iRNA por medio de los
cuales comprobaron que:
— Hsp70, Hsp70-2 6 Hsc70 son las responsables de la alteracion de la

morfologia de las células cancerosas.

— EI bloqueo de la expresion de Hsp70 en las lineas celulares de

carcinoma, mencionadas en la tabla 2, indujo una morfologia similar a
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los fibroblastos, redondez y desprendimiento de las células; mientras
que el bloqueo de Hsp70-2 provoc6 una morfologia aplanada y larga,
semejante a la mostrada en la senectud. La interferencia del RNA de
Hsc70 en las mismas lineas celulares provocd una morfologia similar
a la de los fibroblastos y el desprendimiento tanto de células

neoplasicas como de las no tumorales.
Las células carentes de Hsp70-6 no sufrieron cambio alguno.

La carencia de Hsp70, Hsp70-2 6 Hsp70-6 no caus6 ningiin cambio en
la morfologia de las células epiteliales no cancerosas MCF-10A y
PNTI1A, lo cual indica que este efecto es especifico solo a células

neoplasicas.

Otro experimento realizado en células HeLa demostr6 que:

La inhibicion de la expresion de Hsp70 causa el arresto de las células
en la fase G2/M del ciclo celular; mientras que la inhibicion de

Hsp70-2 causa el arresto en la fase G1 (Figura 4).

Se confirmé que la falta de Hsp70-2 causa la induccion de varios
genes, en especial, el de la citosina inhibidora de macréfagos-1 (MIC-
1), la cual a su vez induce al inhibidor de ciclina p21cip, que es la

responsable del arresto celular en G1 y de la apoptosis.

Miembros de la familia de Hsp70 pueden también regular los niveles de

p53. En ratones nulogénicos para Hsp70-2 los niveles de p53 y su

actividad transcripcional, estdn aumentados. Sin embargo, los efectos de

Hsp70 en células neoplasicas no son totalmente dependientes de p53, pues

en ausencia de esta proteina, la inhibicion de la expresion de Hsp70-2 atn

estimula la secrecion de MIC-1 y el arresto celular.
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En conclusion, se puede decir que Hsp70, Hsp70-2 y Hsc70 estan
relacionadas con el proceso de transformacion celular, al mantener la

morfologia neoplasica y evadir la apoptosis.

Inhibicion de Hsp70 '\'
\ CICLO CELULAR

*'\ Inhibicion

de Hsp70-2

* Arresto del ciclo

Figura 4. La inhibicion de la expresion de Hsp70 6 Hsp70-2 por medio de sus
respectivos siRNA causa el arresto celular en dos puntos diferentes del ciclo
celular.

Por su parte, se ha propuesto que Hsp90 actia como promotor de la

carcinogénesis a través de cuatro mecanismos diferentes:

— Estabilizaciéon de cinasas relacionadas con la supervivencia y
proliferacion celular, activas durante la transformacién maligna. Entre
dichas cinasas se encuentran ErbB2, Src, Abl, Met (tirosinas cinasas)
o Raf, Akt y cinasas de serina dependientes de ciclina, que al ser

estabilizadas por Hsp90 se mantienen en conformacion activa.
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— Promocion de la maduracién de receptores a hormonas nucleares y el

factor inducido por hipoxia 1.

— Fomento de la acumulacion del factor de supresion tumoral p53
mutado, el cual carece de accion antitumoral. Se ha demostrado que
Hsp90 es capaz de unirse a p53 mutante con mayor avidez que a p53
nativo (Blagosklonny et al., 1996), lo cual lo estabiliza y evita su
degradacion por el proteasoma. Ademas, se ha observado que p53
mutado eleva resistencia a quimioterapias con farmacos que dafan el
DNA.

— Anulacion de la apoptosis a través de la inhibicion de Apaf-1, descrito

en la figura 2.

5.4. Resistencia a Farmacos Antineoplasicos
Conferida por sHsp

Algunas Hsp pueden servir como indicadores en la prediccion de la
respuesta a diversos tratamientos antineoplésicos, dependiendo del tipo de
cancer y su perfil molecular (Ciocca et al., 1993). Este hallazgo es valioso
debido a que la determinacion del prondstico de un paciente con cancer
permite responder a las preguntas que ¢l tenga e individualizar tanto el
tratamiento como su seguimiento. En la tabla 3 se muestra la relacion

entre varias Hsp y su valor predictivo para varios tipos de cancer.

Como se puede observar en la tabla 3, la expresion Hsp70 muestra mal
prondstico en cancer de mama, endometrial, cervico-uterino, y carcinoma

celular transicional de la vejiga, lo que concuerda con la capacidad de
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Hsp70 de bloquear la apoptosis (ver figura 2), el incremento en la

proliferacion de las células y la disminucidn de la diferenciacion.

Mal pronéstico

Buen pronéstico

Sin relacion

Céncer escuamoso de la

Cancer de ovario Adenocarcinomas
. ot . cabeza
Expresion de Cancer gastrico endometriales Cancer escuamoso del cuello
Céncer hepatico Céncer esofagico .
Hsp27 . i e Cancer renal
Cancer prostatico Histiocitomas fibrosos . "
N Cancer de vejiga
Osteosarcomas malignos .
Leucemia
Cancer de ovario
. Céncer oral
Céncer de mama Cancer esofageal Céncer escuamoso de la
” Cancer endometrial . b
Expresion de . . . Cancer pancreatico cabeza
Cancer cervicouterino . .
Hsp70 Carcinoma celular transicional Cancer renal Cancer escuamoso del cuello
de la veiiga Melanoma Cancer géstrico
g Cancer de préstata
Leucemia
Sobreexpresion de .
b Céncer oral

Hsp90 y presencia de
auto-anticuerpos

Cancer de mama

Cancer de ovario

Pérdidad de la
expresion de ambas
Hsp90 y Hsp60

Carcinoma de la vejiga con
riesgo de recurrencia invasiva

Tabla 3. Prondstico de diversos tipos de cancer que expresan varias Hsp.

Se especula que el bajo prondstico asociado a Hsp90 se debe a que
pudiera ser chaperona de la oncoproteina HER-2/neu y de p53 mutado,
confiriendo proteccion ante la degradacion del proteasoma. En contraste,
Hsp90 puede ser chaperona de receptores de progesterona en cancer de
endometrio, contribuyendo a su maduracion y manteniendo un fenotipo de
tumor mas diferenciado, menos agresivo y con mejor respuesta ante

agentes progestacionales sintéticos (Ciocca y Calderwood, 2005).
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En un estudio realizado por Chauhan et al. (2004), se demostré que Hsp27

es capaz de conferir resistencia a células de mieloma multiple (MM) ante

el firmaco dexametasona. En este experimento ellos emplearon células

directamente extraidas de pacientes con MM resistente a la dexametasona

y observaron que la unica proteina cuyos niveles se encontraban alterados

era Hsp27. En células de pacientes sensibles al medicamento, Hsp27

mantiene niveles muy bajos (Chauhan et al., 2004). A través de éste y

otros experimentos se han propuesto cuatro mecanismos por medio de los

cuales Hsp27 puede conferir resistencia a farmacos quimioterapéuticos
(Ciocca y Calderwood, 2005):

1. Las Hsp utilizan su capacidad de chaperonas moleculares para reparar

en forma mas eficiente las proteinas dafiadas a través de la

administracion de farmacos citotoxicos. Se ha observado que Ia

estabilizacion del citoesqueleto de actina provocado por Hsp27 es

clave en la resistencia a farmacos.

Se ha comprobado que Hsp27 se une selectivamente a los
filamentos de actina en células de MM resistentes a

dexametasona, lo cual es estabiliza al citoesqueleto (Chauhan et
al., 2004).

Al adicionar inhibidores de la unién entre Hsp27 y actina, como el
2-metilestradiol o el inhibidor del proteasoma PS-341, se induce la
apoptosis de las células de MM resistentes a dexametasona

(Chauhan et al., 2002), sin un cambio en la expresion de Hsp27.

52



e La inhibicion de la expresion de Hsp27 ayuda a inducir la
apoptosis y re-establecer la sensibilidad a dexametasona de las
células de MM resistentes (Chauhan et al., 2004).

2. Promueve y aumenta la reparacion del DNA danado (Mendez et al.,
2003; Nadin et al., 2003).

3. Ayuda a células cancerosas a evadir la apoptosis (Arrigo et al., 2002).
Alteraciones en las cascadas de la apoptosis, crecimiento o
supervivencia pueden llevar a las células neoplasicas a adquirir

quimioresistencia (Ver capitulo 4.4.4).

4. Protege la microvasculatura del interior de los tumores. Se ha
encontrado que Hsp27 estd presente en células endoteliales de la

vasculatura que irriga tumores (Ciocca et al., 2003).

Cabe senalar que también el farmaco doxorubicina incrementa la
expresion de Hsp27, otras Hsp y los niveles de diversos factores
antiapoptoticos (Vargas-Roig et al.,, 1998). La doxorubicina es un
antibidtico indicado en el tratamiento de diversas neoplasias malignas
como la enfermedad de Hodgkin, leucemias agudas y tumores de mama.
Es por ello que al prescribir este firmaco, se debe tener en cuenta que si
no se administran dosis lo suficientemente elevadas, puede incrementar la
supervivencia de las células neoplasicas y su resistencia a otros agentes

quimioterapéuticos en lugar de promover la disminucion del tumor.
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5.5. Terapias Antineoplasicas que Utilizan
Inhibidores de Hsp

La importancia de las Hsp en la supervivencia de células cancerosas y la
proliferacion de tumores, han impulsado la investgacion y el desarrollo de
farmacos nuevos que puedan inhibir su actividad y combatir diversos tipos
de cancer. En la actualidad se encuentran en desarrollo firmacos cuyo
blanco son las Hsp, sobretodo en contra de Hsp90 (Neckers e Ivy, 2003).
Debido a que las células normales no expresan Hsp90 de manera
significativa, se espera que este tipo de farmacos posean una alta
selectividad y especificidad a células neoplasicas. Con el empleo de este
tipo de farmacos, se espera obtener menor toxicidad que las

quimioterapias convencionales.

La inhibicion de la actividad de Hsp90 promueve la apoptosis de células
tumorales (Sreedhar y Csermely, 2004) y fallas en el funcionamiento de
las cascadas de sefializacion de la proliferacion dependientes de Akt
(Basso et al., 2002), evitando el crecimiento de células en proliferacion
activa (Ver figura 3). Ademas, puede sensibilizar a diversas células
tumorales a lisis por hipoxia, ataque del complemento y tratamiento con

detergentes suaves (Sreedhar y Csermely, 2004).

Los inhibidores de Hsp90 importantes en las terapias contra el cancer,
incluyen el radiciclol, la geldanamicina (Whitesell et al., 1994) y su
analogo menos hepatotdxico, el 17-alilamino-17-demetoxigeldanamicina
(17AAG) (Schulte y Neckers, 1998). En condiciones normales, Hsp90 no
se encuentra unido a proteinas, es por ello que farmacos como la

geldanamicina no afectan el funcionamiento de las células normales
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(Ciocca y Calderwood, 2005). El 17AAG ha sobrepasado las pruebas

clinicas fase I y hoy se encuentra en fase II (Neckers y Neckers, 2005).

El mecanismo principal por medio del cual act@ian los derivados de la
geldanamicina es la unién al dominio ATPasa de Hsp90. La especificidad
tumoral de los inhibidores de Hsp90 derivados de geldanamicina es
regulada por un mecanismo inusual. En células normales Hsp90 se
encuentra separada de sus co-chaperonas mientras que en células
tumorales se encuentra formando complejos con varias de ellas. Ambos, la
geldanamicina y el 17AAG, se unen al sitio de union de péptidos del
extremo amino de Hsp90 y al sitio de union a ATP, causando la inhibicién
de la actividad de chaperona de Hsp90 (Workman, 2002).

Se ha demostrado que en células cancerosas, el 17AAG se une de forma
especifica al complejo Hsp/co-chaperonas de manera 100 veces mas afin
que al de células normales (Kamal et al., 2003). De hecho, se ha sugerido
que Hsp90 activo se comporta como catalizador en la activacion de los
derivados de geldanamicina en células tumorales (Lee et al., 2004).
Cuando la actividad de Hsp90 es inhibida, las proteinas desdobladas por
causa del estrés son degradadas por el proteasoma, facilitando la muerte

de las células cancerosas.

En estudios clinicos de fase II, se ha demostrado que el 17AAG
contribuye a la estabilizacion de la enfermedad en algunos pacientes,
aumenta el nivel de apoptosis y disminuye la proliferacion del tumor,
aunque con menor potencia que la radioterapia o quimioterapia. A pesar
del potencial terapéutico de los inhibidores de Hsp90, existen diversas

desventajas:
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— El 17AAG es poco soluble, tiene baja biodisponibilidad oral, potencia

modesta, y es sustrato de la glicoproteina P.

— La geldanamicina y el 17AAG (Kim et al., 1999; Bagatell et al., 2000)
pueden ayudar a la supervivencia de las células tumorales debido a
que son capaces de disociar el complejo Hsp90-Hsf1, lo que causa la
activacion de la transcripcion de muchas otras Hsp (ver figura 1); en
especial, de Hsp40, Hsp70 y Hsp90 (Sittler et al., 2001).

— Los inhibidores de Hsp90 pueden tener efectos antagénicos con otros
farmacos antineoplasicos, por ejemplo con el cisplatino en células de

adenocarcinoma de colon (Vasilevskaya et al., 2003).

Zaarur et al. identificaron una estructura clave en la inhibicion de Hsp, el
anillo triciclico de 2H-benzo[a]quinolicina (Figura 5). Este anillo se
encuentra presente en los farmacos emunina (NZ71), NZ72, NZ28,
dihidroemetina e isocefalina. Tanto la emunina como NZ28 aumentan la
actividad de inhibidores de Hsp90 en las células MM.1S (mieloma
multiple), PC-3 (carcinoma de prostata), HCT-116 (carcinoma de colon) y
en fibroblastos MEF (Zaarur et al., 2006).

En un estudio reciente, donde se utilizaron fairmacos que interfieren con la
migracion celular de la linea MDA-MB-231 de cancer de mama, se
identificé al compuesto KRIBB3 como inhibidor de la Hsp27 (Shin et al.,
2005). Cabe mencionar que el mecanismo de accion del KRIBB3 es la
inhibicion de la fosforilacion de Hsp27 dependiente de PKC, por medio de
su unidn directa con la proteina en su sitio de activacion. De este modo,
KRIBB3 es el primer inhibidor de Hsp27 descrito (Shin et al., 2005).
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Figura 5. Base estructural responsable de la inhibicion de
Hsp72 en los farmacos NZ28, emunina (NZ71), NZ72,
dihidroemetina e isocefalina.
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6. Las Hsp en Inmunoterapia

La estimulacién del sistema inmune es otra de las estrategias empleadas
en nuevas terapias antineopldsicas. En las ultimas décadas, se han
estudiado los diferentes antigenos presentes en tumores que pueden hacer
que el sistema inmune monte una reaccion en contra de ellos. Se ha
observado que las Hsp son capaces de desencadenar reacciones inmunes y
es por ello que se han sefialado como buenos blancos de protocolos
inmunoterapéuticos. En este apartado, se presentan algunos aspectos de la
respuesta antitumoral y el potencial de las Hsp para inducir recciones

inmunes.

6.1. Antigenos Tumorales como Inductores de
la Respuesta Inmune

El sistema inmune es capaz de iniciar una reaccion de rechazo ante células
o tejidos no reconocidos como propios, a través del reconocimiento de
antigenos. Algunas células cancerosas muestran en sus membranas
antigenos propios del tumor por medio de los cuales le hacen saber al
sistema inmune que estan alteradas. Actualmente, se reconocen dos tipos

de antigenos tumorales (Boon et al., 1997):

— Antigenos de transplante especificos de tumor (TSTA).

— Antigenos de transplante asociados al tumor (TATA).

Los TSTA son antigenos especificos del tumor, es decir, no se encuentran
presentes en tejidos normales. Ejemplos de este tipo de antigenos son las

proteinas alteradas por mutacion de algin gen o por trascripcion o
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traduccion modificada que resulta en la formacién de un polipéptido
nuevo, que ademds es presentado en el complejo principal de
histocompatibilidad clase I (MHCI); el metilcolantreno y el virus del

polioma causan mutaciones que pueden dar origen a TSTA.

La importancia de los TSTA en la respuesta inmune contra tumores se
demostrd por medio de un experimento en el cual se observd la respuesta
de los linfocitos T citotoxicos (CTL) ante antigenos tumorales. El
experimento consistié en obtener células tumorigénicas (fum") de raton
por medio de mutaciones quimicas y clonacion. Después, las clonas se
introdujeron en ratones singénicos y se observo la aparicion de tumores.
Mas tarde, se comprobd que los ratones que no desarrollaron tumor
contenian una clona (fum’) capaz de presentar el antigeno tumoral en la
membrana y desencadenar el ataque de las CTL. Esta reaccion fue
corroborada por medio de un ensayo de lisis utilizando las CTL
especificas para el antigeno tumoral aisladas del raton (Van den Eynde y
Van der Bruggen, 1996).

En contraste, los TATA no son antigenos especificos del tumor ya que
pueden ser encontrados en tejidos sanos del organismo, pero solo durante

la etapa embrionaria y/o a una muy baja concentracion en adultos:

— Debido a que el sistema inmune aun no esta desarrollado en el periodo
embrionario, estas proteinas no son capaces de desencadenar una
reaccion inmune durante ese tiempo, sin embargo, cuando se
encuentran en células cancerosas de adultos si pueden ser capaces de

desencadenar el rechazo de tumores.
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— En células sanas, las proteinas que fungen como TATA se encuentran
en una concentracion muy baja mientras que en células cancerosas su
concentracion es muy alta. Ejemplo de estas proteinas son los factores
de crecimiento y sus receptores, como la transferrina p97, cuya
cantidad es 60 veces mayor en células de melanoma. Otro ejemplo son
los oncogenes, como el receptor de factores de crecimiento Neu, el
cual se encuentra elevado en algunos casos de cancer de mama (Scott
y Welt, 1997).

La reaccion inmune contra TATA se confirm6 mediante un experimento
en el cual se vacuné a ratones con un virus que contenia p97. La vacuna
desencaden6 tanto una reaccion humoral como celular y le confiri6 al

raton proteccion contra células de melanoma que sobre-expresan p97.

6.1.1. Células del Sistema Inmune que Recono-
cen Antigenos Tumorales

Las CTL son las encargadas principales de la respuesta antitumoral, a
través del reconocimiento de los antigenos TATA o TSTA presentados en
MHCI. Sin embargo, existen células cancerosas capaces de inhibir la
presentacion de MHCI, lo que limita la respuesta de las CTL. En este
caso, las células “natural killer” (NK) son de suma importancia. De hecho,
ratones que carecen de células NK e individuos con la enfermedad
Chediak-Higashi tienen un riesgo mayor de desarrollar linfomas y
leucemias (Abbas et al., 2000).

Los macrofagos también juegan un papel importante en la inmunidad

tumoral. Tanto las células NK como los macrofagos son capaces de
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desencadenar una respuesta inmune ante tumores, ya que Sson
independientes de MHCI. Al poseer receptores al fragmento cristalino
(Fc) de los anticuerpos, dichas células pueden cooperar con la respuesta
mediada por anticuerpos. Se cree que la respuesta iniciada por los
macrofagos es principalmente a través de enzimas liticas, especies
reactivas de oxigeno e intermediarios de nitrogeno. Los macrofagos
excretan el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) al medio, lo que induce
la necrosis del tumor. Se ha observado una relacion entre macrofagos

rodeando un tumor y el rechazo del mismo (Abbas et al., 2000).

6.2. Evasion de Células Neoplasicas al Sistema
Inmune

El resultado de diferentes estudios comprobd que las células cancerosas
son capaces de desarrollar mecanismos de evasion del sistema inmune,
entre los que se encuentran los factores bloqueadores, el retraimiento de
los antigenos tumorales y la disminucion de la expresion del MHCI
(Abbas et al., 2000).

— Factores bloqueadores. Los anticuerpos especificos al tumor pueden
actuar enmascarando a los antigenos para que no sean reconocidos por
las CTL y bloquear los receptores de Fc, inhibiendo la citolisis
dirigida por anticuerpos (ADCC), mediada por NK y macrofagos. En
diversos estudios en los que se utilizaron anticuerpos especificos para
antigenos tumorales se reveld que la inmunizacion activa en animales
causa un incremento en la incidencia de tumores en lugar de una
disminucion. Esta evidencia fue corroborada después, cuando se

comprobd que varios nifios con neuroblastoma progresivo contenian
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factores bloqueadores de la respuesta inmune en suero (Abbas et al.,
2000).

— Retraimiento de los antigenos tumorales. Las células cancerosas
retiran de la membrana celular proteinas inmunogénicas conforme
aumenta el titulo de anticuerpos especificos a dicho polipéptido en el
plasma (Weinberg, 1996).

—  Disminucion de la expresion del MHCI La inhibicion de la expresion
en membrana del MHCI y moléculas co-estimuladoras es asociada al
proceso de transformacion de las células tumorales (Weinberg, 1996),
y se relaciona con crecimiento del tumor y un pronéstico de la
enfermedad desfavorable. Asimismo, la disminucién de la molécula
co-estimuladora B7 en células cancerosas provoca anergia clonal,
debido a que la activacion de los linfocitos T es incompleta (Allison et
al., 1995).

6.3. Estrategias Utilizadas en la Inmunotera-
pia del Cancer

En la actualidad se exploran terapias antineoplasicas que utilizan la
manipulacion de sefiales co-estimuladoras, la estimulacion las APC, el

aumento de citocinas, uso de anticuerpos monoclonales y adyuvantes.

— Manipulacion de senales co-estimulatoras. Hace algunos afios, se
demostrd que ratones con melanoma, a los que se inyectaron células
de melanoma transfectadas con el gen B7 presentaron regresion de los

tumores debido a la estimulacion de las CTL. La ausencia de tumores
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en ratones sanos inyectados con células de melanoma transfectadas
con B7 comprobo6 que moléculas co-estimuladoras de CTL podrian ser
de gran utilidad en el tratamiento post-operatorio para reprimir la
metastasis del tumor primario (Allison et al., 1995). Mas atn, debido a
que los antigenos de las células de melanoma son compartidos por una
amplia gama de tumores en humanos, se ha planteado la posibilidad
generar un panel de lineas celulares de melanoma transfectadas con
B7 tipificadas para la expresion del antigeno tumoral y HLA iddneos

para tratamientos especificos (Houghton et al., 2001).

Estimulacion de las APC. En un experimento se retiraron células
dendriticas (DC) de un ratéon y se incubaron con el factor estimulante
de colonias de granulocitos en macrofagos (GM-CSF) y fragmentos
de tumor. Después, las DC fueron re-inyectadas en el raton y se
observé un aumento en la actividad de las CTL. Finalmente, cuando el
raton fue inyectado con células tumorales, presenté inmunidad
(Rosenberg, 2001). Un enfoque similar ha sido transfectar las células
tumorales con GM-CSF para aumentar la activacion y diferenciacion
de APC en el organismo (Allison et al., 1995). Otra manera de
expandir la poblacion de APC es cultivar las células progenitoras de la
sangre periférica en presencia de GM-CSF, TNF-a e IL-4 para
generar grandes cantidades de células dendriticas (Rosenberg, 2001).
Existe la creencia que después de cultivar las DC obtenidas con
fragmentos de tumor y reinyectarlas al paciente, las DC seran capaces
de activar a células T cooperadoras y citotoxicas para rechazar al
tumor. Sin embargo, para comprobar que esta posibilidad es real, se

necesita mas investigacion al respecto.
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Aumento de citocinas. Varias citocinas han sido evaluadas en el
tratamiento del cancer. Entre ellas se encuentran: IFN-a, B y v, IL-1,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-12, GM-CSF y TNFa. Los interferones han sido
utilizados con buenos resultados en terapias contra leucemias,
linfomas mielomas, melanoma, sarcoma de Kaposi, cancer renal y
cancer de mama. Se cree que los interferones son capaces de aumentar
la expresion de MHCI en células neoplasicas, asi como de activar a
CTL, macréfagos y células NK (Rosenberg, 2001). Aunque se han
obtenido resultados alentadores, la terapia con citocinas presenta aun

algunos inconvenientes:

e No se ha encontrado una via de administracion local adecuada que
carezca del riesgo de causar una distribucion sistémica de las

citocinas y por lo tanto una reaccion inmune del mismo tipo.

e No se ha determinado el efecto de citocinas administradas sobre la

produccion de otras citocinas.

Uso de anticuerpos monoclonales. Estos anticuerpos pueden ser
utilizados para unirse a TATA o TSTA de células neoplasicas,
activando al sistema del complemento y provocando lisis y remision
parcial o total de tumores. En el caso del cancer de mama, ya ha sido
creado y comercializado un anticuerpo, llamado Herceptina, que es
capaz de reconocer al receptor de factores de crecimiento HER2 (Scott
y Welt, 1997). También se ha investigado una estrategia de “misil
guiado” en la cual los anticuerpos especificos estan acoplados con
agentes quimioterapéuticos que logran una mayor precision en el

tratamiento, reduciendo la toxicidad de la terapia. Sin embargo, el
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alcance de las terapias con anticuerpos es limitado, ya que no es
posible hacer una generalizacion acerca del antigeno que un
determinado tipo de cancer presenta en una variedad de pacientes. Es
por esto que la terapia debe ser personalizada, lo que impide su

aplicacion a una extensa cantidad de pacientes.

Uso de adyuvantes. Se refiere al uso de bacterias como
Corynebacterium parvuum, Mycobacterium bovis y el bacilo
Clamette-Guerin (BCG). Estos adyuvantes activan a los macrofagos
para que secreten diferentes citocinas y expresen moléculas de MHCII
y B7. Aunque estos adyuvantes solo muestran resultados terapéuticos
moderadamente buenos, si ayudan a estimular de buena manera a las
células T cooperadoras provocando inmunidad humoral (Rosenberg,
2001).

6.4. Participacion de las Hsp en la Respuesta
Inmune

Debido a la promiscuidad con la cual las Hsp se pueden unir a las

proteinas intracelulares, las Hsp pueden servir como grandes acervos que

contienen todas las proteinas alteradas, extrafias o desnaturalizadas del

interior de una célula, que resultan de un evento de estrés, infeccion viral

e incluso, cancer. Basados en esta premisa, diversos investigadores han

explorado el potencial de las Hsp para desencadenar una respuesta inmune

contra tumores.

Los primeros estudios en este campo fueron realizados por De Leo y

Srivastava. Ellos realizaron experimentos en los cuales inyectaron a
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ratones diferentes porciones de lisados de tumores autdlogos. Estos
ratones fueron expuestos a tumores en una segunda ocasion para observar
si alguna fracciéon del lisado conferia resistencia a los mismos.
Encontraron que las Hsp son los componentes de la fraccion del lisado
capaces de conferir proteccion a exposiciones subsecuentes al tumor (De

Leo y Srivastava, 1985).

Posteriormente se relaciono la actividad de chaperonas intracelulares de
las Hsp con su capacidad inmunoestimulatoria, ya que se observo que los
péptidos contenidos en su interior son indispensables para iniciar una

respuesta inmune y generar memoria.

A la fecha, son varias las Hsp que han demostrado inmunogenicidad.
Entre ellas se encuentran gp96, Hsp90, Hsp70, Hsp110 y grp170, siempre
y cuando sean provenientes de células tumorales. En particular, se ha
observado que los miembros de las familias de Hsp60 y Hsp70 son
altamente inmunogénicas y pueden ocasionar respuestas de tipo celular y

humoral.

6.4.1. Estimulacion del Sistema Inmune
Innato por Hsp

El sistema inmune innato no solo es responsable del reconocimiento y
eliminacion de antigenos extrafios, sino también hacia antigenos que se
presentan en células dafiadas, infectadas, estresadas o transformadas,
siempre y cuando cuenten con una “sefial de peligro”. A través de
diferentes estudios, se ha comprobado que las Hsp son capaces de

establecer esta sefial a través de su interaccion con TLR4 y/o TLR2. La
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sefial de peligro provocada por la uniéon de Hsp es transducida por medio
del factor nuclear NFkB, lo que causa un incremento en la secrecion de
citocinas y la expresion de moléculas co-estimuladoras, lo cual
proporciona un efecto adyuvante, independiente del antigeno acarreado

por la Hsp.

La primera evidencia de que las Hsp son capaces de desencadenar una
reaccion inmune de tipo innata fue presentada por Friedland et al. en
1993. Ellos mostraron que Hsp65 (chaperona proveniente de M.
tuberculosis) estimula la maduracion de monocitos humanos y la
secrecion de citocinas pro-inflamatorias. Este hallazgo fue confirmado
posteriormente con Hsp60 (Peetermans et al., 1993) y Hsp70 (Beagley et
al., 1993) micobacteriales, aunque los resultados iniciales pudieron haber
sido alterados por contaminaciéon con lipopolisacarido (LPS). Después,
Kol et al. (1999) reportaron que Hsp60 originaria de Clamidia sp. o
humana activan a macroéfagos de manera similar al LPS. Diversos
experimentos han mostrado que cuando se introducen Hsp sin union a
péptido antigénico, se induce la expresion y secrecion de IL-12, GM-CSF
y TNF-a en APC (Suto y Srivastava, 1995); e IL-16, IL-6 y TNF-a en
monocitos (Asea et al., 2000) (Figura 6).
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Figura 6. Activacion de las células del sistema inmune innato. Las Hsp pueden
provocar la secrecion de citosinas pro-inflamatorias, de manera independiente al
péptido acarreado en su interior.

Se ha acumulado evidencia que indica que la activacion de diversas
células del sistema inmune es un proceso mediado por la unién de Hsp
con receptores especificos y que la produccion de citocinas provocada por
la union de Hsp a su receptor respectivo es un efecto adyuvante de gran

importancia para generar inmunogenicidad.

En fechas recientes se demostro que la estimulacion de la actividad
fagocitaria de macrofagos iniciada por Hsp60 es dependiente de los
receptores CD14 (Kol et al., 2000) y TLR4 (Ohashi et al, 2000), lo que
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indica que Hsp60 es indispensable para la iniciacion de las cascadas de
sefnalizacion de MD2 y MyD88 que regulan el proceso de activacion de
NF-«xB (Bulut at al., 2002). Se cree que el receptor funcional de Hsp60 es
una combinacion entre CD14 y TLR4 (Prohdszka y Fiist, 2004), ya que
aun cuando no se ha comprobado interaccion entre Hsp60 y estas
moléculas, si se ha observado que la iniciacion de la traduccion de senales
coincide con la intervencion de Hsp60 (Habich et al, 2002) (Figura 7). Sin
embargo, esta chaperona se une a macrofagos y células dendriticas CD14
y TLR™ (Lipsker et al., 2002).

Hsp60

CD14

Hsp60R

Membrana
Celular

TLR4

MyD88

Activacion de la /

cascada de NF-xB

Figura 7. Posible composicion del complejo de receptores de Hsp60 en células
dendriticas. Se ha propuesto que Hsp60, CD14 y un posible receptor especifico a
Hsp60 (Hsp60R) forman un complejo que activa a TLR4, lo que resulta en la
iniciacion de la cascada de sefializacion de MD-2 y MyD88 (Modelo propuesto por
Prohaszka y Fiist, 2004).
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Por su parte, Hsp70 activa a macrofagos via la cascada de senalizacion
activada por TIR, a través de su union a los receptores TLR2 y TLR4
(Vabulas et al., 2002).

Se ha encontrado que las Hsp también son adyuvantes endogenos en la
maduracion de células dendriticas (DC) (Vabulas et al., 2002). En el caso
de las DC, la participacion de Hsp60 es similar a la de los macrofagos.
Habich et al. encontraron que Hsp60 y Hsp70 comparten receptores en
DC. En 2001, Sigal et al. propusieron a TLR5 como un receptor probable
de Hsp60, ya que encontraron que estas dos comparten estructuras
similares (Sigal at al., 2001), lo que incrementa la afinidad entre estas dos
moléculas y favorece su union. Por su parte, Hsp70 induce la maduracion
de DC y promueve la expresion de las moléculas co-estimuladoras CD40,
CD83 y CD86.

Por otro lado, tanto Hsp70 como gp96 promueven la actividad citotoxica
de las células NK (Multhoff, 2002). Hsp70 estimula a las NK por medio
de su asociacion con el receptor CD94 (Gross et al., 2003), mientras que
gp96 actiia de manera indirecta para iniciar la secrecion de IL-12 de las
APC. En pacientes con leucemia mielogénica cronica, la inmunizacion
con un complejo Hsp70-péptido purificado de células de leucemia
incrementa la cantidad de NK secretoras de IFNy en el torrente sanguineo
(Li et al., 2005). Asimismo, gp96 autologo de cancer colorectal indujo un
aumento significativo en la cantidad de células NK CD3- y CD56-, asi

como en su actividad (Pilla et al., 2005).
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Se ha encontrado que la traduccion de senales iniciada con la interaccion
entre Hsp60 y Hsp70 con receptores TLR y CD14 involucra diversas
moléculas (Tabla 4).

Ligando LPS Hsp60 Hsp70
Receptor de Hsp60 Receptor de Hsp70
Receptor CD14 CD14 CD14
TLR4 CD91
MD2 MD2
Efector TLR2 TLR2 TLR2
TLR4 TLR4
MyD88
IRAK-1
MyD88 NF-xB
MyD88
Blanco IRAK-1 INK1/2 TF:’AF .
P38
IKK
PKC
Produccién incrementada
Respuesta Secrecion incrementada de TNFo, NO e IL-12 Secrecion incrementada de
molecular de IL-1B, IL-6, TNFa, Incremento en la IL-1B, IL-6, IL-12 y TNFat
MIP1y MIP2 transcripcion de ' '
moléculas de adhesion
Activacion de Infocitos Activacion de Infocitos
Rgspuesta Activacion de Infocitos T T coopera.doras-1 T cooperadoras-1
inmune cooperadoras-1 Produccion de -
. L Maduracién de DC
inflamacion

Tabla 4. Activacion del sistema inmune innato por medio de LPS y Hsp via TLR
(Z. Prohészka y G. Fiist, Molecular Immunology 2004; 44:29-44).

6.4.2. Inmunidad Adaptativa

Las Hsp, ademas de iniciar una respuesta innata, también pueden
desencadenar una de tipo adaptativa por medio de su interaccion con
receptores que provocan la fagocitosis de Hsp, seguida del procesamiento

de los péptidos para su montaje en MHC. Se ha propuesto que los
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receptores CD91 (Basu et al., 2001) y LOX1 (Delneste et al., 2002) son

esenciales en este proceso.

El CD91, de la familia de receptores de alfa2-microglobulina (a¢2-M), fue
en un inicio involucrado con la unién a gp96 (Binder et al., 2000).
Después se encontré que es el responsable de la union y endocitosis de
otras Hsp, entre las cuales se encuentran Hsp90, calreticulina (Basu et al,
2001) y Hsp70. En lesiones psoriasicas, se descubrio que Hsp70 es el
ligando principal de CD91. Boyman et al. encontraron que dichas lesiones
se deben al ataque de las células dendriticas a los queratinocitos de la piel,
provocado cuando éstos sobre-expresan Hsp70 y las células dendriticas
dermales de la vecindad a CD91 (Boyman et al., 2005). Este receptor
puede ser encontrado en la superficie de células descendientes del linaje
monocitico: células dendriticas (DC), macréfagos, hepatocitos,
fibroblastos y queratinocitos. Su expresion es resultado de la activacion de
la cascada de senalizacion de NFxB y la presencia de TNFa. A través de
CD91 se inicia la internalizacion de las Hsp y la consiguiente produccion
y excrecion de citocinas pro-inflamatorias, concluyendo con la activacion

de los linfocitos T.

CD91 participa en el procesamiento de péptidos. Cuando la unioén entre
gp96 y CDI91 se lleva a cabo, las Hsp son endocitadas y los péptidos
contenidos en gp96 son llevados al reticulo endoplasmico y presentados
en MHCI y MHCII en la superficie de APC. Ademas, se estimula la
presentacion de moléculas coestimuladoras y la secrecion de citocinas
pro-inflamatorias como TNFoa y GM-CSF. Se cree que la cascada de
sefializacion activada para la secrecion de citocinas es la de TLR. Como

ya se ha mencionado, el conjunto de eventos posteriores a la union de

72



gp96 con CDI91 trae como consecuencia la activacion de los linfocitos T.
Sin embargo, no se inician las funciones efectoras de la inmunidad
humoral (Doody et al., 2004). Tanto los receptores de CD91 como LOX-1
se han relacionado con la presentacion cruzada de péptidos acarreados por
Hsp. Esto se lleva a cabo ya que los antigenos fagocitados son
regurgitados al citosol y acarreados por la proteina transportadora TAP

hacia la maquinaria de ensamblaje del MHCI (Figura 8).

Aparato de
Golgi 6. Expresion en superficie

del complejo péptido - MHC |

Reticulo
Endoplasmico

Citosol

4. Transporte de -

péptidos al RE

ﬁ2 -microgl

TAP
a Cadena
pesada
2. Endomt05|s
5. Carga del
End PN
gp96 + ’, D91 ndosoma péptido en MHC |
péptido 2
antigénico -
:} /\ b Péptidos antigénicos
1. Unién de Hsp a - “m
su receptor Proteasoma

3. Expulsion de péptidos al
citosol y degradacion proteolitica

Célula Dendritica

Figura 8. Presentacion cruzada de los péptidos antigénicos contenidos en gp96.
Modelo propuesto del procesamiento de los péptidos contenidos en las Hsp para su
presentacion. El montaje de los péptidos en MHCI permite una respuesta celular a
través de la activacion de los linfocitos T citotoxicos.
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Por otro lado, Wang et al. observaron que Hsp70 puede interactuar con las
balsas lipidicas® (LR) en la membrana de los macrofagos, las cuales
participan en la interaccion entre proteinas, la endocitosis mediada por
balsas, la traduccion de sefiales y la biogénesis de fagosomas (Dermine et
al., 2001). Cuando Hsp70 se une a las LR ocasiona la fagocitosis de
antigenos particulados, su procesamiento y su presentacion a células
CD4+ so6lo por medio de MCHII (Wang et al., 2006). Esto se demostro a
través de experimentos en donde el contacto de Hsp70 con macrofagos
promovid la fagocitosis de hongos, bacterias Gram positivas y negativas,
y de microesferas de polietileno. Este descubrimiento permiti6 observar la
gran versatilidad de Hsp70 para interactuar con células del sistema
inmune y ser una promotora excelente de la internalizacion de antigenos y

en consecuencia, de la activacion de linfocitos T.

Las Hsp pueden, ademas facilitar el procesamiento de antigenos,
incrementar su transcripcion en el interior de las APC como consecuencia
de su union a receptores. Se ha encontrado un incremento en la
produccion de Hsp durante en la diferenciacion 6 activacion de
linfocitos T, por mitdgenos o citocinas. La asociacion directa de Hsp70 6
Hsc70 con la DNAsa activada por caspasas (CAD) incrementa la
actividad de las CTL, de tal modo que se incrementa su capacidad de
inducir apoptosis mediada por el receptor de células T (TCR) (Liu et al.,
2003).

* Las balsas lipidicas son fragmentos o secciones de la membrana celular en donde
las cadenas de acidos grasos saturados favorecen un empaquetamiento apretado.
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6.4.3. Inmunizacion con Extractos de Tumor

La capacidad de union entre las Hsp con los diferentes receptores
celulares en las APC las convierte en excelentes activadoras del sistema

inmune, ya que les confiere dos roles:

— Acarreadoras de péptidos antigénicos.

— Generadoras de sefiales de peligro.

Con base en esto, se ha propuesto que las Hsp pudieran ser buenos
vehiculos para acarrear los antigenos tumorales desde el interior de las
células hasta las APC.

Diversos grupos de profesionales han investigado la efectividad de
vacunas que consisten en la fraccion de extractos de tumores en los cuales
estan contenidas varias Hsp. Por medio de esta estrategia se exponen
todos los antigenos tumorales contenidos en las Hsp a las APC. La ventaja
de esta estrategia es que permite realizar vacunas en las cuales no se tiene
que identificar todos y cada uno de los componentes inyectados. Como ya
se ha dicho, la antigenicidad de las Hsp y la memoria que inducen en el
sistema inmune es especifica a los antigenos contenidos en el interior de
las mismas; es por ello que este tipo de vacunas pueden ser altamente

especificas.

El disefio de vacunas que se basan en Hsp totales de células tumorales

posee dos ventajas principales:

— Especificidad hacia el paciente y el tumor.
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Conveniencia de no tener que hacer la exhaustiva labor de reconocer
los antigenos particulados del tumor, debido a que las Hsp son
capaces de atrapar a todos los péptidos del interior del mismo que

fungen como huellas dactilares.

Se ha comprobado que so6lo las Hsp derivadas de tumores generan una

respuesta inmune y no asi las Hsp purificadas de células normales (Udono

y Srivastava, 1993), lo que le brinda a la vacuna selectividad hacia células

tumorales. Sin embargo, esta estrategia posee limitaciones, como son:

La disponibilidad de Hsp que se puede extraer del tumor afecta la
cantidad de vacuna aprovechable, la dosis y el esquema de

vacunacion.

El tratamiento tiene que ser interrumpido una vez que se ha erradicado

el tumor, fuente de las Hsp.

La purificacion de Hsp de tumores es dificil ya que no las muestras
siempre son soélidas y no en todos los casos pesan de uno a cinco
gramos, caracteristicas necesarias para preparar suficiente vacuna para
un esquema de dosis bajas o al menos 10 gramos, para efectuar un

esquema de vacunacion riguroso.

Por lo tanto, es dificil planear las dosis y el esquema de vacunacion

durante el periodo de pruebas clinicas, asi como medir la recurrencia de

tumores (Massa et al., 2005). Con esta metodologia se han obtenido

vacunas eficaces para cancer colorectal, linfomas y mielomas, pero la

obtencion de vacunas para cancer gastrico y pancreatico ha sido muy
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dificil debido a que las Hsp son lisadas durante su purificacion por las

enzimas proteoliticas de estos 6rganos (Srivastava y Jaikaria, 2001).
6.4.4. Inmunizacion con Hsp70 y gp96

Desde el inicio de la década de los 90, se han realizado experimentos que
comprueban que las Hsp son capaces de combatir tumores de manera
especifica. Ensayos realizados con ratones vacunados con Hsp70 6 gp96
purificadas de un tumor previamente extraido, presentan una mayor
proteccion contra exposiciones posteriores a tumores singénicos y una
mayor activacion de células CD8" (Udono et al., 2004). Por otro lado, se
ha demostrado que las células CD4" que son capaces de infiltrarse en los
tumores, reaccionan de manera especifica con células que expresan Hsp70
en su superficie (Yoshino et al., 1994). El tratamiento de tumores con
sustancias alquilicas que estimulan la expresion de Hsp70 en la
membrana, resulta en una elevada actividad de lisis por medio de células
NK (Botzler et al., 1996). La lisis de células cancerosas de colon y
pulmoén que expresan a Hsp70 en su membrana es mucho mayor que la de

aquellas que no la expresan de manera constitutiva (Botzler et al., 1996).

Geng et al. demostraron en un modelo de raton que el tratamiento con
Hsp70 incrementa el namero de linfocitos T que se infiltran en tumores de
pulmon. Sin embargo, estos investigadores también demostraron que las
células residuales de tumor son capaces de sintetizar B7-H1, molécula que
es capaz de ocasionar resistencia a Hsp70. En estudios posteriores se
observo que el bloqueo de la expresion de B7-H1 ocasiona rechazo total
del tumor (Geng et al., 2006).
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Por su parte, Menoret et al. observaron que vacunas de Hsp70 no
provocan sintomas de auto inmunidad, aunque encontraron la presencia de
IgD e IgM especificos a Hsp70 en bajas cantidades en ratones adultos
(Menoret et al., 2000).

Un experimento clave para la comprobacion de que gp96 es capaz de
combatir tumores establecidos fue realizado por Tamura et al., en 1997.
Dicho experimento consisti6 en inyectar gp96 extraido de células D122 en
los cojines de la pata de ratones C57BL/6 con carcinomas preestablecidos,
formados a partir de células 3LL (Lewis Lung). Las células 3LL provocan
tumores espontaneos no inmunogénicos en el sitio de inyeccion, mientras
las células D122 son una clona altamente metastatica de 3LL, la cual
establece metastasis en pulmon después de ser introducidas en la pata.

Este experimento mostro que:

— gp96 reduce notoriamente el nimero de metastasis presentes tras la

introduccion de células D122.

— Los ratones tratados con gp96 tumoral presentaron 10 veces menos

tumores metastaticos que los tratados con PBS.

— El ritmo de crecimiento del tumor primario y la eficacia de gp96 en el
abatimiento de tumores murinos disminuyen cuando las células CD4"
y CD8" son inactivadas por medio de anticuerpos especificos a estas

moléculas (Tamura et al., 1997).

En conjunto, estos resultados indican que gp96 requiere de células CD4" y

CDS8" en la fase efectora de la inmunidad.
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Tamura et al. realizaron un experimento de enfermedad residual en el cual
se dejo crecer el tumor hasta un tamano de cinco milimetros y se procedio
a remover la totalidad del tumor, dejando a los ratones sélo con micro
metastasis (Tamura et al., 1997). Bajo estas condiciones, se observo que
los ratones mueren a los 45 dias. Sin embargo, al administrar gp96 en un
esquema de dosificacion de una vez por semana, durante un mes se logro
que 80 por ciento de los ratones sobrevivieran hasta 250 dias después de

la cirugia de escision del tumor, sin lesiones detectables.

El experimento de Tamura et al. fue realizado después en diferentes
modelos celulares de cancer, en donde se utilizd6 gp96 autélogo en la
inmunizacion. Por medio de estos ensayos se comprob6 la eficacia de esta
proteina de choque térmico en melanoma (B16F10), carcinoma de células
fusiformes (6139), fibrosarcoma (MethA) y carcinoma de colon (CT26),
en los cuales se observo una reduccion de la tasa de crecimiento del tumor

primario y un incremento en la tasa de supervivencia.

En un experimento separado, inmunizaciones realizadas en ratones
adultos con gp96 extraido de tumores autdlogos no demostrd efectos
significativos de auto inmunidad. Sin embargo, si se detecto la existencia
de auto anticuerpos IgD contra gp96 en suero. Para confirmar la
formacion de anticuerpos contra gp96, se inmunizé a ratones adultos
sanos con esta proteina, lo cual no caus6é una respuesta humoral de IgD,
cambios de isotipo, toxicidad ni auto inmunidad patologica (Menoret et
al., 2000).

Los resultados obtenidos con vacunas de gp96 en pruebas preclinicas son

alentadores. Es por ello que la vacuna con esta Hsp unida a péptidos
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antigénicos extraidos de tumores ha pasado a fases clinicas para
carcinoma renal, melanoma, cancer gastrointestinal, pancreatico y linfoma
(Oki y Younes, 2004). En estas pruebas, la vacunacion de pacientes es
posterior a cirugias de escision de tumores y s6lo cinco por ciento de los
pacientes tratados con gp96 han presentado efectos secundarios, entre los
cuales se encuentran fiebre, dolor de cabeza, debilidad, piel erizada,

erupciones y dolor muscular.

6.5. Incremento del Potencial Inmunogénico
de Varias Hsp a Través de Modificacion
Genética

El potencial antimetastdsico e inmunoestimulante de las Hsp las hace
buenas candidatas para terapias anticancerigenas. Una de las estrategias
utilizadas consistié en crear proteinas de fusion, entre Hsp65 de origen
micobacterial y ovoalblimina o la nucleoproteina del virus de la influenza.
Ambas proteinas recombinantes originaron la presentacion de MHCI y la
activacion de CTL especificas (Suzue et al., 1997). En conjunto, estos
hallazgos indican que las Hsp recombinantes unidas a antigenos tumorales
y aplicadas de manera exdgena pueden promover la presentacion de los

antigenos tumorales en MHC e inducir una respuesta especifica de CTL.

En un experimento publicado en 2006, Li et al. reportaron que el antigeno
tumoral MUCI unido con la proteina Hsp65 extraida del Bacilo Calmette-
Guérin inhibe significativamente el crecimiento de tumores que expresan
MUCI al inducir la actividad especifica de CTL, mientras que Hsp65
provoca una respuesta inespecifica. MUCI, que es un antigeno tumoral

altamente inmunogénico, es capaz de desencadenar una respuesta inmune
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inespecifica. Ademas, la inmunizacion profilactica con Hsp65-MUCI1
induce la inhibicién de tumores implantados en forma subsecuente y

prolonga la vida de ratones que ya poseen un tumor (Li et al., 2006).

La estrategia de crear péptidos recombinantes que contengan a Hsp unido
a algun antigeno inmunogénico es altamente laboriosa y requiere de
estudios previos donde se identifiquen los antigenos tumorales que logran
desencadenar reacciones inmunes especificas. A pesar de estas limitantes,
dichas estrategias han abierto el camino a la creacion de otras especies de
Hsp quiméricas con un mayor potencial terapéutico, las cuales seran

discutidas al final de este capitulo.

6.5.1. Contacto de las Hsp con Células del Sis-
tema Inmune

Los experimentos descritos en los apartados anteriores sugieren que los
péptidos antigénicos de la célula son capaces de generar una respuesta
inmune, sin embargo, todavia existe el problema de explicar como es que
las Hsp unidas a péptido pueden salir del interior de la célula para entrar
en contacto con las APC, ya que son muy pocos los casos en los que las
Hsp estan presentes en la membrana de las células tumorales. En
diferentes estudios, se han utilizado proteinas recombinantes que son
capaces de acarrear antigenos a la membrana para facilitar su exposicion a

las células del sistema inmune y activar su respuesta.

Experimentos realizados en fibroblastos motiles han demostrado que
Hsp70 se puede relocalizar en el sitio de elongacion de la membrana

durante su migracion (Lathangue y Latchman, 1988). Sin embargo, el
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mecanismo de transporte de Hsp70 a la membrana no ha sido identificado

aun.

Una teoria es que el extremo carboxilo posee una serie de péptidos que le
permiten unirse al reticulo endopldsmico (motivo KDEL), donde las
proteinas de la membrana son empaquetadas para posteriormente ser
enviadas a la membrana. Aunque varios miembros de la familia de Hsp70
poseen esta serie de péptidos, la mayoria de las proteinas de esta familia
no poseen ninguna porcion que les permita transitar hasta la membrana.
No obstante, se ha observado que Hsp72 y Hsp73 no poseen el motivo
KDEL en el extremo carboxilo y aun asi son capaces de localizarse en la

membrana de la célula.

Hightower y Guidon realizaron varios experimentos para determinar si
inhibidores del transporte de proteinas a la membrana eran capaces de
disminuir la presencia de Hsp70 en la misma (Hightower y Guidon,
1989). En estos experimentos se utilizaron brefeldina A, monensina y
colchicina (Hightower y Guidon, 1989), el primero inhibidor del
transporte a través del reticulo endoplasmico y aparato de Golgi (Misumi
et al., 1986), y los dos segundos del sistema secretor de proteinas que
poseen péptidos sefial hidrofobicos. En forma inesperada, los resultados
obtenidos por Hightower y Guidon muestran que los inhibidores
utilizados no son capaces de modificar la localizacion de Hsp70 en la
membrana. Estos resultados parecen indicar que el transporte hacia la
membrana de Hsp70 se realiza de manera independiente al sistema de

transporte del Golgi.
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Se cree que Hsp70 puede ser transportada a la membrana por medio de los

mecanismos siguientes:

— Unida a un complejo proteinico de mayor tamafno. Varios miembros
de esta familia son capaces de unirse a vesiculas de clatrina y a
elementos del citoesqueleto (Ohtsuka et al., 1986), de manera que
ellos pudieran ser responsables del transporte de Hsp70 hacia la

membrana.

— Por medio de la afinidad que le confiere su porcion hidrofofica con los

acidos grasos de la membrana. (Hightower y Guidon, 1989).

— A través de su union a receptores de membrana, los cuales poseen un
sistema de trasporte propio. Se ha encontrado que la Hsp70 se une al
receptor de transferrina durante la maduracion de los reticulocitos
(Raulston et al., 1993). Asimismo, se ha involucrado a Hsp70 en la
endocitosis de Chlamydia trachomatis por células epiteliales

endometriales (Raulston et al., 1993).

— Mediante la alteracion de su sistema de transporte en células con
patologias. Se ha observado que la expresion de Hsp70 aumenta en la
membrana de algunas células infectadas con virus o bacterias y

células tumorales, pero no en células normales.

— A través de la disminucion del pH en la célula, ocasionada por
hipoxia, acidez o falta de nutrientes (Vaupel et al., 1989), lo cual
podria ocasionar un cambio conformacional en Hsp70 que la hiciera

mas afin a la membrana.
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La localizacion de Hsp70 en la membrana celular posiblemente permite
una mayor absorcién de granzima B que transita a través de Hsp70 de
manera independiente a la perforina (Gross et al., 2003), lo que
aumentaria la efectividad de las CTL (Dressel et al., 2000).

Otra manera de lograr la exposicion de las Hsp a las células del sistema
inmune es favoreciendo la necrosis, en la cual la célula lisada libera al
espacio extracelular su contenido, que incluye a las Hsp y los antigenos
que acarrean. En el desarrollo del cancer y en especial, en etapas de
progresion e invasion, la hipoxia y falta de nutrientes hace mas frecuente
la necrosis de las células, lo que a su vez ocasiona que las Hsp sean
expuestas al sistema inmune. Las Hsp lanzadas fuera de la célula durante
la necrosis atraen a las APC, principalmente a las células dendriticas, las
cuales secretan al medio sustancias pro-inflamatorias que desencadenan

una respuesta celular, por parte de CTL y NK.

En un estudio, realizado por Mortaz et al., se comprobd que el choque
térmico y el acido acetilsalicilico inducen la expresion y excrecion
selectiva de Hsp70 de las células cebadas murinas, mismas que estan
involucradas en la inmunidad mediada por IgE en reacciones alérgicas y
en la inmunidad celular innata. Cuando Hsp70 esta localizado en el
espacio extracelular, es capaz de activar a otras células cebadas para que
produzcan las citocinas TNF-a e IL-6, a través de la activacion de la
cascada de un receptor de tipo TLR (Mortaz et al., 2005).
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6.5.2. Creacion de Hsp70 y gp96 Membranal y
Secretado por Medio de Ingenieria
Genética

Para apoyar el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas, varios
investigadores han recurrido a la ingenieria genética para crear nuevas
Hsp que sean capaces de salir de células tumorales y asi entrar en contacto

con el sistema inmune.

Massa et al. crearon una proteina recombinante de Hsp70 y el dominio
constante de la cadena ligera kappa de la inmunoglobulina (Ck) murinas.
Esta proteina constituye una forma secretable de Hsp70 que es capaz de
interactuar con APC. Esta proteina fue transfectada a células COS-7,
donde se confirm6 que la proteina quimérica se encuentra en la via
secretora de las células. La Hsp70Ck puede ser internalizada, in vitro, por
las APC (Massa et al., 2004). Una vez obtenidos los datos anteriores, se
prosiguidé a evaluar la respuesta citolitica especifica en tumores que
secretan Hsp70Ck. La actividad citolitica aumenta significativamente
cuando las células cancerosas secretan Hsp70Cx. El cambio en la
expresion de Hsp de molécula citoplasmatica a molécula secretada no
afectd su capacidad de union a antigenos tumorales. Finalmente, la union
de APC con Hsp70Cxk provoca la presentacion de B7, que activa a los
linfocitos T (Massa et al., 2004).

Hauser et al. construyeron una vacuna de DNA que expresa una forma
secretable de Hsp70 compuesta por Hsp70 de origen micobacterial y la
proteina E7 del virus del papiloma humano (HPV), denominada HPV-E7-

Hsp70. Para ello, se construydo un gen conformado por el gen de la

85



proteina E7 fusionado al de Hsp70 y precedido por una secuencia lider.
Cuando los ratones son inmunizados con este gen, el DNA es tomado por
diversas células, las cuales empiezan a secretar a HPV-E7-Hsp70 y
estimulan, a través de su porcion de Hsp, a las DC. Esta vacuna también
estimula fuertemente a células CD8" y a los linfocitos B de manera
especifica. Este grupo de investigacion también demostré que esta vacuna
es eficaz tanto en la eliminacidon de tumores ocasionados por el HPV, asi

como de otros tumores establecidos en ratones (Hauser et al., 2004).

En el caso de gp96 se utilizd6 una estrategia diferente. Para poder
presentarla en la membrana de las células tumorales, se hizo una
modificacion en su estructura. En condiciones normales, gp96 es residente
del reticulo endoplasmico, debido a que posee el péptido sefial KDEL.
Para promover su presentacion en la membrana, dicho péptido fue
removido y en su lugar, se le afiadido el dominio transmembranal del
receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PGDF) (Zheng
et al., 2001). A través de clasificacion celular activada por fluorescencia,
se comprobd que la expresion de gp96 en la membrana de las células

MethA de fibrosarcoma y CT-26 de cancer de colon fue exitosa.

Cuando las células tumorales transfectadas con gp96 membranal se
expusieron a DC inmaduras fueron capaces de estimular su maduracion,
asi como la presentacion de las moléculas co-estimuladoras CD40, CD80
y CD86, y al MHC clase I y II. Las células dendriticas maduras secretaron
las citocinas pro-inflamatorias IL-12, IL-1f y la quimiocina MCP-1
(Zheng et al., 2001). Aunque este estudio no excluye la posibilidad de que

otras proteinas puedan estar involucradas con la activacion de las DC, si
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prueba que la expresion en la membrana de gp96 tiene una alta relacion

con el fendmeno observado.

En un experimento en el cual se inyectaron células MethA con gp96
membranal a ratones BALB/c se comprobo que se da un rechazo del
tumor por medio de linfocitos T. Lo mas importante, es que este
experimento también demostroé que cuando se inyectan células MethA con
gp96 mezcladas con células MethA sin alteraciones, ambos tipos celulares
son eliminados; y cuando se inocularon células MethA con gp96 en una
extremidad y MethA sin alterar, en la otra extremidad de un mismo ratén,

hubo rechazo de ambos tumores.

Debido a que gp96 es tan inmunogénico como Hsp70, Di Paolo et al.
exploraron la posibilidad de que gp96 secretado pudiera tener la misma
capacidad antitumoral de Hsp70Cx. Para ello, construyeron un virus
oncolitico cuya replicacion s6lo es viable en células tumorales, que
ademas contiene una forma secretable de gp96 (Di Paolo et al., 2006). La
lisis viral es una estrategia util en el combate de tumores, que se ha
utilizado con anterioridad empleando adenovirus modificados que carecen
del gen El, responsable hacer que la célula pase a la fase S del ciclo
celular, por lo que el virus queda condicionado a replicarse Unicamente
cuando las células se enscuentren en la fase M del ciclo celular. Se ha
observado que esta estrategia causa la regresion de tumores de manera
proporcional con el aumento en el titulo del virus en la sangre (Madara et
al., 2005). El estudio de Di Paolo et al. demuestra que una forma secretada
de gp96 tiene una fuerte actividad inmunoestimulatoria de los linfocitos T.

Sus resultados indican que la oncolisis viral y la expresion de gp96

87



mediada por adenovirus dependen del tipo de tumor y el mecanismo por

medio del cual las células tumorales mueren (Di Paolo et al., 2006).

En definitiva, la expresion de Hsp en la membrana y la creacion de una
forma secretada vencen el obstaculo de poner a las Hsp en contacto con
las células tumorales. Ademas, estos métodos son altamente especificos a
neoplasias por lo que se espera que su toxicidad sea baja. Aunque es
laborioso, estos métodos representan para el paciente la ventaja de tener la

opcidn de una terapia personalizada.
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7. Discusion
Las funciones de las Hsp en las células son importantes en:

—  El mantenimiento de la homeostasis celular. El rol regulador de las
Hsp esta relacionado de manera intrinseca a su estructura y su
habilidad para interactuar con sustratos polipeptidicos (Georgopoulos
y Welch, 1993), ya que en su funcion como chaperonas son las
encargadas de facilitar el transporte, plegamiento y ensamblaje de

polipéptidos (Concannon et al, 2003).

— La supervivencia de la célula durante el estrés celular. Las Hsp se
unen a proteinas desnaturalizadas, previenen el dafio de los ROS y
regulan el citoesqueleto de actina y la apoptosis (Nadeau et al., 1993),

facilitando la supervivencia de las células.

Mientras que estas caracteristicas brindan citoproteccion a células sanas,
en las neoplasicas contribuyen a la adquisicion de facultades como
evasion de la apoptosis, migracion y proliferacion acelerada (Concannon
et al., 2003; Vargas-Roig et al., 1998; Blackburn et al., 1997; Katoh et al.,
2000; Pratt y Toft, 2003; Ciocca et al., 1993; Spears y Barnes, 2003;
Blagosklonny et al., 1996).

Se ha observado que las Hsp también poseen la capacidad de activar a las
células del sistema inmune (De Leo y Srivastava, 1985; Heufelder et al.,
1992; Peetermans et al., 1993; Beagley et al., 1993; Suto y Srivastava,
1995; Asea et al.,, 2000; Bulut at al., 2002; Prohaszka y Fiist, 2004;

Lipsker et al., 2002). Como es bien sabido, el desencadenamiento de la
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respuesta inmune es complejo y altamente regulado. Para que los
linfocitos B y T inicien reacciones, es necesario que les sean
proporcionados péptidos antigénicos, sefiales de peligro (p.e. citocinas
pro-inflamatorias) y sefiales co-estimulatorias (p.e. B7). En la ausencia de
alguno de estos estimilos, la activacion de los linfocitos es incompleta y se

provoca anergia clonal.

La ventaja de las Hsp es que poseen la capacidad de ser acarreadoras de

antigeno y sefales de peligro al mismo tiempo, ya que poseen:

— La capacidad de acarrear antigenos tumorales e introducirlos a APC
para su procesamiento en MHC. Esta caracteristica de las Hsp esta
intrinsecamente relacionada a su ubicuidad y versatilidad de tamafio y
estructura, lo que les proporciona la capacidad de unirse de manera
virtual a todos los péptidos contenidos en el interior de las células

cancerosas (Freeman et al., 1995).

— Especificidad de union a receptores TLR, lo cual estimula la secrecion
de citocinas y moléculas co-estimuladoras (Friedland et al., 1993;
Peetermans et al., 1993; Suto y Srivastava, 1995; Ohashi et al., 2000).

En las células cancerosas existen pocas moléculas capaces de hacer
reaccionar al sistema inmune. Lo que distingue a las Hsp tumorales de las
provenientes de tejidos sanos, es el péptido contenido en su interior, lo
que significa que las Hsp no son inmunogénicas por si mismas (a menos
que sean provenientes de bacterias), sino en conjunto con los péptidos
antigénicos de su interior (Udono y Srivastava, 1993). De esto se deriva

una afirmacion importante:
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Las Hsp que se llegan a localizar en la membrana de células sanas no
generan respuesta inmune debido a la baja densidad a la que se

encuentran y que los péptidos de su interior no son inmunogénicos.

En muchos casos, el incremento en la produccion de Hsp se relaciona con
el estado neoplasico. Esto podria explicar el porque sélo cuando la célula
ha atravesado un proceso neoplasico, se aumenta de manera significativa
la presentacion de Hsp en su membrana, lo que llama la atencion del

sistema inmune.

A la fecha es claro que el mayor potencial terapéutico de las Hsp consiste
en utilizarlas como acarreadoras de péptidos antigénicos hasta las APC.
Las Hsp son capaces de ayudar a que los péptidos contenidos en su
interior sean presentados en MHC, lo cual ayuda a desencadenar una
respuesta especifica de las células T. Ademas, las Hsp pueden de generar

una respuesta inespecifica de células NK, macrofagos y DC.

Las vacunas que se componen de extractos tumorales que poseen la
fraccion de Hsp han demostrado buena eficacia tanto en el laboratorio
como en la clinica (Udono y Srivastava, 1993). En la busqueda de formas
de terapia personalizadas, estas vacunas parecen tener un buen futuro
como adyuvantes en el tratamiento de diferentes neoplasias. Sin embargo,
las limitantes que poseen todavia son mayores a los beneficios, ya que la
tarea de purificar Hsp de un tumor es laboriosa y tardada, y no hay

posibilidad de reabastecimiento sin la aparicion de nuevos tumores.

La alternativa, que es la creacion de proteinas que se componen de la

fusion entre péptidos tumorales y Hsp purificadas de bacterias, posee la
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restriccion de limitarse a la utilizacién de péptidos que se sabe son

antigenos tumorales (Udono et al., 2004).

Sin embargo, para aprovechar la inmunogenicidad de las Hsp, resulta
inconveniente esperar en forma pasiva a que ellas sean liberadas de la
célula por medio de procesos de necrosis o que sean presentadas en la
membrana de alguna célula tumoral. Es por ello que, con el proposito de
lograr una mejor exposicion a células del sistema inmune, se han

desarrollado estrategias que utilizan la ingenieria genética.

La modificacion en el contenido de Hsp en tumores a través de terapia
génica, preserva las ventajas ofrecidas por las vacunas con Hsp
purificadas de tumores, ya que permiten la presentacion de un amplio
espectro de péptidos antigénicos contenidos en el interior del tumor, al
sistema inmune con la ventaja de que se omite el proceso de purificacion
(Li et al., 2006). Para evitar la citoproteccion otorgada a través de la
transfeccion de Hsp por medio de terapias génicas, se han desarrollado
proteinas modificadas como gp96 secretado (Yamazaki et al., 1999;
Baker-LePain et al., 2002) y Hsp70 membranal (Chen et al., 2002) y
secretado (Massa et al., 2004), las cuales, al no residir en el reticulo
endoplasmico y citosol, respectivamente, pierden su actividad
antiapoptotica y son capaces de estimular al sistema inmune causando

rechazo del tumor.
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8.

~

Conclusiones

Las funciones de las Hsp son importantes para mantener la

homeostasis y supervivencia de la célula ante situaciones de estrés.

Las funciones de las Hsp relacionadas con la respuesta al estrés, entre
las cuales se encuentran la evasion de la apoptosis y la estabilizacion
del citoesqueleto, pueden ayudar a la supervivencia, migracion y
proliferacion de células cancerosas, promoviendo la progresion de

carcinomas.

En ciertos casos, la presencia de Hsp en biopsias de tejidos posee un
valor predictivo importante. Aunque por si mismas las Hsp no son
utiles en el diagnostico del cancer, sus niveles ayudan a determinar el
prondstico de diversos tipos de cancer, asi como su reaccion a los

tratamientos quimioterapéuticos de uso comun.

Dado que Hsp27 tiene un rol importante tanto en la inhibicién de la
apoptosis como en el desarrollo de varios tipos de cancer, es posible
que el desarrollo de inhibidores de Hsp27 sea una estrategia que tenga
resultados tan buenos como los obtenidos con inhibidores de Hsp90.
Esto podria constituir una buena alternativa como adyuvante de las
terapias antineoplasicas contra canceres de ovario, hepaticos, gastricos

y osteosarcomas, donde Hsp27 se encuentra sobreexpresado.

Cabe mencionar que aunque los inhibidores de Hsp90 han demostrado
buena eficacia en el combate de tumores, es necesario estudiar mas a

fondo los efectos negativosde la geldanamicina en células sanas, para
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confirmar que el uso de dicho fairmaco no interfiere en la capacidad de

las células sanas de responder en forma adecuada contra el estrés.

~ Ya sea que las Hsp estén localizadas en la membrana o sean
secretadas de las células tumorales, son buenos sefiuelos para que las
células del sistema inmune puedan identificar y montar una reaccion

en contra de neoplasias.

~ Las Hsp son excelentes activadoras del sistema inmune, por lo que
pueden ser un arma muy eficaz en el mejoramiento de las nuevas
inmunoterapias antineoplasicas, confiriendo mayor especificidad
hacia diversos tipos de céncer y contribuyendo a personalizar las

terapias de acuerdo al paciente.

Aunque las sHsp son las que se encuentran presentes de una manera
mas notoria en la reaccion ante el estrés, son las proteinas Hsp70 y
gp96 las que poseen las mejores posibilidades de ser blancos de
inmunoterapias en contra del ciancer. Vacunas con estas Hsp activan
tanto al sistema inmune adaptativo como innato, con posible
induccion de memoria, util en combatir el relapso de tumores o la

aparicion de metastasis.

Como en todas las terapias en desarrollo, es importante considerar
que estas vacunas se limitan a tumores pequeiios o en fases tempranas
de crecimiento, ya que el sistema inmune no es capaz de eliminar
masas tumorales muy grandes. Sin embargo, pueden ser muy utiles
en el combate de las micrometastasis, las responsables del surgimiento

de metastasis tras cirugias de escision de tumores.
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Apéndices

a) Abreviaturas

17AAG
2Me2
3LL
ADCC
APC
ATP
CAD
CML
CTL
DC
GM-CSF
gp96
HSE
Hsf
HSF
Hsp
HSR

LPS

17-alilamino-17-demetoxigeldanamicina

2-metoxiestradiol

Linea celular carcinoma de pulmén: Lewis Lung Carcinoma
Citdlisis dirigida por anticuerpos

Células presentadoras de antigeno

Adenosina trifosfato

DNAasa activada por caspasas

Linfolisis mediada por células

Linfocitos T citotoxicos

Células dendriticas

Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
Glucoproteina de peso molecular 96, perteneciente a las Hsp
Elemento de union a la proteina del factor de choque térmico
Factor de choque térmico

Proteina del factor de choque térmico

Proteinas de choque térmico

Respuesta al choque térmico

Lipopolisacarido
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LR
MG132
MHC
MM
MUC1
PS-341
sHsp
TATA
TCR
TLR

TSTA

Balsas lipidicas

Inhibidor del proteasoma

Complejo principal de histocompatibilidad
Mieloma multiple

Antigeno de mucina asociado al tumor
Inhibidor del proteasoma

Proteinas de choque térmico pequenas
Antigenos de transplante asociados al tumor
Receptor de los linfocitos T

Receptor de la familia Toll-like

Antigenos de transplante especificos del tumor
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b) Glosario

Adenocarcinoma

Neoplasia perteneciente a un grupo de tumores
epiteliales malignos que tienen su localizacion
en glandulas.

Adriamicina

Agente terapéutico de la familia de las
antraciclinas que tiene un efecto antitumor muy
significativo sobre leucemias, linfomas y
tumores solidos, tales como el cancer de mama
y sarcomas de partes blandas.

Alzheimer

Enfermedad neurodegenerativa que se
manifiesta como deterioro cognitivo y
trastornos conductuales. Se caracteriza en su
forma tipica por una pérdida progresiva de la
memoria y de otras capacidades mentales, a
medida que las neuronas mueren y diferentes
zonas del cerebro se atrofian.

Anergia Clonal

Ausencia de reaccion de los clones de linfocitos
B o T a un antigeno por ausencia de sefiales
adicionales (co-estimuladoras) necesarias para
su activacion funcional.

Apaf-1

Apoptotic peptidase activating factor. Proteina
que inicia la apoptosis después de unirse al
citocromo C y dATP, para formar el complejo
del apoptosoma. Este complejo libera a la
caspasa 9, lo cual inicia la apoptosis.

Astrocitoma

Tumor primario del cerebro compuesto por
astrocitos y caracterizado por un crecimiento
lento con formacién de quistes, invasion de las
estructuras secundantes y con frecuencia,
desarrollo de un glioblastoma de elevada
malignidad dentro de la masa tumoral.

Ataxia

Trastorno caracterizado por disminucion de la
capacidad de coordinar movimientos debido a
lesiones en la médula espinal o cerebelo que
pueden ser secuelas de infecciones o neoplasias.
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Autoélogo

Proveniente del mismo organismo.

Balsas Lipidicas

Son fragmentos o secciones de la capa lipidica
de la membrana en las cuales prevalecen
cadenas de acidos grasos saturados, las cuales
favorecen el empaquetamiento apretado de
dichas fracciones (las cuales parecieran flotar
entre el resto de la membrana fluida, de ahi el
nombre de balsas). Estos fragmentos estan
compuestos de esfingolipidos y colesterol que
usualmente se encuentran en la porcion
intracelular de la membrana. Se ha observado
que estos fragmentos son insolubles en
detergentes como el triton.

B7-H1 Miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas. Molécula expresada en
macrofagos que regula la activacion y
diferenciacion de los linfocitos T.

Bel-2 B-cell lymphoma 2. Proteina integral de la

membrana exterior de la mitocondria que
bloquea la apoptosis en algunas células, como
los linfocitos B. Su expresion constitutiva
parece ser la causa de cancer, como el linfoma
folicular.

Carcinoma celular
transicional

Cancer de vejiga.

CD40

Receptor presente en linfocitos B, macrofagos,
células dendriticas y células endoteliales que se
une a CDI154 e interviene en la activacion de
linfocitos B dependientes de células T,
macrofagos, células dendriticas y células
endoteliales.

CD83

Receptor de la super-familia de las Ig que esta
presente en células dendriticas, células de
Langerhans y linfocitos B de los centros
germinales, cuya funcion es desconocida.
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CD86

Receptor de la super-familia de las Ig que esta
presente en linfocitos B, células dendriticas, y
algunos linfocitos T, cuya funcién es co-
estimuladora en la activacion de linfocitos T.
Ademas es ligando de CD28 y CTLA-4.

CD91

Receptor presente en celulas descendientes del
linaje monocitico, hepatocitos, queratinocitos y
fibroblastos, que se une a complejos formados
por la proteina plasmatica alfa2-microglobulina
y provoca la endocitosis de los mismos. Se ha
propuesto que el rol de CD91 es el de librar al
plasma de sustancias de desecho, debido a que
es capaz de unirse al complejo de activacion e
inactivacion del plasmindégeno y al complejo
urocinasa PAIL.

Celastrol

Farmaco antiinflamatorio y antioxidante que
inhibe  la  produccion de  citocinas
proinflamatorias, e induce a la enzima o6xido
nitrico sintasa y la peroxidacion de lipidos.

Célula Fusiforme

Un tipo de neurona encontrada en la corteza
cerebral, caracterizada por su forma alargada en
los extremos que recuerdan la forma de huso.

Células de Reed-
Sternberg

Célula reticuloendotelial anormal, de gran
tamafio, que presenta un nucleo multiple y es
caracterisica de la enfermedad de Hodgkin. El
numero y proporcion de este tipo de células son
la base de la clasificacién histopatologica de
dicha enfermedad.

Choque térmico

Procedimiento por medio del cual las células se
exponen a 45°C por lapsos de cinco a 10
minutos para favorecer la induccion de
proteinas de choque térmico (Hsp).

Citocalasina D

Farmaco que altera el citoesqueleto.
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Creutzfeld-Jacob

Trastorno que involucra una disminucién rapida
de la funciéon mental y el movimiento. Se cree
que la causa de estas anomalias es un dafio
hecho al cerebro por priones.

Dexametasona

Farmaco corticosteroide antiinflamatorio
utilizado en el tratamiento de los sintomas
producidos por un brusco descenso de los
niveles de corticoides en el organismo, por
ejemplo en la enfermedad de Addison. También
es utlilizado en el tratamiento del cancer.

Doxorubicina

Antibidtico de la familia de las antraciclinas,
constitye uno de los agentes antitumorales mas
importantes. Su mecanismo de accion la
interaccion con el hierro contenido en el interior
de las células, lo que genera radicales libres que
se intercalan en el DNA e inhiben su sitesis y la
de RNA.

Enfermedad de
Chediak-Higashi

Trastorno hereditario del sistema inmunologico
que causa infeccion cronica, disminucion de la
pigmentacion en la piel y en los ojos,
enfermedad neurologica y muerte prematura.

Enfermedad de

Hodgkin

Transtorno  maligno  caracterizado  por
adenopatias no dolorosas en los ganglios
cervicales, esplenomegalia y células de Reed-
Sternberg.

Esclerosis Lateral
Amiotroéfica

Amyotrophic lateral sclerosis. Enfermedad
neurodegenerativa de las neuronas motoras
caracterizada por atrofia de los musculos que
inicia en las extremidades y se prolonga hasta
afectar la mayor parte del cuerpo.

Esclerosis
Muiltiple

Enfermedad autoinmune que afecta al sistema
nervioso central. Se desconoce la causa exacta,
pero se cree que se deriva de un dafio a la vaina
de mielina, material protector que rodea a las
células nerviosas.
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FACS

Clasificacion celular activada por fluorescencia.
Es una técnica que emplea la expresion de
varias proteinas de membrana para analizar
células. Usualmente se utiliza en conjunto con
la citometria de flujo, por medio de la cual se
separan las células de acuerdo a una etiqueta
flourescente con la que se incuban.

Granzima B

Enzima serina proteasa que se encuentra en los
granulos de los linfocitos T y células NK que se
libera por exocitosis y penetra en las células
diana a través de agujeros creados por las
perforinas. Esta enzima escinde
proteoliticamente a las caspasas, las cuales a su
vez inducen la apoptosis de las células diana.

Leucemia
mielégena cronica

Transtorno mieloproliferativo que se caracteriza
por la presencia del cromosoma filadelfia en las
células del sistema inmune.

Lewis Lung

Modelo celular de metastasis y angiogénesis,

Carcinoma aislado por primera vez de carcinoma epidermal
de pulmoén de raton.

LOX1 Lectin-like oxidized LDL receptor-1. Receptor
de la membrana celular que es responsable de la
endocitosis de lipoproteinas de baja densidad
que se encuentran oxidadas.

MD2 Molécula asociada a TLR4 requerida en Ia
sefalizacion ocasionada por LPS.

Metaplasma Transformacion o reemplazo de un tejido adulto

escamoso en otro de la misma clase a partir de una célula

indiferenciada o poco diferenciada, capaz de
multiplicarse. A partir de ella se generan células
con diferente diferenciacion.
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Mieloma multiple

Céncer caracterizado por crecimiento exagerado
y disfuncion de las células plasmaticas de la
médula 6sea. El crecimiento de estas células
plasmaticas interfiere con la produccion de
globulos rojos, gldbulos blancos y plaquetas, lo
cual causa anemia, susceptibilidad a infecciones
y aumento de la tendencia al sangrado.

MyD88

Proteina adaptadora derivada del mieloide, es
un integrante fundamental en la decision
intracelular de desviar la activaciéon de TLR2
hacia la ruta de muerte apoptotica. Se ha
demostrado que MyD88 se localiza en el
citoplasma de células apoptoticas.

Neuroblastoma

Tumor maligno constituido por ectodermo
derivdo de la placa neural embrionaria. Puede
originarse en cualquier parte del sistema
nervioso simpatico pero se da principalmente en
la médula adrenal de nifios pequeios.
Metastatiza de forma rapida afectando ganglios
linfaticos, higado, pulmones y hueso.

Oligonucledtidos
antisentido

Cadena corta de nucleétidos que se unen al
RNA mensajero y bloquean la expresion del gen
contenido en el RNA.

Parkinson

Transtorno neurologico degenerativo
lentamente progresivo que se caracteriza por
temblor en reposo, ausencia de expresion facial,
rigidez y debilidad muscular, entre otros. Por lo
general es resultado de encefalitis aguda o
intoxicacion con dioxido de carbono.
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P-glicoproteina

Transportador de membrana ligado al gen de
resistencia multiple (MDR1), expresado en
células tumorales y en tejidos como intestino,
higado, rindén, médula espinal, barrera
hematocefdlica y placentaria. Esta proteina
limita el acceso de drogas al cerebro,
interfieriendo en su farmacocinética. Es por ello
que se cree que es un mecanismo de defensa en
contra de sustancias que dafian el cerebro.

Presentacion
cruzada de
antigenos

Se refiere a una via alterna de presentacion de
antigenos exodgenos en donde la rotura de la
integridad de la membrana del un fagosoma trae
como consecuencia que las  proteinas
parcialmente fraccionadas escapen al citosol y
sean degradadas y montadas en la proteina
TAP, componente la cascada de formacion del
MHC clase 1.

Psoriasis

Desorden inflamatorio cronico mediado por
linfocitos T en la piel. Enfermedad cutanea
comun y cronica caracterizada por piel
enrojecida, inflamada y cubierta por escamas de
color plateado. Las lesiones o placas psoriaticas
se pueden presentar en cualquier parte de la
piel, pero son mas comunes en brazos, piernas,
tronco, cabeza y especialmente en codos y
rodillas.

Sarcoma de
Kaposi

Neoplasia maligna y multifocal de células
reticuloendoteliales que comienza como
postulas en la piel y que posteriormente forma
metastasis en los ganglios linfaticos y visceras.

SEK

Cinasa que posee actividad similar a MAPKK.
SEK-1 puede activar a JNK-1 en la cascada de
senalizacion de Hog en levaduras.

Valcade

Farmaco antineoplasico utilizado en el
tratamiento del mieloma multiple.
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