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RESUMEN

Cuando un organismo se encuentra en un medio ambiente que le causa un
estrés sufre un dafio celular por lo que necesita ser reparado. Las sustancias que
se han identificado como indicadoras de esta reconstruccion celular son las
proteinas del estrés descubiertas en el Choque térmico. La llamada respuesta al
Choque térmico es un mecanismo adaptativo compartido por practicamente todos
los seres vivos, consiste en el aumento rapido de la sintesis de una serie de
proteinas (denominadas proteinas HSP, iniciales del inglés Heat Shock Proteins)
ante la elevacion brusca de la temperatura por encima de la 6ptima. Ahora se
sabe que las HSP se inducen ante otras agresiones o estrés ambientales como:
presencia de etanol u otros solventes organicos en el medio, o dafio al ADN. Estas
proteinas se liberan hasta 2h después de la agresion al organismo. Las HSP
protegen a las células del dafio que les causaria una posterior elevacion adicional
de la temperatura. Este sistema constituye un mecanismo adaptativo de
proteccidon que, una vez que detecta incrementos de temperatura, prepara al
organismo para soportar periodos relativamente largos a temperaturas por encima
de la optima de crecimiento a lo cual se denomina Termotolerancia que es la
capacidad de resistencia de las células a una temperatura letal. La mayor parte de
las HSP se expresan a niveles basales durante el crecimiento normal. Tras la
agresion ambiental, aumentan y luego vuelven lentamente al nivel normal aun
cuando la temperatura siga alta. Muchas proteinas son incapaces de alcanzar su
conformacién nativa por lo que las HSP son proteinas celadoras que intervienen
en el plegamiento adecuado de estas proteinas. Las HSP se consideran entre las
proteinas mas conservadas y abundantes presentes en la naturaleza. Estas
proteinas han generado un mayor interés desde que fueron descritas como
antigenos dominantes de microorganismos infecciosos. El reconocimiento del
sistema inmune hacia las HSP del patégeno sirve como una primera linea de
defensa al tiempo que es la forma por la que se puede desencadenar un proceso
autoinmune como consecuencia de la aparicion de una reactividad cruzada con
las HSP propias. Como una consecuencia de su funcién chaperona, las HSP se
encuentran asociadas a un amplio espectro de péptidos derivados de las células
de las que estas proteinas se aislan. Por ello, los complejos HSP-péptidos se
comportan como antigenos especificos de tumores. El tratamiento de choque
térmico en los frutos como tecnologia de almacenamiento logran la activacion de
las proteinas de choque térmico HSP17 y HSP70 para inhibir el dafio por frio al
exponer a productos hortofruticolas a temperaturas bajas para retardar el proceso
de maduraciéon en el tiempo que dura el proceso de exportacion. El objetivo de
esta investigacion es conocer la funcion, estructura, mecanismo y aplicacion de las
Proteinas del Choque Térmico.

Palabras Clave: HSP, Choque Térmico, Dafio por frio.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

El establecimiento de los pliegues de una molécula de proteina en una
estructura terciaria es algo complicado que se ha estudiado por muchos afios. La
proteina no se forma toda de una vez, en algunas células toma varios minutos
desde el comienzo de la sintesis hasta que adquiere la conformacién nativa. Este
proceso es complejo por lo cual la célula con el fin de asegurar la produccion de
moléculas de buena calidad utiliza un grupo de proteinas llamadas chaperonas
moleculares, que ayudan a prevenir el plegamiento inapropiado que conduce a
desérdenes metabdlicos. Algunas chaperonas se unen a proteinas en formacion y
las protege de las interacciones con otras hasta que la nueva molécula adquiere
su estructura correcta. Otras, participan en la conformacién de una molécula
proteica especifica.

Las chaperonas moleculares son conocidas como proteinas de choque
térmico (HSP, del inglés Heat Shock Proteins) son la respuesta que se
desencadena ante cambios bruscos de temperatura. Las HSP son un conjunto de
proteinas que producen las células tanto de organismos unicelulares como
pluricelulares (36), cuando se encuentran en un medio ambiente que le provoca
cualquier tipo de estrés.

Este nuevo grupo de moléculas han venido adquiriendo en los ultimos cinco
afos especial interés por las implicaciones que tienen en una gama de
mecanismos biolégicos como el control de la respuesta inmunitaria, la
patogenecidad de varios microorganismos y las relaciones huésped-paciente en
los procesos infecciosos. Su estudio esta explicando importantes mecanismos
metabdlicos y abriendo las puertas para el desarrollo de nuevos métodos de
diagndstico y tratamiento en procesos infecciosos, malignos e isquémicos.

La produccion de estas proteinas, presentes en pequenas cantidades en
todas las células, se incrementan al aumentar la temperatura u otros factores
ambientales, por lo cual el nombre adecuado deberia ser “proteinas de respuesta
al estrés” (39). No obstante, en la literatura cientifica predomina la denominacién
de proteinas del choque térmico. Si se producen con demasiada frecuencia o
durante tiempo prolongado, se les conoce por causar cancer.

Los productos hortofruticolas como: aguacate, guayaba, calabacita, mango,
jitomate, chirimoya, entre otros, sufren de dafo por frio durante el almacenamiento
y transporte al ser expuestos a bajas temperaturas de 0-15°C causando
alteraciones fisioldgicas. Una alternativa para reducir el dafio por frio es la
exposicion de frutos y cultivos horticolas a tratamientos térmicos. EI Choque
térmico en frutos tiene como consecuencia la termotolerancia. La respuesta al
choque térmico se encuentra ligada a otros tipos de estrés, ya que produce
proteccion contra deshidratacion, dafio por frio y congelamiento, metales pesados
y estrés oxidativo en células de plantas, los frutos tratados con choque térmico no

1
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sufren dafio por frio mientras que los frutos no tratados sufren dafio por frio en el
63% en comparacion con los frutos tratados.

El choque térmico se da en dos fases: Induccion de las Proteinas de
Choque Térmico que consiste en la exposicion del fruto a tratamientos a
temperaturas de 38-40°C por un tiempo de 30-240 minutos, induce la expresion de
los genes hsp17 y hsp70, responsables de codificar para las HSP17 y HSP70 (48).
En la segunda fase se expone el fruto a temperaturas de 50°C para reducir la
carga microbiana en el fruto.

El tratamiento de choque térmico en los frutos como tecnologia de
almacenamiento logran la activacion de las proteinas de choque térmico HSP17 y
HSP70 e inhiben el dafo por frio al exponer a productos hortofruticolas a
temperaturas bajas para retardar el proceso de maduracion en el tiempo que dura
el proceso de exportacion (48).

Si estudiamos la historia del desarrollo cientifico encontraremos que en
muchas ocasiones el hallazgo de determinada proteina o fendmeno metabdlico
parece abrir la puerta para aclarar multiples fenébmenos para los cuales no habia
una clara explicacion (39). Con el correr del tiempo, el entusiasmo se sedimenta, y
se encuentra que no todo era explicable por ese nuevo hallazgo, pero algo o
mucho se avanza en el conocimiento. Es posible que se quieran explicar muchos
fendmenos por medio de la accién de las HSP y que al final no todo resulte
positivo, pero lo que si esta claro es que estamos en una nueva época del
conocimiento cientifico en el cual estas moléculas nos mantendran ocupados por
varios anos.

ALONDRA FUENTES LOPEZ
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CAPITULO2
HISTORIA Y DEFINICION DE LAS PROTEINAS DE CHOQUE
TERMICO

Muchas proteinas son incapaces por si solas de alcanzar su conformacion
nativa. Las Chaperoninas son unos complejos proteicos que facilitan el
plegamiento adecuado de aquéllas. "La conformacion nativa de una proteina esta
determinada por su secuencia aminoacidica y la totalidad de sus interacciones
atémicas entre estos" (56). En esta afirmacion queda enunciada una de las
hipotesis que mas interés ha suscitado en el campo de la biologia molecular en los
ultimos treinta afos, la relativa al plegamiento de las proteinas. El principio de
autoplegamiento de las proteinas descrito por el equipo de Christian Anfinsen (1),
y los experimentos subsiguientes que demostraron su validez, provocaron una
revolucion en biologia molecular y crearon el nuevo campo que ha dado en
llamarse “El plegamiento de proteinas” (30).

De acuerdo con esa hipotesis, en 1953 por Christian Anfinsen propuso que
la informacién requerida para que una cadena de aminoacidos se pliegue se
encuentra en la propia secuencia (1). Desde los anos veinte, el progreso de la
quimica permiti6 caracterizar las proteinas como estructuras homogéneas.
Ademas de su gran tamafo, en comparacion con los lipidos o los azucares, las
proteinas presentan una notable complejidad.

En 1953 Frederick Sanger determind la estructura primaria de la insulina
(56). Posteriormente se lograron las primeras sintesis de péptidos de interés
bioldégico, como lo son las hormonas oxitocina y vasopresina. Se realizaron
también las primeras hipdtesis sobre los tipos de estructuras que las proteinas
pueden adoptar en solucién (hélice o, lamina B y otras). Se di6 un paso mas y se
vinculé la estructura con la funcion.

Anfinsen sugeria en 1963 (1) que "otra molécula (por ejemplo un
anticuerpo, otra proteina o incluso la misma proteina) pudiera influir en el proceso
de plegamiento mediante reacciones intermoleculares". Se comprob6é muy pronto
que no basta el proceso de autoplegamiento para garantizar el plegamiento de las
proteinas “in vivo”. El plegamiento no es en muchas ocasiones espontaneo, sino
que requiere de la interaccidbn con proteinas ya existentes y de consumo de
energia (ATP) (56). A esas acompafiantes moleculares se les llamo "chaperonas
moleculares".

El término "estrés" lo utilizd por primera vez el fisiblogo canadiense
Hans Selye en 1936 (31) para referirse a la reaccidon de un organismo como
respuesta a una situacion que exige una reaccion inmediata, y no a la presion o a
la tension experimentada en ese trance.

ALONDRA FUENTES LOPEZ
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El organismo no se recupera inmediatamente una vez que ha cesado el
factor que causa el estrés, con este estimulo, el organismo sufre un dafo celular.
Se ha identificado la produccién de proteinas conocidas como proteinas del estrés
las cuales sirven como indicadoras de la reconstruccion celular, estas fueron
descubiertas en el choque térmico (31).

Este nuevo grupo de proteinas conocidas inicialmente como Proteinas de
Choque Térmico fueron descubiertas accidentalmente por F.M. Ritossa en 1962
(36) quien las observé en células de las glandulas salivales de la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster. El cromosoma presentaba engrosamientos en diferentes
lugares del ADN pocos minutos después de ser sometidas a incrementos en la
temperatura ambiental, (36). Estos abultamientos del ADN correspondian a la
amplificacion de genes que codificaban proteinas que fueron posteriormente
identificadas por A. Tissiéres como proteinas del choque térmico, que tenian
entre ellas distinto peso molecular, entre las que sobresalia una de 70 kDa
conocida como HSP70 (39).

El término Chaperona molecular acufiado por Ronald Laskey en 1978 (56)
para describir las propiedades de la nucleoplasmina, una proteina nuclear, que
interviene en el ensamblaje de los nucleosomas a partir de ADN y de histonas. La
nucleoplasmina, es una proteina fuertemente acida que se une transitoriamente a
las histonas, con lo que reduce su carga positiva e inhibe la tendencia de éstas a
agregarse inespecificamente con el ADN. La nucleoplasmina dotada de carga
negativa, no proporciona informacién espacial a las histonas para que se plieguen
adecuadamente, ni es un componente estructural de los nucleosomas, pero su
interaccion con las histonas permite que las propiedades de autoplegamiento de
éstas predominen sobre la tendencia a unirse al ADN en razén de sus cargas
opuestas. La accidon de la nucleoplasmina es fugaz, y no genera ni rompe enlaces
covalentes (56).

Las chaperonas moleculares son proteinas que se unen y estabilizan las
conformaciones inestables de otras proteinas. Mediante las uniones y las
liberaciones controladas, pueden facilitar la conformacion nativa de las proteinas o
el ensamblaje entre éstas para crear oligdmeros (56). La familia de las chaperonas
estd formada por numerosas proteinas de distinta secuencia y diverso peso
molecular, como por ejemplo, las chaperoninas que desempefan un papel activo
en el plegamiento de proteinas.

Sean Hemmingsen en 1986 (56) designé como Chaperonina a una familia
de proteinas que comparten homologia en su secuencia aminoacidica y actuan
como chaperonas en cloroplastos, mitocondrias y bacterias. Su peso molecular
esta en torno a los 60 kDa.

La primera chaperonina descrita como tal (56), fue la proteina que se une a

la ribulosa bifosfato carboxilasa, RBP (Rubisco binding protein). La enzima
Rubisco se encarga de asimilar a partir de COz2, el carbono en los cloroplastos.

ALONDRA FUENTES LOPEZ
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El grupo de John Ellis (8) de la Universidad de Warwick, descubrié que la
subunidad grande de la Rubisco tiende a formar agregados insolubles cuando se
aisla. Ademas Ellis y su equipo (9) encontraron una proteina que se une a la
Rubisco e impide su agregacion, la RBP de 60 kDa, que no guarda ninguna
homologia con la nucleoplasmina; lo que hizo pensar que las dos proteinas
constituian casos diferentes e ideados “ad doc” por la naturaleza para tratar con
proteinas oligoméricas (histonas y Rubisco), cuyo plegamiento podria presentar
dificultades (10).

Hugh Pelham en 1986 (56) en el Laboratorio de Biologia Molecular de
Cambridge lanzé la hipétesis de que RBP, la nucleoplasmina y otras proteinas
asociadas tanto a estados de choque térmico como de aumento de temperatura
celular (HSP, Heat Shock Proteins) actuarian como chaperonas moleculares;
ademas sugirié que el mecanismo de plegamiento podria ser un fendmeno comun
en la naturaleza. Dicha hipoétesis fue corroborada por las técnicas de comparacion
de secuencias (56).

La proteina ribulosa bifosfato carboxilasa (RBP) presenta una homologia
del 50% con la secuencia de GroEL (56), la cual es una proteina de
E.coli indispensable en la morfogénesis de ciertos bacteriéfagos. El
descubrimiento de la homologia entre RBP y GroEL provoc6é otros muchos
ensayos parecidos a los que Anfinsen (1) realizé tres décadas antes, tales como,
la renaturalizacion de proteinas en presencia de GroEL después de haber sido
desnaturalizadas con urea.

Este tipo de experimentos mostré que para un gran numero de proteinas, la
presencia de GroEL, por lo menos acelera su proceso de plegamiento o en el caso
extremo resulta imprescindible para el plegamiento de la proteina (56).

Al mismo tiempo que se descubria la homologia entre Rubisco y GroEL, se
observd que los anticuerpos generados contra GroEL reaccionan también contra
una serie de proteinas de choque térmico y de peso molecular cercano a las
60 kDa que se encuentran tanto en mitocondrias de plantas, como en levaduras y
células animales (56). Estas proteinas también intervienen en el plegamiento de
proteinas importadas del citosol y presentan una estrecha homologia de secuencia
con RBP y GroEL.

Las chaperoninas ayudan al plegamiento de proteinas tanto en situaciones
normales como en condiciones de estrés (56). Ese fenémeno contrasta con la
tendencia observada en otras proteinas celulares para desnaturalizarse. De esté
modo adquirié un significado mas amplio la funcion de las acompafantes
moleculares.

No todas las proteinas de estrés térmico son chaperoninas ni todas las
chaperoninas son proteinas de estrés térmico; asi, mientras GroEL ve aumentada
su expresion cuando E.coli sufre un choque térmico, las chaperoninas
cloroplasticas no se activan con el calor.

ALONDRA FUENTES LOPEZ
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Las HSP son un conjunto de proteinas que producen las células tanto de
organismos unicelulares como pluricelulares (36), cuando se encuentran en un
medio ambiente que le provoca cualquier tipo de estrés.

Debido a que las HSP aumentan en cualquier situacion estresante para un
organismo, es decir, en cualquier condicion que supera las fluctuaciones normales
de las funciones del organismo (homeostasis), el nombre adecuado deberia ser el
de proteinas de respuesta al estrés (57). Sin embargo, en la literatura cientifica
predomina la denominacién de proteinas del choque térmico (36). Estas proteinas
no se liberan en grandes cantidades y es hasta que han pasado por lo menos dos
horas después de la agresion al organismo (31). Las HSP son unas proteinas que
se encuentran muy conservadas en la historia evolutiva de todos los seres vivos,
puesto que aparecen con funcion y estructura muy similar en archaea, bacterias,
levaduras, plantas y animales (36).

La producciéon o expresion de las HSP (39), esta presente en pequefias
cantidades en todas las células libres de estrés, aunque no se conoce su funcidon
bioldégica en el estado normal el aumento de su produccién puede deberse a
diversos factores de estrés (51) como:

e Aumento de temperatura: Un incremento de 5 grados de la
temperatura normal de la célula, desencadena una rapida sintesis de
proteinas de choque térmico, llegando a ser en corto tiempo entre el
15y el 25% del total de las proteinas celulares.

e Disminucion de temperatura.

e Cambios en la presion osmética.

Presencia de sustancias tdxicas tales como toxinas; estas utilizadas

en quimioterapia, drogas, alcohol, etc.

Ambiente con pH extremos.

Presencia de metales pesados.

Traumatismos.

Isquemia.

Radiaciones ionizantes.

Las HSP regulan procesos celulares que van desde el plegamiento de
proteinas hasta la prevencion de la muerte celular programada (53). Los datos han
puesto de manifiesto que el choque térmico no es mas que un tipo de estrés entre
otros muchos que hacen que las HSP se sobreexpresen en la célula. El
incremento en la produccion de HSP constituye un mecanismo de defensa celular
propio de todo organismo unicelular o pluricelular (36). Por ejemplo, las bacterias
que presentan mutaciones en los genes que las codifican presentaran defecto en
el ADN y por ende en la sintesis del RNA, tendran dificultades para completar el
ciclo normal de reproduccidén o seran incapaces de degradar adecuadamente las
proteinas (57). Por otra parte, mueren mas facilmente con los cambios de
temperatura o el efecto de cualquier factor ambiental estresante, por su
imposibilidad de producir estas proteinas.

ALONDRA FUENTES LOPEZ
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~ CAPITULO 3
CLASIFICACION Y ESTRUCTURA DE LAS HSP

En muchas ocasiones, las proteinas requieren la ayuda de otras proteinas
que se han denominado chaperonas o acompafantes moleculares (36). El nUmero
de proteinas que se incluye dentro de la familia de las chaperonas es enorme y
aumenta dia a dia como se muestra en la Tabla 1. Las HSP se han clasificado en
cuatro familias denominadas: HSP90, HSP70, HSP60 y HSPs de acuerdo a su
estructura, secuencia de aminoacidos, peso molecular y su grado de homologia
(51).

Las chaperonas moleculares son un amplio grupo de proteinas involucrado
en procesos de asistencia en el plegamiento de otras proteinas. Incluida en las
chaperonas moleculares hay una familia, la de las chaperoninas o chaperonas
moleculares, de peso molecular cercano a 60 kDa (hsp60), que son quizas las
mejor caracterizadas (30). Se conocen dos tipos de chaperoninas, el Grupo I de
origen procariota y pertenecientes a organelos citoplasmaticos y el grupo II
provenientes de arqueobacterias y presentes en el citosol de eucariotas.

Tabla No.1 Clasificacion de la Chaperoninas moleculares, parcial y provisional.

Diferentes sistemas de chaperonas moleculares

100 CloA Tolerancia frente a Hsp 104 Tolerancia frente aCitosoI
P estrés térmico P estrés térmico
Se wune a proteinas
Se une a proteinas desnaturalizadas, las .
= e desnaturalizadas P pliega o las lleva a su Clioza]
compartimiento
70 DnaK Se une a proteinas SSA1-4 Se unen a proteinas Citosol
recién sintetizadas recién sintetizadas
SSB1, 2 Se unen a polisomas
SSCA1 _Se Une s alproteinas Mitocondria
importadas
Se une a S .
intermediarios de S€ une 4 'protemas . .
60 GroEL Hsp60 importadas. Asiste en el Mitocondria

plegamiento. Asiste en

el plegamiento BEEETIEND

Asiste en el plegamiento

Gy de actina y tubulina

Citosol

Se une a proteinas Interacciona con Hsp70
40 DnaJ desnaturalizadas. MDE1 SSCA P Mitocondria

Interacciona con DnaK
20-25 GrpE Interacciona con DnaK MGE1

Asiste a GroEL en su Asiste a Hsp60 en su

1 CelEs actividad plegadora Fepild actividad plegadora

Mitocondria
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Muchas de estas proteinas, aunque no todas, son proteinas de choque
térmico. Cumplen funciones muy dispares. Ambos tipos de chaperoninas
comparten una arquitectura muy parecida pero poseen importantes diferencias en
el mecanismo de funcionamiento (39), en los cambios estructurales que se
producen durante aquél y en las proteinas a las que asisten en su plegamiento.

Anfinsen y colaboradores (30) demostraron que la informacién necesaria
para que una proteina alcance su conformacién nativa se encuentra en su propia
secuencia. Ahora se conoce que las proteinas no pueden alcanzar su
conformacion funcional por si mismas debido a una serie de factores (Figura 1).
Un factor importante es la alta concentracion de macromoléculas existente en la
célula (200-400 mg/ml), alejada de las condiciones usadas in vitro, y que produce
interacciones no deseadas entre las proteinas que estan siendo sintetizadas. Otro
problema que se enfrenta la célula son situaciones de estrés ya sea térmico,
salino etc., que produce la desnaturalizacidén de ciertas proteinas sensibles a estos
estados. Finalmente, las proteinas sintetizadas deben de conservar una
conformacién desplegada para poder atravesar las membranas de ciertos
organelos en los que van a actuar.

MEMBRANAS DE ORGANULOS

PROTEINA
RIBOSOMAS ’ NATIVA
V. a = DSy voRe. TIRRRTTRTR AR ESTRES \l’
" __-POLIPEPTIDO J( @ 2
DY \ - PROTEINA
CHAPERONAS ‘& L DESNATURALIZADA

———

i
R
ek

PROTEINA
PLEGADA

CHAPERONINAS

r ATP+COFACTORES

ENSAMBLAJE DE OLIGOMEROS PROTEINA

e PLEGADA
Figura 1. Papel de las chaperoninas en la célula. El papel de las chaperoninas en el plegamiento
de proteinas es multiple. Chaperonas de diversos tipos se unen a los polipéptidos recién
sintetizados en los ribosomas (arriba a la izquierda), a proteinas que atraviesan las membranas de
diversos organelos (arriba en el centro) o a proteinas que se han desnaturalizado debido a
cualquier tipo de estrés (arriba a la derecha). Esta unién tiene en un nimero elevado de casos un
papel de proteccién para evitar que las proteinas alcancen un estado de agregacion irreversible.
Las chaperonas en general pueden tener un papel activo en el plegamiento de las proteinas,
aunque en la mayor parte de los casos parecen transportar los polipéptidos desnaturalizados hasta
las chaperoninas, donde son plegados (56).
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Todas las chaperoninas conocidas hasta la fecha son oligoméricas y
comparten una estructura similar: un cilindro compuesto por uno o dos anillos
dispuestos espalda contra espalda (Figura 2).

Coproaxl—1L, Frraomntal

vl . —Cornitis
T.ateral

LI, [.ateral

(mroRl - (rollES
T.atermasl

Figura 2. Microscopia electronica de GroEL. Imagen tomada de un campo de microscopia
electrénica de una muestra en la que se ha incubado las chaperoninas GroEL y GroES en
presencia de ATP. GroEL es un oligbmero formado por 14 subunidades de una sola proteina,
dispuestas en dos anillos heptaméricos y con una estructura cilindrica. En el microscopio
electrénico GroEL muestra dos tipos de vistas. En una de ellas, la llamada frontal, GroEL tiene la
forma de una rosquilla con una cavidad en el centro de la particula. En la otra vista, denominada
lateral, se observa en la particula cuatro bandas o estrias, de las cuales cada dos corresponde a
uno de los dos anillos del oligbmero. La vista frontal y lateral de GroEL corresponde al cilindro
dispuesto de manera vertical y horizontal, respectivamente, sobre la rejilla del microscopio
electronico. GroES es un pequefio heptamero, apenas visible por si solo en el microscopio
electrénico, pero detectable cuando esta unido a GroEL. En presencia de nucleétidos de adenina,
GroES se une al extremo de uno de los anillos de GroEL en forma de caperuza, tapando de esta
manera la cavidad que cada anillo posee. Este complejo GroEL-GroES se denomina asimétrico y
tiene la forma de una bala. En condiciones fisiolégicas y en presencia de ATP, un oligémero de
GroES se une a cada uno de los anillos de GroEL, y da lugar a lo que se ha denominado un
complejo GroEL-GroES simétrico, que tiene forma de balén de rugby. Tanto los complejos
asimétricos como los simétricos forman parte del ciclo de plegamiento de GroEL (30).

Cada anillo encierra una cavidad, que es el lugar donde se produce el
plegamiento de las proteinas (44). Esta arquitectura es comun a todas las
chaperoninas, que sélo difieren entre si en el numero de subunidades, iguales o
diferentes, de las que se compone cada anillo.
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3.1 Las Chaperoninas de Grupo I

Las chaperoninas del Grupo I son las mas conocidas y estudiadas hasta la
fecha, las cuales se encuentran en eubacterias y organelos de organismos
eucariéticos como las mitocondrias y cloroplastos como se muestra en la Tabla 2.

Tabla No.2 Clasificacion de las Chaperoninas del Grupo I (56).
Clasificacion de las chaperoninas

Grupo I

- -
GroEL Eubacterias Plasma 0% proteinas __— ho 7 1 GroES
sintetizadas

Proteinas

mt-cpn60 Eucariotas Mitocondria mitocondriales 50% Débil 7 1 mt-cpn10
importadas

RBP Plantas  Cloroplasto Suounidades a0 papy 7 2 ch-cpni0

de la rubisco

Todas las chaperoninas de este grupo tienen una estructura muy parecida,
un cilindro constituido por uno o dos anillos heptaméricos (30) (Figura 3). Las
chaperoninas de eubacterias y de organelos eucarioticos dibujan tetradecameros
compuestos por una o dos subunidades distintas, mientras que las chaperoninas
de arqueobacterias y del citosol eucariota forman hexadecameros u
octadecameros que constan de una hasta ocho subunidades distintas (56).

La proteina mas estudiada dentro de esta familia es GroEL de
Escherichia coli. GroEL es una proteina esencial para la viabilidad de la bacteria,
experimentos bioquimicos han mostrado que al menos el 10 % de las proteinas
celulares interaccionan con esta chaperonina (30). GroEL es abundante en todas
las etapas de la vida de E.coli y en la mayoria de las bacterias (44).

GroEL y demas chaperoninas de esté grupo actuan en coordinacién con
una chaperonina de bajo peso molecular en torno a los 10 kDa a la que se unen
en presencia de ATP para formar un complejo estable. Estas proteinas se llaman
cochaperoninas, denominandose GroES a la cochaperonina de GroEL (56).
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GroEL GroEL GroEL-GroES
Vista Frontal Vista Lateral Vista Lateral

GroEL-ATP GroEL-GroES
Vista Lateral Vista Lateral

Figura 3. Imagenes medias de GroEL, GroEL-ES y GroEL -ES2. Del promediado de cientos de
particulas como las mostradas en la Figura 2 se puede obtener imagenes medias de las distintas
conformeros de GroEL que se pueden obtener durante su ciclo funcional. La adicién de ATP
induce un cambio conformacional en los dominios apicales de GroEL que se pueden observar en la
figura D (apertura de la cavidad), especialmente cuando se la compara con la misma molécula en
ausencia de nucleétido (Figura B). La union de ATP a uno o a los dos anillos permite la union de
GroES a éstos, formando los complejos asimétricos (Figura C) o simétricos (Figura E) que se
observan en la Figura 2. (30)

GroEL se identificé genéticamente cuando se observo que es indispensable
para la morfogénesis de bacteri6fagos como A, concretamente para la formacién
de una subestructura viral, el conector, que une la cabeza con la cola del fago
(30). Sin embargo, durante varios anos se estudio la interaccion de GroEL con el
mecanismo de morfogénesis viral y no su funcién propia en la bacteria. Cuando se
descubri6 su homologia con otras proteinas de similar peso molecular e
involucradas en mecanismos de defensa relacionados con el choque térmico,
(Hsp60, proteinas de choque térmico de 60 kDa), GroEL comenzd a ser utilizada
por un gran numero de laboratorios para caracterizar los mecanismos de
asistencia en el plegamiento de proteinas (30). Los experimentos que se
realizaron para probar su funcion son ahora clasicos. A la manera de los ensayos
de Anfinsen, las proteinas a renaturalizar son desnaturalizadas con agentes
caotrépicos e incubadas posteriormente en un amortiguador que incluye GroEL vy
que ademas sirve para diluir el agente desnaturalizante (30).

Una vez realizada la incubacion con la chaperonina, se ensaya la actividad
funcional de la proteina para comprobar el grado de renaturalizacién alcanzada.
Este grupo de ensayo mostré que un gran numero de proteinas, de las cuales no
todas pertenecen a E.coli son capaces de ser replegadas por GroEL (30).
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En la mayor parte de los casos se requiere el concurso de dos cofactores:
El primero es un pequeno oligbmero formado por siete subunidades de una
proteina llamada GroES, que se une a la boca del anillo de GroEL ya que ambas
estructuras son heptaméricas que se ajustan para bloquear la cavidad formada
por el anillo de GroEL (30). El segundo de los cofactores es ATP, y su union con la
subsecuente hidrélisis mantendra activo el ciclo funcional de la chaperonina (56).

3.2 Estructuras de GroEL y GroES

Las principales funciones de las chaperoninas son: impedir la agregacién de
los polipéptidos parcialmente plegados y liberados de los ribosomas, unirse a
péptidos parcialmente plegados aunque atrapados en una conformacion tal que no
pueden plegarse de manera espontanea (57) y finalmente proteger a las proteinas
de la desnaturalizacién debida a estrés térmico o facilitar el plegamiento si se ha
producido la desnaturalizacién (56). Las chaperoninas generan las condiciones
adecuadas para un plegamiento correcto de las proteinas desnaturalizadas.

De los numerosos estudios realizados por difraccion de Rayos X y
microscopia electrénica, se tiene una clara idea de la estructura de GroEL y su
cochaperonina GroES, de cémo interaccionan, y de los cambios mas drasticos
que se producen durante su interaccion y durante el ciclo de funcionamiento de
GroEL (30). El monémero de GroEL tiene tres dominios bien definidos (Figura 4):

= Un dominio ecuatorial, que posee la mayor parte de los aminoacidos
responsables de las interacciones (44) con las subunidades del mismo
anillo heptamérico y todos los responsables de la interacciébn con las
subunidades del otro anillo (56); este dominio también acoge al sitio de
unién de ATP, que es el corazon de la maquinaria de GroEL (30).

= El segundo dominio es el apical (44), que se encuentra a la entrada de la
cavidad de cada anillo y que posee una agrupacion de residuos hidréfobos
involucrados en el reconocimiento de los péptidos desnaturalizados que se
encuentren en su entorno (56). Los mismos residuos estan involucrados en
la unién con la chaperonina GroES, y este hecho es importante en el
mecanismo de funcionamiento de GroEL.

= Finalmente, existe un tercer dominio, el intermedio, que ejerce de
transmisor de las sefiales (44) que se producen entre los dominios
ecuatorial y apical y funciona como una bisagra para trasladar los grandes
cambios conformacionales que, producto de la unién de ATP y GroES,
ocurren en el dominio apical (30).

La estructura de GroES es mucho menos compleja (Figura 4). Cada
monomero de esta cochaperonina tiene una estructura de barril de laminas B. La
mayor parte del mondmero esta estructurado excepto un gran lazo que se
encuentra desordenado, pero que cuando interacciona con el dominio apical de
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GroEL, se une fuertemente a éste y genera en él un gran cambio conformacional
(30). El heptamero de GroES, dependiendo del momento del ciclo funcional de
GroEL en que se encuentre, puede unirse a uno de los anillos de GroEL o a los
dos, formando lo que se ha denominado respectivamente, complejos asimétricos o
simétricos de GroEL y GroES (Figura 3).

Mimomern
e Groks

Lazo de {rrokls

Iliminin apical

Deminio intermaedia

Dommia ecnatonral

Puntus de interaeciin
com los moniyme ros
del amilo mferior

Figura 4. Estructura atémica de los monémeros de GroEL y de GroES. En ambas imagenes se
observa la estructura atobmica de un monémero de GroEL correspondiente al anillo superior de
GroEL, enfrentado a los dos monémeros del anillo inferior con los que interacciona. En la imagen
de la izquierda se representa la conformacién abierta y susceptible de aceptar polipéptidos
desnaturalizados, en la que el dominio apical del mondmero superior se encuentra en la posicion
basal. La union de ATP en el sitio de unién de este nucledétido (situado en el dominio ecuatorial) y
la posterior unién de la cochaperonina GroES (de la que sbélo se muestra un mondémero en la
imagen de la derecha) transmite al dominio apical a través del dominio intermedio una sefial para
que en aquél se genere un gran cambio conformacional de tal manera que ahora se eleva y apunta
hacia arriba, lo que produce un considerable aumento de la cavidad de GroEL. (30).

13
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3.3 Mecanismo funcional de GroEL

Durante los ultimos afios se han realizado multitud de experimentos de
caracter bioquimico y biofisico que han permitido tener una idea bastante clara de
cual es el mecanismo de funcionamiento de GroEL y por ende, de todas las
chaperoninas del grupo I (Figura 5):

1) Los residuos hidrofébicos que forman un anillo alrededor de la boca de la
cavidad de cada anillo funcionan como un iman que reconoce y une todos los
residuos hidrofébicos que se encuentran a su alrededor (36). Si se tiene en cuenta
que las proteinas celulares que se encuentran en solucidén mantienen los residuos
hidrofobicos en el interior de su estructura, la exposicion de éstos significa que
esas proteinas no se encuentran plegadas correctamente (30). El mecanismo de
reconocimiento utilizado por GroEL es por lo tanto simple e inespecifico. De ahi, el
amplio rango de proteinas a las que asiste en su plegamiento.

D'-:'é_.,_;é

TP

| e |

- &3 e

-
ADP 3

Figura 5. Mecanismo de funcionamiento de GroEL. En el esquema se observa el ciclo alternado
que poseen los dos anillos de GroEL. Asi, mientras que el anillo superior ya posee en su cavidad
una molécula de polipéptido dispuesta a plegarse por si mismo, el anillo inferior ha reconocido y
unido otro polipéptido desplegado (posiciéon 1). La unién de ATP a este anillo (posicién 2) permite
el cambio conformacional de los dominios apicales que dara lugar a la unién de GroES (posicion 3)
y a la sefal de liberacion de GroES del anillo superior, con la consiguiente liberacién del
polipéptido ocluido en este anillo (posicién 4). El anillo superior, en este punto, se encuentra en la
misma conformacion que el anillo inferior en la posicion 1. (30)

2) ATP se une a su sitio de unién, en el dominio ecuatorial del mondmero de
GroEL. La unién de ATP desencadena una serie de sefiales en varias direcciones:

Existe una cooperatividad positiva entre los monémeros de un mismo anillo,
de manera que el resto de los mondbmeros de ese anillo unen ATP
inmediatamente.
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Se produce una cooperatividad negativa entre las subunidades de los dos
anillos, de manera que una vez que una molécula de ATP se une a un monémero
de los anillos y desencadena la unién inmediata de moléculas de ATP a las otras
seis subunidades del mismo anillo, se impide la unibn de ATP a las siete
subunidades del otro anillo (30).

Se envia una seinal desde el dominio ecuatorial de cada subunidad que ha
unido ATP, a través del dominio intermedio hasta el dominio apical, en el que se
produce un cambio conformacional (elevacién de la punta del dominio apical) que
permite la union de la cochaperonina GroES (30).

3) La unién del oligobmero de GroES induce un levantamiento aun mayor de las
puntas de los dominios apicales de GroEL y por lo tanto un aumento de la cavidad
dentro del anillo. Esta unién genera la formacion del complejo asimétrico descrito
en la Figura 3. Por otra parte, la unién de GroES sella la cavidad y es en ésta
donde se va a producir el fendbmeno mas importante de todo el ciclo. Los residuos
hidrofobicos que interaccionaban con el polipéptido desnaturalizado lo hacen
ahora con el lazo desordenado de GroES. ElI cambio conformacional promovido
por la unidén a la cochaperonina hace que todos los residuos hidrofobicos vy
cargados que se exponian en la superficie interior de la cavidad desaparezcan y
dejen paso a residuos hidrofilicos (56).

El resultado de todo ello es que el polipéptido, que habia sido atrapado
anteriormente por la boca del anillo, es encerrado en éste y su salida de la cavidad
es imposibilitada por la cochaperonina que tapa la boca de ésta. En este estado, y
libre de las interacciones no deseadas que le acechan en el exterior,
(interacciones con los residuos hidrofobicos de otras proteinas que dan lugar a
agregados irreversibles), y en una cavidad que se ha hecho mas grande por efecto
de los cambios conformacionales que han sufrido los dominios apicales, puede el
polipéptido intentar plegarse por si mismo utilizando la informacién codificada en
su secuencia primaria (30).

Algunos experimentos sugieren que durante el cambio conformacional
inducido por la union de ATP y GroES, los dominios apicales tiran del sustrato de
manera que lo despliegan antes de liberarlo en la cavidad.

4) Las moléculas de ATP unidas en todas las subunidades del anillo se hidrolizan.
(30). La hidrolisis del nucleétido, ademas de relajar la union de GroES a GroEL en
ese anillo, envia una sefal al otro anillo para indicarle que ya puede unir ATP.
Esta unidn se produce, con los consiguientes cambios indicados en el punto 2. La
union de ATP permite también que otra molécula de GroES se una a este segundo
anillo, formando un complejo simétrico, con una cochaperonina unida a cada anillo
de GroEL, tal y como se describe en la Figura 3.

5) La formacion del complejo simétrico no es estable, porque la union de GroES al
segundo anillo induce la liberacion de la cochaperonina del primer anillo y la salida
al exterior del polipéptido encerrado en aquel. El primer anillo esta dispuesto para
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recibir otro polipéptido desnaturalizado que se encuentre en su entorno (30). Los
pasos 4) y 5) se reproducen ahora en el segundo anillo.

Se puede imaginar al oligdmero de GroEL como un motor de dos cilindros
(los dos anillos), en el que cada uno de ellos se encuentra en cada momento en
posiciones diferentes del ciclo. Mientras un anillo esta liberando la cochaperonina
y por ende el polipéptido encerrado, el otro esta uniendo otra cochaperonina. Los
dos anillos funcionan de manera alternada, ya que cada uno de ellos controla al
otro mediante la transmisién de sefiales ya mencionada, sefiales que van desde
los dominios ecuatoriales de las subunidades de un anillo al del otro, y viceversa
(30). La unién y posterior hidrélisis del ATP funciona como el combustible de los
cilindros, lo que permite que el ciclo se mantenga funcionando indefinidamente.

3.4 Chaperoninas del Grupo II

El otro tipo de chaperoninas, aquéllas que se encuentran en
arqueobacterias y en el citoplasma de organismos eucaribticos, es menos
conocido, y soélo en los Uultimos afos se han comenzado a realizar
caracterizaciones bioquimicas y estructurales de éstas (30).

A este grupo pertenecen las chaperoninas termofilicas del tipo TF55 (factor
termofilico 55, en referencia a su peso molecular), la eucariética CCT
(chaperonina que contiene el polipéptido TCP-1) como se muestra en la Tabla 3
(56).

Tabla No.3 Clasificacién de las Chaperoninas del Grupo II. (56)
Clasificacion de las chaperoninas

Grupo I I

La mayor
parte de
TF55 Arqueobacterias Plasma las Débil  --- 9 2 No
proteinas
celulares

La mayor
parte de
Termosoma Arqueobacterias Plasma las Débil 60% 8 2 No
proteinas
celulares

Actina,

- o ) >
Tubulina Débil 40% 8 8-9 !

CCT Eucariotas Citosol
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La proteina TF55 de origen termofilo guarda bastante homologia con
TCP-1, proteina de funcion hasta entonces desconocida (56). Mas tarde se
conoceria que la chaperonina CCT interviene en el plegamiento de la actina y la
tubulina. Las chaperoninas extremofilas parecen ejercer una funcidn
mas inespecifica en el plegamiento de proteinas.

CHAPERONINA TIPO |
(GroEL)

Figura No.6 Caracteristicas y propiedades de las
chaperoninas de tipo I y de tipo II. Las chaperoninas de
tipo I son de origen procariota y simbionte, como lo son las VISTA VISTA
mitocondrias y cloroplastos; las de tipo II de origen FRONTAL LATERAL
eucariota o procedente de arqueobacterias. En presencia
de sustrato, éste se introduce en la cavidad de las
chaperoninas. A la derecha se pueden observar imagenes
promedio de vistas frontales y laterales de los dos tipos de
chaperoninas (56).

CHAPERONINA TIPO I
(CCT)

VISTA VISTA
FRONTAL LATERAL

A diferencia de las chaperoninas del grupo I, las de grupo II son variables
en su grado de oligomerizacién y en el numero de subunidades que componen el
oligbmero. Asi, la estructura de doble anillo puede ser constituida por dos anillos
octaméricos 6 nonaméricos, y los anillos formados por uno, dos, tres o incluso
ocho proteinas diferentes (30).

Este ultimo caso es el de la chaperonina citoplasmatica de eucariotas 6
CCT, que es quizas la chaperonina mas interesante por lo siguiente: ademas de
poseer ocho subunidades diferentes (aunque homologas entre si) en cada uno de
los dos anillos octaméricos, asiste especificamente al plegamiento de actinas y
tubulinas, dos proteinas citoesqueléticas de vital importancia para la célula (56).

Los estudios estructurales realizados con CCT y alguna chaperonina de
arqueobacterias muestran que éstas poseen los mismos dominios (ecuatorial,
intermedio y apical) que GroEL, asi como sus dos conformaciones basicas
(Figura 6).
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Se ha caracterizado una conformacién abierta, que se produce en ausencia
de ATP, y en la que la cavidad se ofrece accesible para la interaccion con el
sustrato. La unién de ATP genera la conformaciéon cerrada, pero a diferencia de
GroEL, el cierre de la cavidad no se produce por la uniébn de una cochaperonina,
ya que las chaperoninas del grupo II no poseen cochaperoninas, sino que un
dominio extra que se encuentra en los dominios apicales cierra la cavidad al
producirse el cambio conformacional. El sustrato que se ha unido previamente a la
chaperonina queda asi, cerrado en su cavidad (30).

CCT-ACTINA CCT-ATP

Figura 7. Estructuras de CCT, CCT-ATP y CCT-actina. . Las estructuras tridimensionales de los
distintos conférmeros de la chaperonina CCT que se muestran aqui se han obtenido mediante
microscopia electrénica y procesamiento de imagen, y revelan la tipica estructura de dos anillos
comun a todas las chaperoninas, con la particularidad que en este caso el oligbmero esta
constituido por dos octameros generados por ocho distintas subunidades (imagen izquierda). La
adicion de ATP (imagen derecha) genera un cambio en los dominios apicales de tal manera que
éstos apuntan hacia el interior y cierran la cavidad (aunque la baja resolucion de la reconstruccion
no permite visualizar el cierre completo de aquélla) imitando al conférmero de GroEL en el que se
encuentra unida la cochaperonina GroES. La adicion a la estructura libre de actina desnaturalizada
permite la union de ésta de dos maneras especificas: en uno de ellos un brazo de actina
(coloreada en rojo) se une al dominio apical de la subunidad y otro al de la (imagen central), y en
otro caso un brazo de actina se une a la subunidad y otro a la no representado aqui. (30)

¢ Qué tipo de interaccién se produce entre la chaperonina y el sustrato?
Muy poco se conoce respecto a los sustratos de las chaperoninas de
arqueobacterias, y la informacion que se ha obtenido hasta la fecha proviene de
estudios realizados con CCT. La interaccion entre CCT y el sustrato parece ser de
distinta naturaleza a la que se establece entre GroEL y las proteinas a las que
asiste en su plegamiento. Mientras GroEL reconoce residuos hidrofébicos que se
encuentran expuestos al azar en el solvente, actina se une a CCT a través de
interacciones entre residuos especificos de CCT y actina (30).

Estas interacciones se producen con subunidades concretas de CCT
(Figura 7), mientras que en el caso de GroEL, los polipéptidos que se unen a esta
chaperonina lo hacen al azar con cualquiera de las siete subunidades. Otra de las
diferencias importantes es que los sustratos con los que GroEL interacciona estan
parcial o totalmente desnaturalizados, mientras que parece que actina se une a
CCT en una conformacién casi nativa a la que soélo le falta un pequefo pero
importante paso para alcanzar la conformacion nativa (30).
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Ese paso so6lo se lo puede proveer CCT, de tal manera que ciertas
mutaciones en esta chaperonina o su ausencia provocan la muerte celular. La
especificidad de CCT sobre sus sustratos (actina y tubulina principalmente) y la de
éstos por CCT se refuerza por el hecho de que GroEL interacciona con cualquier
proteina, incluso actina y tubulina en un estado desnaturalizado, pero no es capaz
de plegarlas (56).

Todo parece indicar que CCT aparecioé en la naturaleza a la vez que los
organismos eucariotes ya que esta presente solo en ellos como la evolucion de
una chaperonina primigenia pudo haber sido en respuesta a los problemas de
plegamiento que plantea la tubulina, proteina que aparecié en los organismos
eucariotes como una evolucién de la proteina mas primitiva FtsZ, presente en
procariotas. La tubulina es una proteina muy compleja, que forma estructuras
enormes llamadas microtubulos como consecuencia de complejos fenbmenos de
polimerizacion. La formacién de los microtubulos tiene que ver con peculiaridades
en la estructura de tubulina, y es posible que la aparicion de aquéllas haya dado
lugar a la evolucion de una chaperonina especifica para resolver un problema muy
puntual, pero vital a la célula, como lo es el plegamiento de la tubulina y el de la
actina. El hecho de que FtsZ no interaccione con CCT y su plegamiento se
produzca por si sola o con la ayuda de GroEL parece apoyar esta la hipétesis (30).
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CAPITULO4
MECANISMO DE ACCION DE LAS PROTEINAS DE CHOQUE
TERMICO

Las proteinas son macromoléculas que estan compuestas por la union de
cientos de aminoacidos en cadenas que se pliegan para adquirir una conformacion
nativa (36). Hasta el momento se cree que la estructura primaria de una proteina
induce a establecer las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria ya que el
ADN no soélo determinara la estructura primaria sino también los niveles superiores
de estructura (58). Sin embargo, la actividad biolégica de la proteina depende en
gran medida de su conformacién nativa, de tal manera que cuando una proteina
se somete a situaciones de estrés como: calor, determinadas sustancias quimicas,
cambios bruscos de pH, etc..., se produce una desnaturalizacion en dicha
conformacién alterandose o desorganizandose. Las cadenas peptidicas se
despliegan exponiendo los aminoacidos hidrofébicos al agua adquiriendo una
conformacién al azar que induce a la pérdida de su actividad bioldgica,
especialmente cuando actua como enzima (58).

En la desnaturalizaciéon producida por temperaturas elevadas, se rompen
facilmente los puentes de hidrogeno y las interacciones hidrofébicas a causa del
aumento en la energia cinética de las moléculas. La alteracion del pH puede
cambiar el patron de ionizacién de los grupos carboxilo y amino en las cadenas
laterales de los aminoacidos, desorganizando el patrén de atracciones y
repulsiones ibnicas que contribuyen a la estructura terciaria normal (58),
perdiéndose la conformacién nativa y por lo tanto su actividad biologica.

La desnaturalizacidon puede ser irreversible, particularmente si muchas
proteinas desnaturalizadas interactuan en eventos no especificos al azar, como se
presenta en los cuerpos de inclusion caracteristicos de algunas enfermedades
neurodegenerativas. Sin embargo, en algunos casos la desnaturalizaciéon es
reversible, y una vez que las condiciones del ambiente vuelven a su estado
normal, la proteina puede adquirir su conformacion nativa en este caso se habla
de renaturalizacion (58). Las proteinas desnaturalizadas se agregan al atraerse
entre si por sus aminoacidos hidrofobicos (36).

La proteina no se forma toda de una vez, en algunas células puede tomar
varios minutos desde el comienzo de la sintesis hasta que adquiere la
conformacién definitiva. Este proceso es de gran complejidad, sobretodo cuando
la proteina es muy grande; por lo cual la célula con el fin de asegurar la
produccion de moléculas de buena calidad utiliza un grupo especial de otras
proteinas, llamadas HSP (39).

Las HSP ayudan a la célula a conservar o degradar las proteinas
desnaturalizadas, uniéndose a ellas para evitar que se agreguen, marcandolas
para luego destruirlas, o manteniendo las cadenas de polipéptidos desplegadas en
un estado competente, para que una vez que el estrés haya cedido, puedan volver

20
ALONDRA FUENTES LOPEZ



PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

al plegamiento inicial, recuperando su conformacién nativa y por lo tanto
recuperando su funcion (36).

Aunque en el estado competente la proteina no puede realizar su funcién
por no estar plegada en su estructura nativa, los aminoacidos que componen la
proteina siguen unidos en su estructura primaria, dispuestos para adquirir la
conformacién tridimensional correspondiente (36).

Un aspecto importante de las HSP es que son la respuesta que se
desencadena ante los cambios bruscos de temperatura. Esta respuesta consiste
principalmente en elevar su concentracion en la célula con el fin de permitir su
interaccion con las demas proteinas y evitar su desnaturalizacion. Algunas
evidencias sugieren que las proteinas se pliegan de manera anormal en ciertas
enfermedades infecciosas como el mal de las "vacas locas" o la enfermedad de
Creutzfeldt-dJakob o en enfermedades neurodegenerativas humanas como la
enfermedad de Alzheimer.

4.1 Sintesis proteica

La sintesis de proteinas o traduccién del ARN,, es el proceso anabdlico
mediante el cual se forman las proteinas a partir de los aminoacidos. Es el paso
siguiente a la transcripcion del ADN a ARN, . Existen 20 aminoacidos diferentes y
so6lo hay cuatro nucledtidos en el ARN, (Adenina, Uracilo, Citosina y Guanina). La
sintesis de las proteinas comienza con la unién entre si de dos aminoacidos y
continua por el agregado de nuevos aminoacidos.

La traduccion reside en el cédigo genético, compuesto por combinaciones
de tres nucledtidos consecutivos o tripletes en el ARNm. Los distintos tripletes se
relacionan especificamente con tipos de aminoacidos usados en la sintesis de las
proteinas. Cada triplete constituye un codén: existen en total 64 codones, 61 de
los cuales sirven para cifrar aminoacidos y 3 para marcar el cese de la traduccion
(59). Los tripletes que codifican aminoacidos se denominan codones. La
confirmacion de esta hipotesis se debe a Nirenberg, Ochoa y Khorana (36).
Generalmente los codones que representan a un mismo aminoacido se parecen
entre si y es frecuente que difieran sélo en el tercer nucledtido.

En la biosintesis de proteinas se pueden distinguir las siguientes etapas:

1. Activacion de los aminoacidos.

2. Traduccion:

2.1 Iniciacién de la sintesis.

2.2 Elongacion de la cadena polipeptidica.

2.3 Terminacion de la sintesis.

3. Asociacion de varias cadenas polipeptidicas y a veces de grupos
prostéticos, grupos organicos no proteicos que constituyen las proteinas
funcionales.
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ARN mensajero es el que lleva la informacion para la sintesis de proteinas,
es decir, determina el orden en que se uniran los aminoacidos (59). La sintesis de
proteinas o traduccién tiene lugar en los ribosomas del citoplasma celular. Los
aminoacidos son transportados por el ARN de transferencia (ARN;), especifico
para cada uno de ellos, que son llevados hasta el ARN mensajero (ARN,), donde
se aparean al codon de éste por el anticodon del ARN de transferencia debido a la
complementariedad de bases; y de ésta forma se sitlan los aminoacidos en la
posicion que les corresponde. Una vez finalizada la sintesis de una proteina, el
ARN mensajero queda libre y puede ser traducido de nuevo. Es muy frecuente
que antes de que finalice la sintesis de una proteina ya esta comenzando otra, con
lo cual, una misma molécula de ARN mensajero, esta siendo utilizada por varios
ribosomas simultaneamente (36).

1. Activacion de los aminoacidos:

Los aminoacidos en presencia de la enzima aminoacil-ARN-sintetasa y de
ATP son capaces de unirse a un ARN; especifico y dan lugar a un aminoacil-
ARN;, liberandose AMP, fosfato y quedando libre la enzima, que vuelve a actuar.

2.1 Traduccion. Iniciacion de la sintesis de proteinas:

Es la primera etapa de la traduccion o sintesis de proteinas. EI ARN,, se
une a la subunidad menor de los ribosomas. A éstos se asocia el aminoacil-ARN;,
gracias a que el ARN; tiene en una de sus asas un triplete de nucleétidos
denominado anticondon de iniciacién, que se asocia con el primer triplete AUG,
codon de iniciacion en el codon del ARN,, segun la correspondiente
complementariedad de las bases. A este grupo de moléculas se une la subunidad
ribosébmica mayor, formandose el complejo ribosomal o complejo de iniciaciéon
activo. Todos estos procesos estan catalizados por los llamados factores de
iniciacion Fl (36).

2.2 Elongacion de la cadena polipeptidica:

El complejo ribosomal posee dos sitios de unidén o centros. El centro peptidil
o sitio P, donde se situa el primer aminoacil-ARN; y el centro aceptor de nuevos
aminoacil-ARN; o sitio A. El radical carboxilo (-COQO") del aminoacido del sitio P se
une con el radical amino (NH;") del aminoacido del sitio A mediante el enlace
peptidico. Esta union es catalizada por la enzima peptidil-transferasa. El sitio P
queda ocupado por un ARN; sin aminoacido, entonces el ARN; sin aminoacido
sale del ribosoma y se produce la translocacion ribosomal. El dipeptil-ARN; queda
ahora en el sitio P. Todo ello es catalizado por los factores de elongaciéon (FE) y
requiere de energia, la cual se obtiene del GTP. Segun la combinacién de
nucleotidos del tercer codon, aparecera el tercer aminoacil-ARN; y ocupara el sitio
A, se formara el tripéptido en A y el ribosoma realizara su segunda translocacion,
de la misma forma como se llevd a cabo la primera. Estos pasos se repiten hasta
cientos de veces, segun el numero de aminoacidos que contenga el polipéptido
(36).
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2.3 Terminacion de la sintesis de la cadena polipeptidica:

El final de la sintesis se lleva a cabo cuando en el ARN, se encuentran los
llamados tripletes sin sentido, UAA, UAG y UGA, para los cuales no existe ningun
aminoacil ARN; cuyo anticodon sea complementario de ellos y, por lo tanto, la
biosintesis del polipéptido se interrumpe. Lo cual indica que la cadena
polipeptidica se ha terminado de sintetizar. Este proceso viene regulado por los
factores R. Un ARN, si es lo suficientemente largo, puede ser leido o traducido,
por varios ribosomas a la vez, uno detras de otro. Al microscopio electrénico, se
observa como un rosario de ribosomas, que se denomina polirribosoma (36).

3. Asociacién de varias cadenas polipeptidicas para constituir las proteinas:

Conforme se va sintetizando la cadena polipeptidica, ésta va adoptando
una determinada estructura secundaria y terciaria mediante los enlaces no
covalentes por puente de hidrogeno y los enlaces covalentes disulfuro,
respectivamente. Asi la cadena polipeptidica adquiere una configuracion espacial
determinada (36).

Tras la traduccion hay proteinas cataliticas que ya son activas y otras que
precisan eliminar algunos aminoacidos para serlo. Generalmente se separa el
aminoacido metionina o aminoacido iniciador. Algunas enzimas precisan asociarse
a iones o coenzimas (grupo prostético) para ser funcionantes o activas. Las
proteinas pueden estar constituidas por una sola cadena polipeptidica o por varias
cadenas polipeptidicas denominadas subunidades. Las subunidades pueden ser
iguales o distintas, segun provengan del mismo gen o de genes diferentes (36).
Este arreglo tridimensional corresponde a la estructura cuaternaria.

El control de calidad del plegamiento de las proteinas para adquirir la
estructura cuaternaria o conformacién tridimensional, se lleva a cabo por
chaperonas y proteasas. Las proteinas chaperonas tienen la funcién de plegar o
replegar correctamente a las proteinas recién sintetizadas, modificacion
postraduccional, las proteasas deben degradar aquellas proteinas que a pesar de
la accién de las chaperonas no se pliegan correctamente. Cuando los mecanismos
de control fallan, las proteinas dafiadas se acumulan causando enfermedades
amiloidogénicas (36).

4.2 Proteinas de respuesta al estrés y chaperonas moleculares

Las HSP siempre estan presentes en las células, aunque su concentraciéon
aumenta en situaciones de estrés. Un tipo de HSP son las chaperonas, que son
unas proteinas que ayudan al plegamiento de otras recién sintetizadas en el
proceso sintesis de proteinas (36). Estas chaperonas no forman parte de la
estructura primaria de la proteina funcional, sino que sélo se unen a ella para
ayudar en su plegamiento, ensamblaje y transporte en la célula, donde la proteina
realiza su funcién. Los cambios de conformacién tridimensional de las proteinas
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pueden estar afectados por un conjunto de varias chaperonas que trabajan
coordinados, dependiendo de su propia estructura y de la disponibilidad de las
chaperonas (36).

Cuando se inicia la sintesis de cualquier proteina en un ribosoma, en forma
simultdnea se adhieren a ella moléculas de HSP, con la finalidad de regular la
conformacién tridimensional y asi asegurar una configuracion normal que le
permita a esa proteina ejercer su funcidén y/o prepararla para ser adecuadamente
secretada; impide el transito a través del citoplasma de otras moléculas que
puedan adherirse a ella, alterando su estructura o bloqueando su funcion (39).

En este proceso de proteccion, la HSP70 puede requerir de la ayuda de
otras HSP como la TCP-1 o como la HSP70 u otras pertenecientes a los
complejos HSP60 y HSP10; las cuales permiten terminar su plegamiento o bien
para poder ingresar a un organelo como la mitocondria. Por eso todas ellas han
recibido el nombre de moléculas chaperonas (39).

La produccion de las HSP se inicia tanto por el efecto de factores de
transcripcion conocidos como HSF1 y HSF2 (39), el HSF1 con el calor u otro
factor de estrés se une a un segmento especifico del DNA para inducir la
iniciacion de la sintesis de las diferentes HSP. En condiciones normales, la
produccion de las pequefas cantidades de HSP se induce por el HSF2 (39).

Un caso especial es el relacionado con los virus oncogénicos, cuando éstos
se replican dentro de una célula generan simultaneamente la produccion de una
proteina, la pp60src, que a nivel celular regula estimulando el crecimiento y la
division celular. El virus genera igualmente la produccién de dos proteinas, la
HSP50 y la HSP90, que se unen a la pp60src para mantenerla inactiva y
protegida, liberandola unicamente cuando se aproxima a la membrana celular; en
donde debe ejercer su accidén de estimulo al crecimiento celular. La HSP90 regula
igualmente el funcionamiento del receptor celular para los esteroides (39).

4.3 Funcion en condiciones de estrés

El estrés induce a la desnaturalizacion vy, si éste no se evita, la proteina
desnaturalizada deja de funcionar y sera rapidamente catabolizada. El proceso de
destrucciéon de las proteinas desnaturalizadas es adelantado por el sistema de las
ubiquitinas las cuales se unen a las proteinas y sirven de puente de unién entre
ellas y diferentes proteasas (39). Bajo el efecto de cualquier factor estresante, la
célula inicia de inmediato la produccion de las HSP que se acumulan en el
nucléolo, lugar de formacion de los ribosomas que son responsables de la sintesis
de proteinas.

Las HSP protegeran a las proteinas que se sinteticen a partir de ese
momento y ademas, pueden unirse a las ya desnaturalizadas para bloquear la
union de las ubiquitinas, impidiendo la unién de proteasas y facilitando la
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restauracion de la estructura de la proteina desnaturalizada, requiere de las
chaperonas las moléculas formadas en respuesta a una agresién, como lo son los
anticuerpos o las moléculas HLA requieren de las HSP para poder ser excretadas
o lograr llegar a la membrana celular sin ser alteradas durante su transito por el
citoplasma (39).

A los anticuerpos los protege la proteina llamada Bip, y a las moléculas
HLA, la llamada cadena invariante. Diversas bacterias producen dos tipos de HSP,
GroEL (HSP10) y GroES, (HSP60) que se ubican en las mitocondrias y que son
necesarias para la reproduccion de algunos virus (39).

La medida de los niveles de diferentes HSP es indicativa del grado de
estrés de una célula y permite definir, en estados de sepsis, por ejemplo, la
severidad de la afeccidn, sirviendo por ende como parametro de evaluacion en el
tiempo de la intensidad del proceso séptico y de su eventual prondstico.

4.4 Funcién molecular de las Chaperoninas

Las chaperoninas protegen la funcion y la estructura de las células a través
de la proteccién de sus componentes (44). El gasto energético que se produce
durante el ciclo de GroEL no incide directamente sobre la funcion de la
chaperonina en la asistencia en el plegamiento de proteinas, sino que solo sirve
para mantener activo el ciclo. GroEL y las chaperoninas en general no son
enzimas, pues no modifican covalentemente al sustrato con el que interaccionan,
sino que permiten que dentro de su cavidad el polipéptido desnaturalizado pueda
alcanzar libremente su estructura nativa (30).

Esta puede ser alcanzada por parte del polipéptido dentro de la cavidad, o
fuera de ella después de su liberacion. Puede también que el polipéptido
desnaturalizado se mantenga en esta conformacién después de una primera
interaccion con la chaperonina, en cuyo caso puede ser reconocido otra vez por
ésta, con lo que vuelve a intentar su plegamiento (56).

El mecanismo de GroEL es ineficiente ya que genera un gasto continuo de
ATP independientemente de que existan o no moléculas de sustrato
desnaturalizado en la cavidad de la chaperonina; no siempre repliega a la proteina
en un solo ciclo de interaccion pero en contrapartida funciona para un rango muy
grande de sustratos por lo que puede ayudar a replegar a cualquier proteina con
un peso molecular menor de 50 kDa; se desconoce que pasa con aquellas
proteinas de mayor peso molecular.

Se ignora también la cantidad de sustrato que en un momento determinado
puede plegar la poblacion de GroEL de una célula. Se ha sugerido que GroEL,
“in vivo”, sélo puede plegar el 10% de las proteinas que requieren de ayuda y se
desconoce quién pliega el 90% restante de proteinas.
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Siendo GroEL una maquina molecular muy compleja, lleva a cabo
mecanismos muy sofisticados, como los cambios que se producen en su
funcionamiento durante periodos de choque térmico. GroEL y la mayor parte de
las chaperoninas del grupo | son proteinas del choque térmico y ven inducidas su
produccion, hasta diez veces, durante los momentos en que se produce el Choque
Térmico; para tratar de interaccionar con el mayor numero de proteinas que se
desnaturalizan por el aumento de temperatura (30).

Sin embargo, no parece tener sentido que estas proteinas sean
renaturalizadas para que vuelvan a ser desnaturalizadas si el choque térmico es
prolongado. Ahora se conoce que al aumentar la temperatura, la union de la
cochaperonina GroES a GroEL es mas fuerte (56), de tal manera que esta tarda
mas en liberarse y mantiene encerrado el polipéptido por mas tiempo en la
cavidad.

Este mecanismo diferente se debe a un cambio conformacional inducido
por la temperatura, que altera la sefial de liberacion de la cochaperonina que envia
un anillo al otro. Este fenbmeno y quizas algun otro que resta por caracterizar
explicaria por qué las chaperoninas estan constituidas por dos anillos, cuando
cada uno de ellos por separado podria formar una unidad funcional en la
asistencia al plegamiento (30).
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CAPITULO 5
APLICACIONES MEDICAS DE LAS HSP

Este nuevo grupo de moléculas que han venido adquiriendo especial interés
en los ultimos cinco afios, por las implicaciones que tienen en una gran variedad
de mecanismos biolégicos como el control de la respuesta inmunitaria, la
patogenicidad de varios microorganismos y las relaciones huésped-paciente en los
procesos infecciosos (39).

Su estudio esta explicando importantes mecanismos metabdlicos y
abriendo las puertas para el desarrollo de nuevos métodos de diagnéstico vy
tratamiento en procesos infecciosos, malignos e isquémicos. Los factores que
desencadenan su incremento hablan por si solos de las posibles aplicaciones de
su cuantificacion tales como medicion de contaminantes ambientales o sustancias
téxicas (39).

Parece factible entonces, que la aplicacion terapéutica de HSP pueda llegar
a servir para controlar, ya sea estados sépticos severos, asi como isquémicos a
nivel del corazén o del cerebro y asi permitir una mejor recuperacién tisular al
restablecerse, aunque sea parcialmente, la circulacion o la nutricion del tejido
afectado (39). Por otra parte, la dosificacion de HSP puede ser un indicativo de
fendmeno toxico por el empleo de un medicamento y por ende su titulacion
permite establecer limites de riesgo.

La invasidbn por microorganismos responsables de la malaria, la
tuberculosis, la leishmaniasis, la lepra o la esquistosomiasis, que en su habitat
natural o transitorio viven a temperaturas inferiores a las del cuerpo humano,
genera al ingresar a él gran cantidad de HSP que pueden ser antigénicas y por
ende protectoras, razén por la cual induciran la produccién de anticuerpos
protectores. Se visualiza por lo tanto que la inyeccion de ciertas HSP pudiera
llegar a emplearse como forma de vacunacion (39).

Desafortunadamente, algunas de las HSP originadas por agentes
patdbgenos son muy similares a las generadas por células humanas, lo cual llevaria
a que los anticuerpos producidos contra ellas atacarian las proteinas del huésped,
generando fendmenos autoinmunes (39).

5.1 HSP en infecciones

El ingreso de un parasito o de una bacteria al organismo humano se
acompafia de un marcado incremento de diferentes HSP en el agente infectante,
que le permitirdn defenderse de los cambios de temperatura y de las condiciones
fisicoquimicas del nuevo ambiente (39). Sin estas HSP, sus propias proteinas se
desnaturalizarian y serian facilmente degradadas.
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Simultaneamente, las HSP del microorganismo inducen en el huésped la
iniciacion de una respuesta inmune contra ellas.

Uno de los modelos mas estudiados al respecto es el del
Trypanosoma cruzi, responsable de la enfermedad de Chagas que afecta a mas
de 10 millones de latinoamericanos. El estadio metaciclico o tripomastigote
inoculado por el vector al humano, enfrenta al ingresar a éste un gran cambio de
temperatura (de 27°C a 37°C) y una drastica modificacidon de su microambiente.
Estos cambios se incrementan al ser fagocitado o al invadir a los macréfagos, ya
que dentro del fagosoma enfrentara un pH inferior y la presencia de enzimas
proteoliticas asi como radicales toxicos del metabolismo del oxigeno y del 6xido
nitrico (39).

Poco después, al escapar del fagosoma al citoplasma, debera enfrentar
nuevas enzimas proteoliticas. Contra todos estos factores de estrés, el parasito
inicia la producciéon de HSP de 103, 92, 70, 75 y 60 Kd. Por su parte, el
hospedero inicia una respuesta inmunitaria contra estas diferentes HSP, mediante
la generacion de anticuerpos y linfocitos citotdxicos (39).

Del estudio de este fendmeno se desprende la posibilidad de emplear estas
HSP como antigenos para producir vacunas contra el parasito, y lo que resulta
mas interesante aun es que este tipo de vacunas podrian ser polivalentes y
defender simultaneamente de tripanosomas y de leishmanias (39).

5.2 HSP en Bacterias

El crecimiento y la sobrevivencia de la bacteria se ven afectado por varios
factores ambientales, aunque los organismos han desarrollado mecanismos
protectores a condiciones desfavorables como las HSP. Recientemente se ha
demostrado que bacterias sujetas a un determinado tipo de estrés favorecen la
induccién de diversos metabolitos que se liberan al medio y proporcionan la
capacidad de adaptar a otras células a condiciones no permisibles para la
sobrevivencia de este invasor (54).

Si el Staphylococcus aureus es sometido a factores estresantes como
temperaturas de 50°C, pH de 5.0 o hiperosmolaridad de NaCl al 10%, produce
mas de 8 HSP diferentes, algunas de las cuales han sido identificadas como
HSP10, 20, 60, 70 y 84, y cuya funcion individual no ha sido aun dilucidada (39).

Bajo ciertas circunstancias, algunas HSP producidas por los
microorganismos logran frenar procesos de defensa inmunolégica y aun mas,
pueden inducir respuestas autoinmunes (39).

Se han realizado estudios con Clostridium perfringens (54). Consistié en
que el microorganismo fue cultivado en caldo tioglicolato, en caldo de pollo y de
frijoles a 37°C. Cuando los cultivos alcanzaron la mitad de la fase logaritmica,
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fueron sometidos a un choque térmico de 50°C/30min. Inmediatamente después
las células se centrifugaron y los sobrenadantes se colocaron en tubos con células
no sometidas al estrés de temperatura. Las diferentes combinaciones de
tratamientos fueron colocadas a 55°C y se tomaron alicuotas cada 15 min para
determinar la viabilidad celular por el método de difusion en placa (54).

Posteriormente se realizaron ensayos para determinar la naturaleza del
compuesto, estos constaron del calentamiento de los sobrenadantes a 65y 100°C,
y de la adicibn de ftripsina con la finalidad de determinar parcialmente su
naturaleza proteica. Ademas, se realizaron electroforesis en geles de
poliacrilamida de los sobrenadantes en condiciones disociantes y no-disociantes
(54).

Los resultados observados mostraron que el sobrenadante de células
estresadas por un choque térmico de 50°C por 30 min, provocdé una mayor
termotolerancia a 55°C que las células no estresadas. Cuando el sobrenadante de
células estresadas se sometié a calentamiento (65 o 100°C), asi como también, a
la adicién de tripsina hubo la perdida de la capacidad termoprotectora. Se
encontraron tres proteinas en los sobrenadantes estresados, de 23 Kd, 50 Kd y
125 Kd (54).

Se tiene evidencia que la aplicacién de un choque térmico de 50°C por 30
min. en C.perfringens induce la produccion de proteinas del estrés especificas. Se
ha demostrado en otras bacterias, que esas proteinas intervienen en funciones de
proteccidon de las células para su capacidad de sobrevivencia a temperaturas
normalmente letales, desarrollandose el fendmeno de adquisicion de
termotolerancia (54).

Las curvas de sobrevivencia demostraron que la exposicién de las células
y sobrenadantes a condiciones subletales, las hacia mas tolerantes a la
temperatura de 55°C en comparacion con los otros tratamientos (54).

Los resultados indicaron la presencia de componentes en el sobrenadante
que pudieran ser los responsables de dicha termoproteccidon. Investigaciones
anteriores mencionaron que estos metabolitos podian tener una composicion
similar a una gran cantidad de compuestos celulares como proteinas,
aminoacidos, acido nucleicos y lipopolisacaridos, sin embargo, se ha determinado
que hay algunas proteinas involucradas en esta proteccibn debido a su
inactivacién con altas temperaturas y su digestion con proteasas (54).

El estudio de estos compuestos tienen implicacion importante en la
industria de alimentos, por lo que el estudio extensivo de estos compuestos es de
gran ayuda para poder controlar a los microorganismos enteropatégenos y, por lo
tanto las enfermedades que estos provocan (54).
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5.3 HSP en Virus

La participacion de las HSP en las infecciones virales tiene connotaciones
diferentes. Los virus no poseen genes que les permitan producirlas, pero suelen
inducir en el huésped un incremento en la produccion de las que normalmente se
generan en éste, con el agravante de que este tipo de reaccion induce fenbmenos
autoinmunes (39). En las células infectadas por virus es importante producir las
HSP del huésped para la generacion de respuesta inmune celular especifica, dado
que estan involucradas en el transporte de péptidos inmunodominantes en el
reticulo endoplasmatico (34).

HSP en el empleo para la produccion de vacunas.

» En el desarrollo de la diabetes insulinodependiente, las HSP desempefian
un papel importante. Experimentalmente se ha observado que en animales
genéticamente predispuestos al desarrollo de la diabetes, ésta puede
prevenirse por previa "vacunacion" con la HSP60. Y si la enfermedad ya se
ha desarrollado, puede detenerse o incluso lograr remision completa (39).

Las HSP60 y 70 originadas en M.tuberculosis y E.coli actian como
excelentes adyuvantes, incrementando la antigenicidad de péptidos y
oligosacaridos con los cuales se conjugan, lo que abre la puerta para el
mejoramiento de vacunas contra enfermedades infecciosas (39).

Los receptores gd de algunos linfocitos T parecen asociarse con la HSP60
para inducir fenbmenos autoinmunes en encefalitis, artritis reactivas vy
esclerosis multiple. Otra de estas proteinas, la HSP65, ha sido asociada
mas directamente con las artritis reactivas que se presentan en algunos
pacientes con infecciones por salmonelosis, tuberculosis o lepra. La
importancia de este fenbmeno radica en el hecho de que la "vacunaciéon"
experimental con esta proteina previene el desarrollo de la artritis y lo que
posiblemente sea de mayor interés es el hecho de que si ésta se ha
presentado puede mejorarse y/o curarse (39).

Otro campo de reciente interés es el relacionado con la fisiopatologia y
posible control de tumores. Los complejos HSP-péptidos se comportan como
antigenos especificos de tumores. La vacunacion con estos complejos
HSP-péptidos induce respuestas inmunes protectivas frente al tumor del que
fueron aislados dichos complejos. Las caracteristicas antigénicas de las HSP
pueden ser explotadas para aumentar la respuesta inmune humoral y celular
frente a proteinas de interés.

La HSP65 producida por micobacterias impide el desarrollo experimental de
tumores en ratones genéticamente predispuestos a desarrollar determinado tipo
de sarcomas.
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Dentro de la familia HSP70 se encuentra la HSP73 que se ubica en el
citosol y es expresada constitutivamente, tiene 90% de homologia con las HSP72
la cual es inducible bajo condiciones de estrés (51). Se ha descrito que la
expresion de HSP72 en células tumorales o células infectadas por virus es
importante para la generacién la respuesta inmune celular especifica.

La HSP72 (forma inducible) se puede asociar a péptidos provenientes de la
protedlisis intracelular en la célula tumoral, y expresarse en forma directa sobre la
membrana plasmatica de células tumorales de diferentes tipos de cancer y
estimula de forma especifica la respuesta inmune donde sirve de blanco de las
células asesinas naturales. Algunos tumores humanos tratados con calor expresan
en su membrana la HSP72, o que no hacen las células normales. Las posibles
implicaciones terapéuticas de este fenémeno son obvias. Por el contrario, algunos
tumores producen HSP27, que los protege de la accion del factor de necrosis
tumoral (39).

5.4 EL papel metabdlico de las HSP

Finalmente, se han descrito otras asociaciones entre diferentes proteinas
de estrés y determinados fenbmenos o procesos evolutivos o metabdlicos. Asi, por
ejemplo,

» En la cirrosis experimental se produce en el higado la HSP47 que tiene
como funcion facilitar la produccion de colageno (39).

» La HSP27 tiene que ver con el desarrollo normal de la piel, en los
queratinocitos y posiblemente con la defensa contra ciertos tipos de
tumores intraepiteliales. Varias de las proteinas de la familia HSP70 del
humano poseen una regién con idéntica secuencia al segmento por el que
varias moléculas HLA capturan un antigeno determinado para presentarlo a
los linfocitos T. Por lo tanto, pueden actuar como moléculas presentadoras
de antigenos. A nivel del citoplasma de granulocitos y macrofagos, las
HSP28 y 72 propician la polimerizacion de la actina y por ende intervienen
en la motilidad de estas células (39).

» El cristalin-a del ojo es una HSP y parece tener como funcién proteger del
calor a las proteinas del cristalino. No obstante, si la temperatura sobrepasa
los 55°C, las proteinas se alteran dando lugar a la aparicién de cataratas
(39).
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CAPITULO 6
LAS HSP EN FRUTOS Y CULTIVOS HORTICOLAS

Otro punto interesante que hay que destacar es que las HSP son inducidas
en los frutos y vegetales mediante tratamientos térmicos proporcionandole una
mayor vida de anaquel (48).

Entre los factores de mayor importancia en el deterioro postcosecha de los
frutos estan la respiracion, la produccién de etileno, la transpiracién y pérdida de
agua, los desordenes fisiologicos, los dafios fisicos y dafios patolégicos. Diversos
factores afectan el almacenamiento y transporte del aguacate como la antracnosis,
presencia de Rhizopus, Alternaria, oscurecimiento; ablandamiento del fruto, daino
por frio, entre otros (7).

El dafio por frio no se manifiesta en el fruto mientras se encuentra en el
almacenamiento a temperatura baja, sino aparece hasta que la fruta es transferida
a temperaturas mayores; segun sean las condiciones de almacenamiento; tan baja
sea la temperatura, asi de corto sera el tiempo que la fruta puede ser almacenada
sin dafio alguno (28). Los sintomas de dafio por frio pueden ser externos e
internos se inducen por condiciones diferentes (55). Este se manifiesta por
diversos sintomas como lo son: el oscurecimiento interno y externo (se presenta
manchas de un color negro-café irregular en la piel), zonas de ablandamiento,
zonas de inmadurez parcial o total, desarrollo de sabores extrafos, y una mayor
incidencia de hongos en la superficie (12, 20, 27).

Cuando el dafio es leve se producen unas puntuaciones necréticas en la
piel, en cambio dafios severos producen manchas irregulares claramente definidas
de color pardas-negras que sélo afectan la piel. El dafio se inicia en el exocarpo y
se desarrolla hacia la epidermis. Los sintomas aparecen en almacenaje en frio,
pero se intensifican cuando la fruta es retirada del frio y puesta a alta temperatura.
Este tipo de sintoma es mas facil de visualizar en cultivares de piel verde en
maduracion (55). Los sintomas internos se pueden manifestar como
ablandamiento inadecuado, pulpa gris, pardeamiento de haces vasculares, pulpa
manchada etc.

Los sintomas de dafio por frio se manifiestan en fruta almacenada a 0-2°C
por mas de 7 dias y luego puestos a temperatura ambiente, o en fruta almacenada
a 3-5°C por mas de 2 semanas (55).

Las lesiones que sufren las células del fruto por el frio son inducidas por
dos eventos: en el evento primario las células de los frutos sensan su entorno
registrando la temperatura ambiente, cuando es critica dan como respuesta una
serie de eventos secundarios como necrosis de las células y finalmente muerte
celular. Cada sistema biologico tiene su rango Optimo de temperatura de
almacenamiento. Si la temperatura se incrementa o se reduce fuera de dicho
rango, pueden ocurrir ciertos desordenes fisiologicos los cuales causan dafio a las
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células del sistema; por lo que, en los procesos de almacenamiento y transporte
de frutas y vegetales, la magnitud del dafio esta en funcién de la magnitud de la
temperatura extrema a la que se expone el vegetal y de la duracion en la
exposicion a estas temperaturas extremas (16).

Las membranas lipidicas son las mayores barreras que delimitan a la célula
y sus componentes. Los acidos grasos tienen un papel importante en el dafio por
frio, la relaciébn de acidos grasos insaturados a acidos grasos saturados en la
membrana lipidica es mucho mas alta en las especies tolerantes al dano frio que
en las especies sensibles. Las bajas temperaturas modifican la distribucién de los
lipidos en la membrana causando areas gelificadas y otras fluidas, debido a que
los acidos grasos saturados tienden a solidificarse mas facilmente por efecto de
las bajas temperaturas (55). Los acidos grasos insaturados solidifican a
temperaturas mas bajas que los acidos grasos saturados, debido a ello, el efecto
del estrés por frio es sobre la estructura y funcionamiento de la membrana de
células, mitocondrias y cloroplastos.

El dano por frio se inicia basicamente en la estructura membranal de las
células en la que sus fosfolipidos son afectados por diferentes factores. Los dafios
reducen la calidad del producto y acortan la vida util. En el caso de la guayaba se
observa un escaldado superficial, pudricion alternaria y obscurecimiento de las
semillas (15). Las guayabas en pleno madurez de consumo son menos sensibles
al dano por frio que las que se encuentran en estado verde-maduro y se les puede
conservar, sin mostrar sintomas de esta fisiopatia (13).

Las respuestas directas al dafo por frio, generan cambios en las
propiedades fisicas de la membrana celular que resultan en una serie de dafos.
En lugar de que ocurra una alteracién uniforme en la membrana los cambios de
fluidez ocurren probablemente en microdominios dentro de la membrana. Las
respuestas indirectas al dafio por frio, después de una exposiciéon prolongada de
especies sensibles a temperaturas bajas, los cambios en las membranas resultan
en un numero posibles de respuestas secundarias: Pérdida de la integridad de las
membranas, salida de solutos, pérdida de compartimentalizacion y cambios en la
actividad enzimatica (32).

Se ha estudiado que la fruta mas asoleada en el arbol, que alcanza
temperaturas entre 40-50°C, es mas resistente al dafo por frio (55). Se
recomienda para evitar el dafio por frio mantener un crecimiento equilibrado del
arbol, conseguir niveles altos de calcio en el fruto y cosechar en estado 6ptimo de
madurez, en cuanto a manejo de postcosecha almacenar la fruta a una
temperatura minima adecuada para cada variedad sin exceder su tiempo de
almacenaje.

México es uno de los principales paises productores del aguacate
representa el 21.9% convirtiéndose en el productor numero uno en el mundo (21).
Uno de los principales problemas para la comercializacion del aguacate Hass son
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las distancias que se transporta para llegar a su destino final, ya que Michoacan
y México exportan el fruto a mas de 20 paises en el mundo (4).

La exportacion se realiza por via maritima lo que toma hasta 28 dias para
llegar al pais consumidor, para lo cual se somete a temperaturas de 5°C con el
objetivo de prolongar su vida postcosecha, sin embargo, se presenta el
inconveniente del dafo por frio.

El fruto requiere de una tecnologia de almacenamiento que evite el dafo
por frio por lo que la propuesta es la activacion de las proteinas de choque térmico
HSP17 y HSP70 para inhibir el dafio por frio.

6.1 Almacenamiento del fruto

En la actualidad se cuenta con 3 formas de almacenamiento:
Almacenamiento con atmosferas modificadas (AM), Almacenamiento con
atmosferas controladas (AC) y el uso de la refrigeracion que es comunmente
usado para incrementar el tiempo de almacenamiento, ya que a bajas
temperaturas se reduce la velocidad de respiracion y el metabolismo del fruto,
prologando su vida postcosecha.

Sin embargo, el almacenamiento a bajas temperaturas durante periodos
prolongados se encuentra limitado por una maduracion anormal (3) y la
susceptibilidad de este a sufrir dafo a bajas temperaturas <6°C para aguacate
manifestandose en una decoloracién de la superficie, obscurecimiento de la pulpa
y endurecimiento del tejido vascular, pérdida del sabor, estos sintomas no
aparecen durante el almacenamiento del fruto en cuartos frios, sino hasta que se
retira de esa atmésfera (11).

Algunas frutas y cultivos horticolas son susceptibles al dafio por frio cuando
se refrigeran a temperaturas inferiores a 13-16°C (37). Los dafos reducen la
calidad del producto y acortan la vida util.

La tabla 4 proporciona algunos ejemplos de los sintomas de dafio por frio
en una variedad de cultivos. Los sintomas frecuentemente aparecen solo después
de que la mercancia se transfiere a temperaturas mas altas, como ocurre durante
la venta.
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Tabla No.4 Susceptibilidad de frutas y hortalizas a los dafios por frio cuando se almacenan a bajas
temperaturas pero no de congelacion.

LA MAS BAJA |DANO PRODUCIDO AL ALMACENAR ENTRE 0°C Y MAS BAJA
TEMPERATURA TEMPERATURA SEGURA.

PRODUCTO

Manzanas,

Esparragos
Aguacates

Platanos verdes
o0 maduros

Frijoles Lima
Vainicas
Arandano agrio
Pepinos
Berenjenas
Guayabas

Toronjas
Jicama
Limones

Limas

Mangos
Sandia
Aceitunas

Naranjas de
California 'y
Arizona

Papayas

Pimientos dulces
Pinas
Papas

Ayotes y
calabazas

Camotes

Tomates
maduros

Tomates
pintones

SEGURA. °C
2-3

0-2
4.5-13

11.5-13

1-4.5
7

2

7

7

4.5

10
13-18
11-13

7-9

1013
4.5

13

7-10

13

Oscurecimiento interno, corazén café, colapso humedo,
escaldado suave.
Color verde apagado, puntas flojas.

Decoloracion de la superficie, oscurecimiento de la pulpa y
endurecimiento del tejido vascular, pérdida del sabor.

Decoloracion gris-cafezusco de la carne.

Color apagado al madurar.

Manchas y areas café herrumbroso.

Formacion de pequefios crateres, coloracion café.
Textura hulosa, carnosidad roja.

Formacion de hoyuelos, areas acuosas, descomposicion.

Escaldado superficial, pudriciéon alternaria oscurecimiento de las
semillas.

Darios en la pulpa, descomposicion.
Escaldado, hoyos, colapso acuoso.

Descomposicion, decoloracion. Hoyuelos, manchas de las
membranas, manchones rojos.

Hoyuelos, quemado de la piel.
Decoloracion grisacea de la piel, maduracion irregular.

Hoyuelos, descomposicion del pie.
Decoloracion, areas acuosas, hoyuelos, descomposicion.
Hoyuelos, manchas de color café.

Hoyuelos, imposibilidad de maduracion, malos sabores,
descomposicion.

Ampollas en la cuticula, pudricién por alternaria en las vainas y
célices oscurecimiento de las semillas.

Hoyuelos, oscurecimiento interno y externo.
Color verde apagado al madurar.

Oscurecimiento hasta color caoba (Chippewa y Sebago), sabor
dulce.

Descomposicion, especialmente por alternaria.
Descomposicion, hoyuelos, decoloracion interna; corazén duro
tras la coccion.

Textura acuosa y ablandamiento, descomposicion.

Color pobre al madurar, descomposicion por alternaria.
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En el caso de los frutos de aguacate (6) la temperatura Optima de
almacenamiento oscila entre 3 y 7°C, con una H.R. de 85-95%, temperatura mas
alta de congelacion es de -1.6°C con una produccién de etileno alta (33). Las
pérdidas postcosecha de aguacate a nivel mundial se estiman en el orden de 43%,
dentro de los principales factores de pérdida se encuentra: dafo por frio,
ablandamiento del fruto, dafio por rozaduras (25, 27) y enfermedades parasitarias.
Los principales sintomas de dafo por frio son manchas negras en la epidermis y
una decoloracién gris o café obscura en el mesocarpio.

En la guayaba la temperatura 6ptima de almacenamiento oscila entre
8-10°C, con una H.R de 90-95% para las guayabas verde-maduras y parcialmente
maduras y esto conduce a una vida de almacenamiento de 2 o 3 semanas (13). El
almacenamiento a temperaturas inferiores a 5°C generalmente ocasiona dafio por
frio. Las manchas obscuras o manchado general de la superficie del fruto son
manifestaciones secundarias del proceso de dafio por frio.

En la calabacita la temperatura Optima de almacenamiento es de
5-10°C con una H.R de 95% (45). Las calabacitas no se pueden almacenar por 10
dias. Se les ha almacenado a 5°C hasta por 2 semanas con una calidad aceptable
para el mercadeo. El almacenamiento a temperaturas inferiores a 5°C por mas de
3-4 dias, generalmente ocasiona dafio por frio (45). Las variedades difieren en su
sensibilidad al dafo por frio. Los sintomas que siguen al dafo por frio son
deterioro de la calidad visual y sensorial, picadura de la superficie y un progreso
rapido del manchado o pardeamiento. El almacenamiento por mas de dos
semanas incrementa las pudriciones, el amarillamiento y el aspecto marchito,
especialmente después de que las calabacitas se transfieren a las condiciones
tipicas de venta.

Las calabacitas son consumidas en diversos estados de madurez fisioldgica
son considerados como frutos inmaduros. El dafio por frio es acumulativo y puede
iniciarse en el campo antes de la cosecha. Las calabacitas Zucchini estan
consideradas como las mas tolerantes al frio. Otros tipos pueden mantener una
mejor calidad durante periodos de almacenamiento de 10 a 14 dias y a
temperaturas ligeramente mayores 7.2°C con una H.R 95% (45).

El almacenamiento o el embarque en atmosferas controlada o modificada
ofrecen poco beneficio en la conservacion de la calidad de las calabacitas. Las
bajas concentraciones de O; 3-5% retrasan el amarillamiento de las variedades
verde oscuro y el inicio de las pudriciones por unos pocos dias. La calabacita
Zucchini tolera elevadas concentraciones de CO, hasta un 10% pero la vida de
almacenamiento no se extiende mucho. Las concentraciones de CO; iguales o
mayores de 5% reducen la sensibilidad al dafio por frio en Zucchini (45).

En el mango la temperatura 6ptima es de 10-13°C con una H.R de
85-90% altamente sensible al almacenamiento a bajas temperaturas de 10°C. Los
sintomas del dafo por el frio en mango incluyen decoloracion, deterioro,
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maduracién irregular, desarrollo de color y sabor pobre y aumento de la
susceptibilidad a las enfermedades (50).

La naranja con una temperatura 6ptima de almacenamiento de 10-13°C.
Sufre dafio por frio cuando es almacenado por debajo de los 12°C presentandose
hoyuelos, imposibilidad de maduracién, malos sabores, descomposicion, etc.

En el Jitomate las temperaturas éptimas son: Verde Maduro 12.5-15°C,
Rojo Claro 10-12.5°C y Maduro Firme 7-10°C con una H.R de 90-95%. Los
tomates Verde Maduro pueden almacenarse a 12.5°C por 14 dias antes de
madurarlos sin reduccién significativa de su calidad sensorial y desarrollo de color.
La pudricion aumenta si se almacena mas de dos semanas a esta temperatura.
Después de alcanzar el estado Maduro Firme, la vida de anaquel es de 8 a 10
dias si se aplica una temperatura dentro del intervalo recomendado (47). Durante
la distribucion comercial es posible encontrar que se aplican temperaturas de
transito o de almacenamiento de corto plazo inferiores a lo recomendado, pero es
muy probable que ocurra dafio por frio después de algunos dias (49). Los tomates
son sensibles al dafio por frio a temperaturas inferiores a 10°C si se les mantiene
en estas condiciones por 2 semanas o0 a 5°C por un periodo mayor a los 6-8 dias.
Los sintomas del dafio por frio son alteracion de la maduracién (incapacidad para
desarrollar completo color y pleno sabor, aparicién irregular del color o manchado,
suavizacion prematura), picadura y pardeamiento de las semillas e incremento de
pudriciones (49).

La chirimoya tiene una temperatura 6ptima de 8-12°C con una H.R de
90-95%. La exposicion de las chirimoyas a temperaturas inferiores a 8-12°C,
dependiendo del cultivo y estado de madurez, producen dafio por frio (40). Los
sintomas incluyen un oscurecimiento y endurecimiento de la cascara, depresiones,
incapacidad de desarrollar buen sabor y pulpa "harinosa". Las chirimoyas se
pueden mantener hasta 6 semanas a 10°C en 5% O, vy posteriormente
maduradas a 20°C.

En el pepino la temperatura éptima de almacenamiento oscila entre
10-12.5°C, con una H.R de 95%. El pepino se almacena por menos de 14 dias ya
que pierde calidad visual y sensorial. Después de dos semanas se incrementan
las pudriciones, el amarillamiento y la deshidratacidon, especialmente después que
los frutos se transfieren a las condiciones normales de venta. El almacenamiento
por corto plazo o la temperatura de 7.2°C se usa comunmente, pero produce dafio
por frio después de 2 a 3 dias. Los pepinos son sensibles al dafio por frio a
temperaturas inferiores a 10°C si se les mantiene en estas condiciones por mas de
3 dias, dependiendo de Ila temperatura especifica y del -cultivar. Las
manifestaciones del dafio por frio son areas translicidas y de apariencia acuosa,
picadura y pudricion acelerada (46). Las variedades de pepino difieren en la
susceptibilidad a esta fisiopatia.
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El platano tiene una temperatura 6ptima de almacenamiento de 13-14°C
con una H.R de 90-95%. El dafo por frio es causado por la aplicacion de
temperaturas inferiores a 13°C por unas pocas horas o dias, dependiendo del
cultivar, grado de madurez y temperatura (42). Los sintomas incluyen color de la
piel amarillo grisaceo y opaco, el tejido subepidérmico presenta vetas de color
pardo oscuro, problemas para madurar y en casos severos, pardeamiento de la
pulpa (52).

En la piha la temperatura éptima de almacenamiento es de 10-13°C para
pifias parcialmente maduras y 7-10°C para pifias maduras con una H.R de
85-90%. La exposicion de las pifas a temperaturas inferiores a 7°C puede
producir dafo por frio. Las frutas maduras son menos susceptibles que las
inmaduras o las parcialmente maduras. Los sintomas incluyen color verde opaco,
areas translucidas o de apariencia acuosa en la pulpa, oscurecimiento del tejido
del corazén, mayor susceptibilidad a las pudriciones, y marchitamiento y pérdida
de color de las hojas de la corona. El Manchado pardo interno o corazén negro se
le asocia con la exposicion de las pifias a bajas temperaturas antes o después de
la cosecha; por ejemplo a 7°C por una semana o mas (41).

En los frutos tropicales y subtropicales los tejidos sufren de dafio por frio
durante el almacenamiento al ser expuestos a bajas a temperaturas de 0-15°C,
causando alteraciones fisioldgicas. Estas alteraciones son reversibles cuando el
almacenamiento es por tiempos cortos, pero se hacen irreversibles dependiendo
del tiempo de exposicion (23). Por lo que el grado de dafio por frio depende de la
temperatura de exposicion y la sensibilidad de las especies a las temperaturas de
refrigeracion (14).

6.2 Tratamientos Térmicos

Se ha encontrado que las altas temperaturas aumentan la tolerancia de los
tejidos sensibles al frio (50). Una alternativa para reducir el dafio por frio y reducir
la carga microbiana, es la exposicion del fruto a tratamientos térmicos con
temperaturas de 38°C a 40°C antes de almacenarlos a bajas temperaturas.

El Choque térmico se da en dos fases: La exposicion del fruto a
tratamientos térmicos consiste en la exposicién de temperatura de 38°C-40°C por
un tiempo de 30-240 minutos tiene como finalidad inducir la expresién de los
genes hsp17 y hsp70 responsables de codificar para las proteinas de choque
térmico HSP17 y HSP70 (48), las cuales conferiran termotolerancia al fruto
evitando que este se dafie y exponer al fruto a 50°C para reducir la carga
microbiana.

La Termotolerancia adquirida se define como la capacidad de las células de
sobrevivir a un tratamiento mortal con alta temperatura, debido al tratamiento
previo con una temperatura alta subletal (43).
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Cada tratamiento esta en funcion de las caracteristicas de transferencia de
calor del fruto, tamafio, forma, tipo de contenedor del fruto, la densidad del tejido
del fruto y sobre todo las caracteristicas de calor del medio (2).

Los tratamientos térmicos pueden ser aplicados a frutas y vegetales en
diversas formas: exposicion en agua caliente, vapor saturado, aire seco, radiacion
infrarroja y radiacién de microondas. La aplicacién de dichos tratamientos térmicos
les confiere termotolerancia a los frutos (24) inhibiendo el dafio por frio por acciéon
de las HSP (25).

La inmersion en agua a temperatura moderada o los tratamientos con aire
forzado humedo pueden ser tratamientos alternativos para aquellos frutos
sensibles al calor. El uso de tratamientos térmicos ademas de evitar el dafo por
frio se ha usado en los ultimos afos para el control de plagas, ataque por hongos
patdbgenos y para alterar el proceso de maduracion, ocasionando un retraso en el
mismo.

Las condiciones ambientales como la temperatura, luz, disponibilidad de
agua o balance hormonal en las plantas, tiende a modificar la expresion de genes
y a nivel molecular, una de las respuestas mejor caracterizadas es la respuesta a
las altas temperaturas o choque térmico (24). La respuesta del choque térmico es
una reaccion conservada de las células y organismos a temperaturas elevadas
(choqué o estrés térmico); las respuestas provocadas por dichos fenbmenos son
las siguientes:

a) Los organismos y las células se protegen contra dafios severos.
b) Se restablecen las actividades fisiolégicas de la célula en forma normal.
c) Se incrementan los niveles de termotolerancia.

La respuesta al choque térmico se encuentra ligada a otros tipos de estrés,
ya que produce proteccibn contra deshidratacion, dafo por frio y por
congelamiento, metales pesados y estrés oxidativo en plantas (22). Tratamientos
con aire o agua caliente han reducido el dafo por frio en mango, naranja y
jitomate con tratamientos con agua caliente a 42°C por 1h, y aire a 38°C por 2
dias y almacenados a 2°C, para ser madurados a 20°C. Los frutos tratados no
sufren dafio por frio, mientras que los frutos no tratados sufren dafio por frio en el
63% (26). Se ha sugerido que la exposicién de los tejidos de las plantas a un
estrés puede proteger la planta de otro estrés (18). La temperatura antes del
almacenamiento a baja temperatura puede prevenir el desarrollo de dafio por el
frio en frutos de mango al estado verde; sin embargo, temperaturas sobre 46°C
pueden causar dafios por el calor (50).

En la Guayaba la induccion de HSP durante 30 minutos a 38°C es favorable
para mantener un fruto sin dafio por frio durante su almacenamiento. Sin embargo,
cuando es el fruto es sometido a 60 minutos no es factible para evitar el dafo en el
fruto durante todo el almacenamiento.
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Un tratamiento con calor a 35°C por un dia reduce los sintomas de dafio por
frio en pifias transportadas a 7°C debido a que limita la actividad de
polifenoloxidasa y consecuentemente el pardeamiento del tejido (41).

Mientras que la temperatura a 50°C tiene como objetivo principal la
reduccion de carga microbiana involucrada en el deterioro del fruto durante el
almacenamiento. La combinacion de ambos tratamientos llevara a prolongar la
vida de anaquel del fruto, conservando sus atributos de calidad (48).

En el aguacate temperaturas de 35 y 45°C reducen la actividad de la
enzima polifenoloxidasa (PPO) es la responsable de los pardeamientos al oxidar
los fenoles en quinonas y melanina (45). Los tratamientos por debajo de los 50°C
no disminuyen la calidad del color, textura y sabor del fruto. Por lo tanto los frutos
expuestos a una temperatura de 50°C por 10 y 20 minutos no afecta la calidad
fisicoquimica y sensorial de las mismas incrementando el tiempo de
almacenamiento.

En el caso del fruto de aguacate es de suma importancia el contenido
lipidico que este presente; el choque térmico no afecta el porcentaje de acidos
grasos contenidos en los frutos de aguacate Hass manteniéndose esté a lo largo
del tiempo de almacenamiento del fruto, conservando el fruto su principal atributo
de calidad (17).

La temperatura 6ptima de expresion de las HSP por un tratamiento térmico
es de 38°C por periodos de al menos 2h, para lograr los efectos de retardamiento
de la maduracion y reduccién del dafio por frio son necesarios periodos entre 6h y
12h (11) mientras que la expresion de las HSP en forma natural por la incidencia
de la luz solar fue demostrada cuando el fruto de aguacate tiene al menos 4h con
temperaturas internas minimas de 37°C.

Los tratamientos térmicos reducen las tasas de respiracion de los tomates
y pepinos expuestos a bajas temperaturas. En mangos, los tratamientos térmicos
aparentemente afectan la respiracion pero no la magnitud del climaterio (19).

El etileno es un compuesto gaseoso vegetal que tiene un rol en la vida
poscosecha de los productos frutihorticolas, a menudo nocivo acelera la
senescencia, a veces es benéfico mejora la calidad del producto al promover una
maduracién mas rapida y uniforme antes de su distribuciéon. La produccion de
etileno se ve inhibida cuando el fruto es sometido a temperaturas mayores de
35°C por largo tiempo, pero puede exceder los niveles normales si el fruto es
transferido a una temperatura que no le cause estrés (5). Temperaturas mayores
de 35°C causan una acumulacion enddégena de acido 1-amino-ciclopropano (AAC)
en algunos frutos con una reduccion en la produccién de etileno. La conversiéon de
AAC a etileno es aparentemente muy susceptible al dafo por calor.
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Los frutos expuestos a prolongados periodos de tiempo a altas
temperaturas rapidamente recobran su habilidad para la sintesis de etileno,
frecuentemente los niveles de etileno se incrementan mas que los frutos que no
fueron tratados por calor. Cuando la produccion de etileno endégeno también es
inhibida los frutos no responden posteriormente al etileno enddgeno. Esto indica la
pérdida o inactivaciéon de los receptores de etileno, o bien, la incapacidad para
transferir la sefal para la serie secuencial de eventos que permitan la maduracion
(18). La produccion de etileno en tomate a tratamientos térmicos y posteriormente
almacenados por 3 semanas a 2 ° C tiene niveles de evolucion en el etileno mas
alto que los frutos no tratados. En el mango la produccion de etileno después de
los tratamientos térmicos es inhibida (19). En estudios realizados en mango
tratados a 38°C por 3 dias, se observo que la produccion de etileno es similar a la
presentada por los frutos climatéricos, aunque no es idéntica.

La presencia de las HSP puede detectarse en un intervalo que va de
3—10 minutos después de la exposicion del fruto a altas temperaturas. La sintesis
de las HSP incrementa con el aumento en la temperatura y la temperatura maxima
de sintesis posiblemente coincide con la temperatura optima de crecimiento de
cada especie. La produccién de las HSP depende de la fisiologia de cada uno de
los organismos. Ciertas proteinas normales de la célula son homélogas a las HSP
y no muestran incremento en su expresion como respuesta a altas temperaturas.

Después del tratamiento fitosanitario, los frutos de aguacate son sometidos
al “Choque térmico”, el cual consiste en colocar los frutos por inmersién en agua
contenida en una cisterna a una temperatura de 38°C por una hora.
Posteriormente se sumergen en una segunda cisterna con agua, a una
temperatura de 50°C por 10 minutos (48).

Una vez realizado el tratamiento de choque térmico, los frutos pasaran a
través de una banda transportadora acondicionada con aire para el secado de los
frutos, para finalmente ser empacados. Una vez que el fruto ha sido empacado se
procede al almacenamiento, considerando un periodo maximo de 28 dias bajo el
cual el aguacate conservara sus caracteristicas de calidad idéneas para la
comercializacion del mismo.

En la chirimoya se han hecho estudios para alargar la vida de anaquel a
través de un mecanismo donde el fruto sea mas resistente al frio. Como se trata
de un fruto subtropical no puede almacenarse y transportarse a la misma
temperatura de conservacioén que otros frutos como el aguacate, que si resisten
las bajas temperaturas (29). Con la refrigeraciéon se logré incrementar por 7 dias el
periodo de maduracion, este tiempo no es suficiente para que el fruto traspase las
fronteras y llegue en buen estado a los consumidores. Se planted que este fruto
responde con un sistema de defensa a situaciones de estrés como es el frio y
aseguré que las bajas temperaturas inducen una respuesta a nivel celular
promoviendo las sintesis de las HSP. Actualmente se ha estudiando las
condiciones para que la chirimoya “sobre exprese” estas proteinas, es decir, que
su concentracibn sea mayor de lo normal, y puedan tolerar temperaturas mas
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bajas. Como es un fruto poco conocido a nivel mundial, se tiene que caracterizar
las HSP en la chirimoya, para inducir su sintesis y evaluar el mecanismo de
resistencia al frio durante la maduracién de los frutos (35).

Las HSP son miembros de una superfamilia de multigenes en la cual no
todos los miembros son regulados por calor. Las HSP abarcan un grupo de
polipéptidos ubicuos que se inducen cuando la célula se sujeta a condiciones
agotadoras como las altas temperaturas, presiones elevadas, compuestos toxicos,
etanol, analogos de aminoacidos, falta de glucosa, ion6foros de calcio etc. La
actividad de las HSP implica el acompafiamiento correcto de las cadenas del
polipéptido atando a los residuos hidrofébicos expuestos y participan en su
transporte de uno a otro organelo de la célula, al mismo tiempo que impiden su
interaccion con otras moléculas.

Estas actividades conservan el plegamiento de las proteinas recién
sintetizadas y con el transporte de las mismas hacia el reticulo endoplasmatico, el
aparato de Golgi y la membrana. Por esta funcién de plegarse a otras moléculas y
acompafiarlas hasta su destino se les denomina chaperonas moleculares (57).

Ademas estan implicadas en la proteccion del tejido del aguacate al dafio
tisular producido por el frio (temperaturas de 0-6°C), las HSP estimulan la
glicosilacion de las proteinas (25, 26). Si embargo, su regulacion y mecanismos
moleculares no se han dilucidado. Los organismos eucariotes y procariotes
responden frente a estimulos potencialmente dafiinos, tales como temperaturas
elevadas, aumentando la sintesis de HSP (57). Como una consecuencia de su
funcién chaperona, las HSP se encuentran asociadas a un amplio espectro de
péptidos derivados de las células de las que estas proteinas se aislan.

Su funcién chaperona se da cuando se inicia la sintesis de cualquier
proteina en un ribosoma, en forma simultanea se adhieren a ella moléculas de
HSP con el propésito de regular su conformacion nativa para asegurar que una
configuracion normal permita a esa proteina ejercer su funcién y/o prepararla para
ser adecuadamente excretada, impidiendo que en su transito a través del
citoplasma otras moléculas puedan adherirse a ella alterando su estructura o
bloqueando su funcién (39). En este proceso de protecciéon la HSP70 puede
requerir la ayuda de otras HSP como la TCP-1, otras HSP70 u otras
pertenecientes a los complejos HSP60 y HSP10 para terminar su plegamiento o
para ingresar a la mitocondria.

Las HSP facilitan y permiten una amplia diversidad en procesos como son
transporte de proteinas y actividad de receptores. La ubiquitinina es una proteina
que depende del ATP y esta relacionado con la protedlisis intracelular. Estas
proteinas con excepcion de la ubiquitinina se caracterizan por su incremento de
expresion como respuesta a alta temperatura (39), algunos de ellos se encuentran
en niveles significativas en condiciones normales, en células no sujetas a
condiciones adversos, o bien, son producidas en estados particulares del ciclo
celular o durante el desarrollo.
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Sus tasas de sintesis aumentan cuando el organismo se encuentra
sometido a estimulos estresantes que pueden o no proceder del medio ambiente
(36) por ejemplo el calor , la falta de alimentos, radicales libres, infecciones, etc.

Algunos miembros de la familia HSP70 y HSP90 participan activamente en
el transporte hacia el reticulo endoplasmatico, de las cadenas peptidicas que
forman los receptores (TCR y BCR) de los linfocitos T y B. Participan en la
biosintesis de los complejos que estan formadas por los antigenos de
histocompatibilidad propias mas los oligo-péptidos que resultan de la digestidon
enzimatica de antigenos extrafos. Las HSP90 participan en el transporte de los
receptores para las hormonas esteroides y se mantiene unida a los mismos en el
nucleo de las células (38).
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CONCLUSIONES

1. Los resultados encontrados en la literatura muestran a las chaperoninas
como unas maquinas moleculares con una arquitectura ideada por la naturaleza
para tratar un problema general, el del plegamiento de proteinas, utilizando para
ello un mecanismo que aunque ineficiente desde el punto de vista energético se
adapta a un gran numero de proteinas. Durante la evolucién natural de los
organismos, esa misma arquitectura ha sido utilizada por otra chaperonina para
tratar de forma especifica y muy eficiente el problema del plegamiento de dos
proteinas citoesqueléticas vitales para la célula como son la actina y la tubulina

(1).

2. Las proteinas de choque térmico estan siempre presentes en las células
en un nivel bajo, pero son fabricadas en cantidades mayores cuando las células
son estresadas por el calor u otros factores ambientales. Estas proteinas reparan
otras que estan adversamente afectadas por condiciones ambientales, y son parte
de la reaccion normal de las células al estrés. No obstante, si se producen con
demasiada frecuencia o durante tiempo prolongado, se les conoce por causar
cancer.

3. El tratamiento de choque térmico en los frutos como tecnologia de
almacenamiento logran la activacion de las proteinas de choque térmico HSP17 y
HSP70 para inhibir el dafio por frio al exponer a productos hortofruticolas a
temperaturas bajas para retardar el proceso de maduracion en el tiempo que dura
el proceso de exportacion.

4. Para la induccion de las proteinas de choque térmico en los frutos estos
son expuestos a una temperatura de 38-40°C por 30-240 minutos confiriéndoles
de estd manera Termotolerancia cuando son almacenados a bajas temperaturas
disminuyendo asi la susceptibilidad al dano por frio.
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