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Resumen

La enfermedad vascular cerebral (evc) es una de las causas de morbimor-
talidad mas frecuentes en nuestro medio. Las proteinas de choque térmico
son chaperonas moleculares que responden al estrés inducido por diver-
sas lesiones. Ciertos estudios experimentales han descrito su papel en la
respuesta adaptativa a la isquemia cerebral, caracterizando algunos de
sus efectos moduladores de la respuesta inflamatoria y del ciclo celular.
Presentamos un trabajo de revision sistematica de la literatura acerca de
los hallazgos experimentales de los modelos de lesion por isquemia-reper-
fusidn y deprivacion de oxigeno-glucosa, asociados con la funcién de las
proteinas de choque térmico en células nerviosas. Se realizd una busqueda
avanzada de articulos relevantes o recientes sobre este tema, en bases
de datos especializadas (PubMed, Google Scholar, Scielo, MEDLINE y Co-
chrane Library). Los estudios revisados demuestran que estas chaperonas
moleculares modulan la respuesta a la isquemia cerebral transitoria, contro-
lando mecanismos adaptativos que favorecen la tolerancia del cerebro a la
isquemia y la inhibicion de la apoptosis en las células nerviosas. Estos resul-
tados experimentales permiten entrever una posible utilidad terapéutica de
estos mecanismos moleculares, considerando a las proteinas de choque
térmico como prometedores blancos terapéuticos para el tratamiento de
la enfermedad vascular cerebral y otras patologias.
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Abstract

Cerebrovascular disease (cvp) is one of the most frequent causes
of morbidity and mortality in our setting. Heat shock proteins are
stress-induced molecular chaperones responsive to different types
of injury. Certain experimental studies have described their role in
the adaptive response to cerebral ischemia, characterizing some of
their inflammatory response and cell cycle modulatory effects. We
present a descriptive and systematic literature review about the ex-
perimental findings of ischemia-reperfusion injury and oxygen-glu-
cose deprivation models associated to the function of heat shock
proteins in nerve cells. An exhaustive and focused search of rele-
vant or recent articles on this topic was carried out in specialized
databases (PubMed, Google Scholar, Scielo, MEDLINE and Cochra-
ne Library). The studies reviewed demonstrate that these molecu-
lar chaperones modulate the transitory cerebral ischemia response,
controlling adaptive mechanisms that promote brain tolerance to
ischemia and the apoptosis inhibition in nerve cells. These experi-
mental results allow us to glimpse a possible therapeutic utility of
these molecular mechanisms, considering heat shock proteins as
promising therapeutic targets for the treatment of cerebrovascular
disease and other conditions.
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Introduccion

Las proteinas de choque térmico (Hsps, del inglés heat shock proteins) son una
familia heterogénea de biomoléculas de bajo peso, cuya expresién responde al
estrés celular, ademas de activar su interaccién con otras proteinas y acidos nu-
cleicos regulando importantes cambios en la respuesta inflamatoria y la apoptosis.
Estas proteinas se han propuesto como blanco terapéutico en diversos padeci-
mientos autoinmunes y neurodegenerativos, por o que es importante documen-
tar informacién actualizada y relevante sobre el conocimiento de sus funciones
bioldgicas.! El propdsito de este trabajo es presentar una actualizacion en el tema,
con enfoque en los hallazgos experimentales obtenidos por maniobras como la
oclusién arterial transitoria in vivo, que permita inferir los mecanismos moleculares
subyacentes que ocurririan en condiciones clinicas analogas, tal como en el infarto
cerebral; reunir elementos que permitan integrar de mejor manera la respuesta
cerebral a la isquemia para prever su utilidad en el desarrollo de terapias mole-
culares viables, para el tratamiento de pacientes con alto riesgo de enfermedad
cerebrovascular. Para este fin, se realizd una revision sistematica de la literatura
con caracter descriptivo, mediante una blsqueda en las bases de datos PubMed,
Google Scholar, Scielo, MEDLINE y Cochrane Library, utilizando los siguientes tér-
minos MeSH (Medical Subject Headings): Heat Shock Protein y/o Ischemic Stroke
y/o MCAOQ y/o HSP27 y/o HSP60 y/o HSP70 y/o HSP9O. La informacién y datos
recopilados fueron evaluados de acuerdo con su significancia y congruencia para
esclarecer el efecto de la isquemia cerebral transitoria, inducida experimentalmen-
te sobre la expresion y funcidn de proteinas de choque térmico en modelos muri-
nos, asi como su relevancia y actualidad.

Modelo de isquemia cerebral inducida experimentalmente

La oclusién mecanica de la arteria cerebral media (Mcao, del inglés middle cerebral
artery occlusion) es un modelo experimental de isquemia cerebral transitoria. Dicha
maniobra impide el flujo sanguineo normal hacia el hemisferio cerebral ipsilateral,
y se logra introduciendo un filamento o catéter removible en la luz arterial, lo cual
produce isquemia durante su curso, para posteriormente permitir la reperfusion y
finalmente evaluar los cambios
en el érgano (Figura 1).2

Este modelo pretende emu-
lar las condiciones fisiopato-
|6bgicas que ocurren durante
un ictus.® La arteria cerebral
media es una rama derivada
de la arteria cardtida interna,
un vaso que frecuentemente
forma placas de ateroma redu-
ciendo progresivamente el flujo
sanguineo cerebral. En algunas
ocasiones dicha obstruccién
puede favorecer un evento
embdlico al desprenderse un
fragmento del ateroma.*
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Figura 1

Modelo de isquemia - reperfusién cerebral in-
ducida por oclusién de la arteria media cerebral.
Tomado de Khansari and Halliwell, 2019.
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chas otras proteinas que participan en diversas vias de seflalizacion intra-
celular, actuando como factores transcripcionales que regulan la expre-
sion de genes que participan en la adaptacion celular al estrés. Ademas,
las Hsps intervienen en el plegamiento de proteinas y modulan cambios
postraduccionales, asi como los fendmenos de autofagia y el ciclo celular,
lo que les confiere un papel decisivo en el mantenimiento de la homeos-
tasis celular.
En general, la expresién génica de las Hsps esta re-
gulada por el factor de choque térmico (HsF, del inglés
heat shock factor), que es fosforilado en respuesta a
un estimulo nocivo (p. €j. hipoxia, cambios bruscos de
temperatura, exposicion a radiacion, etc.) (Figura 2).
Este factor fosforilado se transloca al nucleo celu-
lar, donde reconoce y se une a secuencias consen-
so dentro de los elementos de respuesta a estrés
térmico (Hses, del inglés heat shock elements); estas
secuencias estan ampliamente distribuidas en las re-
giones promotoras de los genes que codifican a las
HsPS, que al reconocer al HsF inducen la expresion de
dichos genes en respuesta a los estimulos nocivos.
Una vez que las Hsps se distribuyen en el citosol, éstas
interactlan con el HsF impidiendo su fosforilacion y
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Figura 2

Regulacién canénica de la expresion génica de
las proteinas de choque térmico.
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brevemente, las Hsps son moléculas moduladoras de .
la respuesta adaptativa y tienen, por ende, una parti- \
cipacion importante en la respuesta inmunitaria y en e
la regulaciéon de la apoptosis.®

A continuacién, se enumeran las Hsps de cada gru-
po en funcién de su peso molecular, las cuales han
mostrado ser inducibles por isquemia cerebral transi-
toria, de acuerdo con lo encontrado en la presente revision:

Efectos de la isquemia cerebral en las
proteinas de choque térmico

A continuacion, se describen los efectos moleculares encontrados en la li-
teratura, de las distintas chaperonas reportadas en esta revision, de acuer-
do con el grupo de peso molecular al que pertenecen:

Hsp27

El papel de esta chaperona en la respuesta a la isquemia cerebral transito-
ria destaca en el estudio del paradigma de precondicionamiento focal. Dicho
fendmeno consiste en producir tolerancia a la isquemia prolongada después
de someter al organismo a un curso de sesiones subsecuentes de mcao. El
estudio de este fendmeno arrojé que después de 1-7 dias de intervencion,
considerando intervalos de recuperacion adecuados para la sintesis de pro-
teinas, se indujo la expresion de los genes que codifican para Hsp70, Hsp27
y la proteina &cida gliofibrilar (cFar, del inglés glial fibrillary acidic protein). El
aumento inducido en los niveles de esta Ultima proteina es caracteristico de
la astrogliosis, que ocurre en presencia de un aumento significativo de la ac-
tividad metabdlica de los astrocitos ante diferentes tipos de insulto. Los cam-
bios descritos en este trabajo ocurren sin mostrar evidencia de dafio cerebral
posterior a las pruebas. Este hallazgo llevd a los autores a proponer que la
induccion de Hsp27 y Hsp70 responde a una reaccion adaptativa que provee
proteccidn temporal contra la isquemia.b En otro estudio realizado en células
de retina y del nervio 6ptico de ratas sometidas a diferentes tipos de isque-

HSEs: hewt shock clemenns, HSF: hoat shock factor, HSP: heat shock peotens; P fosforilacidn.

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 1

Hsps inducibles por isquemia cerebral

Grupo Integrantes
ab-cristalinas
Hsp27
Hsp20
Hsp10
Hsp60
Hsp60
Hsp72
Hsp70
HspA12B
Hsp90 Hsp90a

Fuente: Elaboracién propia.



mia experimental, se demostrdé que existen cambios diferenciales en la expresion
de proteinas como c-Fos, ab-cristalina (Cryab), Hsp27, Hsp60 y Hsp70, sin mostrar
dafio neurolégico aparente, sugiriendo nuevamente que la induccion de Hsp27 y
Hsp70 podria tener un efecto protector o adaptativo.” Este efecto inductor de la
isquemia cerebral transitoria sobre los niveles de Hsp27 en la zona perilesional, no
solo es especifico, sino de utilidad como indicador para discriminar la poblacion
neuronal y glial afectada por la isquemia.# Mas aun, los ratones Hsp27tg con so-
brexpresion constitutiva de esta chaperona, fueron mas resistentes al dafio indu-
cido por isquemia cerebral transitoria, en comparacién con ratones silvestres.® Por
otro lado, en animales transfundidos con células troncales neurales (ksc, del inglés
neural stem cells) se reportaron niveles de expresidn superiores de Hsp27, al com-
pararlos con los controles tratados solo con un vehiculo; ademas, dichos niveles se
asociaron a una baja actividad de la caspasa-3 (Cas-3), que se traduce en un efecto
inhibidor de la apoptosis. Lo anterior también podria postularse como un mecanis-
mo putativo de neuroproteccion.® Algunos farmacos pueden potenciar el efecto
neuroprotector de Hsp27, tal es el caso de sulindaco, un potente agente antiinfla-
matorio no esteroideo (aNE). Este farmaco induce la expresién de Hsp27 en la zona
de penumbra isquémica y el nicleo de la lesion por mcao, asi como la activacion de
las proteinas Akt y cambios en los niveles de Bcl-2, las cuales promueven la dife-
renciacion y el crecimiento celular," confiriendo un efecto anti-apoptético y neuro-
protector; es pertinente sefialar que para que Hsp27 tenga este efecto, debe estar
fosforilada.” Mas aun, se ha demostrado que la fosforilacidon de Hsp27 inducida por
la isguemia cerebral con cursos de hasta 120 minutos, inhibe la sintesis de la fruc-
tosa-6-fosfato y ribulosa-5-fosfato, potenciando la via de la pentosa-fosfato (prp,
del inglés pentose phosphate pathway). Por otra parte, se ha reportado que la via
de mapk (del inglés, mitogen-activated protein kinase) esta regulada positivamente
durante el curso de la isquemia cerebral, favoreciendo la activacion de Hsp27 y la
via de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) con un aumento en el cociente
NADPH / NAD+. Se observé ademas que la inyecciéon local de un inhibidor de la
proteina ATM cinasa (at™m, del inglés ataxia telangiectasia mutated, KU-55933) re-
dujo significativamente la fosforilacion de Hsp27 y G6PD; mientras que el uso de un
inhibidor selectivo de la proteina cinasa D (CID755673) no tuvo efecto alguno. Por
este motivo, se concluyd que la activacion de la prp mediante Hsp27 dependia de
la actividad de at™ cinasa, considerando esto un mecanismo enddgeno de defensa
antioxidante durante la lesién por isquemia-reperfusion.’>*

Hsp60

Existe poca informacion relacionada con el efecto de la isquemia cerebral sobre
Hsp60, cuya expresion es de origen mitocondrial y es regulada en conjunto con
Hsp10. Se ha demostrado que la isquemia producida por mcao induce la expresion
de Hsp60 y Hspl1O, mientras que la enzima oxido nitrico sintasa inducible (inos,
del inglés inducible nitric oxide synthase) regula negativamente dichos niveles de
expresion, puesto que la aminoguanidina (ac), un inhibidor de la iNnos, reduce el
dafio isquémico inducido por mcao en modelos murinos. Por su parte, ensayos in
vitro, demostraron que el tratamiento de células astrogliales con lipopolisacarido
(Lps) y con interferédn-g (IFNG), indujo la expresidn de estas chaperonas, justo como
ocurre durante la isquemia cerebral. También se vio que la inhibicidén de la iNos po-
tencio la inducciéon de Hsp60 y Hsp10. Estos estudios sugieren que el 6xido nitrico
(No) suprime la induccién de Hsp60 y Hspl1O en el cerebro post-isquémico y que
el mecanismo de dicha supresién es un blogueo del sitio de unién al factor trans-
cripcional STAT3 (del inglés signal transducer and activator of transcription 3)."®

Hsp70

Algunos de los efectos de Hsp70 ya fueron descritos en conjunto con Hsp27.
Todo parece indicar que las chaperonas de este grupo juegan un papel prota-
goénico en la respuesta adaptativa del cerebro ante la isquemia. En los trabajos
realizados por Suzuki et al. (1997), se describe un patrén de expresiéon diferencial
de Hsp72 en la corteza cerebral y el nucleo caudado de ratas sometidas a MCAO
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por 60 min, en diferentes cursos temporales durante el periodo de reper-
fusion. Estos trabajos consideraban su presencia como un “marcador de
dafio celular bien conocido”, atribuyendo un efecto protector al blogueo
de p-selectina, una molécula de adhesion expresada en la membrana de
los leucocitos, que esta implicada en la migracion de éstos a través de la
barrera hemato-encefdlica (BHE). Adicionalmente, el bloqueo de p-selectina
también inhibe la expresion de Hsp72.%%" Fue hasta la publicacién del trabajo
de Currie et al., (2000), que realmente se describid el efecto protector de
Hsp70 en respuesta a la isquemia cerebral. Se ha reportado la interacciéon
de Hsp70 con miR-122, un microRNA que se une directamente a la secuen-
cia 3’-UTR del gen Foxo3; la expresion de miR-122 tiene un efecto protector
contra la hipoxia in vitro e in vivo, y su expresiéon esta regulada por la via de
Hsp70-NFkB."” Interesantemente, la modulacién que ejerce Hsp70 podria
ser detectada incluso en extremidades distales, durante la hipoxia de origen
periférico, pues se ha demostrado que tanto los animales que fueron some-
tidos a MCAO, como los que se sometieron a un precondicionamiento is-
guémico de extremidades periféricas (RIPC, del inglés remote limb ischemic
preconditioning) aumentaron los niveles de expresidén de HIF-1a (del inglés
hypoxia inducible factor 1a), Hsp70 y AMPK (del inglés AMP-activated pro-
tein kinase), y que esta induccién fue potenciada aun mas en los animales
que fueron sometidos a RIPC, previo a la isquemia inducida por MCAQO.®

La HspA12B pertenece a una nueva subfamilia de Hsp70. Esta proteina
tiene un papel fundamental en la regulacién de la apoptosis neuronal. Su
induccién en modelos in vitro de deprivacién de oxigeno-glucosa e in vivo
por MCAOQ, indican que tiene una accion reguladora de la viabilidad celular.
Por otro lado, la expresion de HspA12B puede inhibirse por miR-134, pues-
to que el silenciamiento de miR-134, induce a HspA12B regulando negativa-
mente la apoptosis a través de la inhibicidén de la caspasa-3.20-2?

Hsp90

Los estudios publicados por Qi et al. (2015), reportan que la inhibicién
de Hsp90a con 17-dimetilaminoetilamino-17-demetoxigeldanamicina (17-
DMAG) protege la integridad de la BHE durante la isquemia cerebral. Este
farmaco experimental tiene un efecto anti-inflamatorio e inhibe la expre-
sion de la metaloproteasa-9 (MMP9), la cual se ha visto que mantiene una
correlacion positiva con HSP90a en el suero de pacientes post-ictus, y a
la que se le atribuye una accién como promotora de la permeabilidad de
la BHE.232* Lo anterior podria significar que inhibir a Hsp90 tiene un efecto
neuroprotector, al implicar a esta chaperona en la apertura de la BHE; sin
embargo, esto no puede ser interpretado totalmente en este sentido. Un
estudio publicado por Zhang et al. (2014), sobre el efecto neuroprotector
de N-acetilcisteina (Nac) durante la isquemia inducida por mcao, demostrd
gue la Nac reguld positivamente los niveles de Hsp90, aumentando su in-
teraccién con HIF-1a e incrementando la estabilidad de esta Ultima, que es
considerada un factor de neuroprotecciéon. Posteriormente, se demostrd
que la inhibicion de Hsp90 disminuyd los efectos neuroprotectores de Nac
durante la isquemia inducida por mcao.?® Por este motivo, no se puede con-
siderar que la inhibicién de Hsp90 tenga un efecto neuroprotector y deben
realizarse mas estudios para corroborar este hecho.

Finalmente, el sistema neuroendocrino parece estar implicado en la re-
gulaciéon de los diversos fendémenos de tolerancia a la lesidon inducida por
isquemia-reperfusion. La inhibicién de la secrecidon de testosterona induci-
da por estrés tiene un efecto neuroprotector que implica la induccién de
Hsp70 y Hsp90, y un efecto inhibidor de la apoptosis.?®

Los efectos de la isquemia cerebral y la deprivacién de oxigeno-glucosa
sobre las diferentes proteinas de choque térmico descritos en esta revi-
sidn se resumen en la siguiente tabla:



Conclusion

La informacién obtenida acerca de los posibles
efectos de la isquemia cerebral sobre las proteinas
de choque térmico es escasa. Si bien esta revision
presenta los trabajos mas relevantes en relacidén con
Hsp27, Hsp60, Hsp70 y Hsp90, con los datos reco-
pilados se han identificado los principales mecanis-
mos y rutas moleculares propuestos para explicar
las funciones de estas proteinas (Figura 3).

La expresion génica de las Hsps es inducida por
la isquemia cerebral consistentemente y los cam-
bios de expresiéon son detectables en las primeras
24 horas de haberse sometido a mcao. La fosforila-
cién de estas proteinas es fundamental para iniciar
su cascada de sefalizacion. Se debe considerar que,
si bien las Hsps participan en la respuesta a la isque-
mia cerebral, cada una podria tener una actuacion
per se en la activacién de los distintos mecanismos
homeostaticos implicados en la respuesta cerebral.
De acuerdo con los resultados de esta busqueda, la
actividad de Hsp27 y HspA12B inhibe a caspasa-3 e
induce a Akt y Bcl-2, lo que se traduce en un efecto
anti-apoptosis. Sin embargo, a pesar de que el efecto
antiapoptdtico de estas proteinas ha sido reportado,
se requiere realizar mas investigacién experimental
para esclarecer estas rutas. En cuanto a las vias de
sefializaciéon que interactlan con las Hsps, se encon-
tré que la activacion de mapk favorece la fosforilacion
de Hsp27, potenciando la via de la GEGPDH. Se infiere
que este efecto podria ser extensivo a otras Hsps, lo
que seria importante demostrar experimentalmente.
Por otro lado, iNos puede inactivar a Hsp60 y Hspl10
durante el curso de un evento isquémico, bloquean-
do el sitio de unidén a STAT3. Es importante conside-
rar la interacciéon con miRNASs, ya que estos pueden
modular la expresién de chaperonas, tanto inhibién-
dolas como induciéndolas, siendo importante men-
cionar que la expresion de dichos miRNAs, podria
interactuar con la via de Hsp70-NFkB. El tratamiento
con células troncales del snc, el efecto de los AINES
durante la isquemia cerebral, la terapia adyuvante
con moléculas antioxidantes (p.ej. Nac) y el estudio
la interacciéon de las chaperonas con el eje neuro-en-
docrino, se vislumbran como potenciales lineas de
investigacion que pueden establecer nuevos trata-
mientos de la enfermedad cerebrovascular, con un
enfoque molecular.
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Tabla 2

Posibles efectos moleculares secundarios a la
induccidén de las HSPs por isquemia cerebral
transitoria y deprivacién de oxigeno-glucosa

Grupo Efectos Referencias
Currie et al.® Kalesnykas
etal’
Proteccién temporal contra la isquemia
Popp et al.®
Marcador de isquemia cerebral
Van der Weerd et al.”
Ratones HSP27tg mds resistentes a isquemia
Shen et al."®
Hsp27 Posible inhibicién de caspasa-3
Modi et al."!
Induccién por AINEs con efecto en Akt y Bcl-2
Shimada et al.'?
MAPK y ATM inducen pHsp27 potenciando
PPP Imahori et al.’®
Yamamoto et al.'
NO suprime Hsp10 y Hsp60 mediante bloqueo . s
Hsp60 del sitio de unién a STAT3 Kim et al.
Currie et al.®
D » lai .
roteccién temporal contra la isquemia Kalesnykas et al.?
Induce la expresién de miR-122 mediante la via
HSP70-NFkB Guo eral. ™
Hsp70 ) :
H 20,21
HSPAI2B es inhibida por miR-134 Chictal.
K l.ZZ
Testosterona regula negativamente a HSP70 angera
Yang et al.*®
Induce HIF-1a, con efecto neuroprotector Zhang et al.”?
Hsp90
Testosterona regula negativamente a HSP90 Yang et al.*
Fuente: Elaboracién propia.
Figura 3
Posibles interacciones moleculares de las proteinas de
choque térmico en respuesta a la isquemia cerebral
o )
Y.

GAPD + NADP® & 6FGL +
NADPH (Via Pentosa-Fosfato)

wat shock factor; HSEs: heat shock clements; HSP: heat shock proten; P: fosforilacion; Cas-3: caspasa-3, MAPK: mitogen activated
kinase; NFKB: nuclesr factor kappa-light-chain-cabancer of activated B cells; STATI: signal transducer and activador of transcription-3;
citocina indecible mtric oxide synthase; miRNAs: dcidos nbonucleicos monocatenarios comos; AL protess kimase B; Bolk2: B oell

wna 2 GAPDY: ol

Py

NADP aderine 6-FGL - 6-nboanho. D-slucono.

Fuente: Elaboracién propia.
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