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Resumen: La expresidn de Hsp70 se induce ante situaciones de estrés, actuando como
un mecanismo de defensa celular. Una disminucion en esta induccidn es caracteristica
del envejecimiento; mientras que el aumento de dicha induccién promueve Ia
longevidad. No obstante, se desconoce si los niveles de Hsp70 basales pueden ser
indicadores de cédmo estdn envejeciendo los 6rganos de un individuo, asi como el
papel de tales niveles en la longevidad. El objetivo del trabajo fue evaluar los niveles
basales de Hsp70 en érganos con diferente velocidad de envejecimiento (constituidos
por células mitéticas 6 postmitdticas) en animales longevos, en comparaciéon con el
resto de edades. Se usaron ratones hembras de dos cepas (ICR/CD1 y BALB/c) adultas,
maduras, viejas y longevas (6, 12, 18 y 30 meses de edad, respectivamente) y se
cuantificaron los niveles basales de Hsp70 en higado, corazén vy rifién (corteza vy
médula) mediante un kit de ELISA. Los resultados mostraron un patrén diferente en la
variacion con la edad de los niveles de Hsp70 en tejidos postmitdticos (corazén y
corteza renal) y mitdticos (higado y médula renal) y un mantenimiento de los niveles
de Hsp70 en longevos, equiparables a los del adulto. Se puede concluir que la variacién
con la edad de los niveles de Hsp70 es especifica de tejido, siendo un sistema de
defensa adaptativo a la velocidad de envejecimiento de sus células. Los niveles
preservados en los longevos evidencian la importancia de la Hsp70 en el
envejecimiento saludable caracteristico de la longevidad.
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INTRODUCCION

El término chaperona 6 heat-shock protein (Hsp) hace referencia a una amplia
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familia de proteinas, cuyo papel principal es la de asistir y facilitar el correcto
plegamiento de proteinas que estan siendo sintetizadas en el ribosoma. Pero ademas
de ser fundamentales en la sintesis “de novo”, la expresién de Hsp se induce en
situaciones de estrés celular (choque térmico, estrés oxidativo, infeccién, inflamacién,
radiacion, presencia de metales pesados...), en las que aumenta el nimero de
proteinas mal plegadas, que ponen en marcha la llamada “heat-shock response” (),
Ademas, las Hsp actuan a otros niveles en el control de la calidad proteica como son el
marcaje de aquellas proteinas desplegadas que no pueden ser replegadas, para
posterior degradacion en el proteasoma @513 autofagia mediada por chaperonas @)
Por tanto, las chaperonas juegan un papel central en el mantenimiento de Ia
homeostasis celular, previniendo la agregacion de proteinas, especialmente en
condiciones de estrés celular, y constituyendo un importante mecanismo de defensa
celular. De entre ellas, la que ha sido mas ampliamente estudiada es la Hsp70 (heat
shock protein 70 KDa) que comprende la Hsc70 (expresidn constitutiva) y la Hsp70 6
Hsp72 cuya expresion es inducida en situaciones de estrés celular por medio del factor
de transcripcién HSF-1 (heat shock factor 1).

El envejecimiento puede definirse como la progresiva disminucidn del espacio
homeodinamico, comprendiendo éste una efectiva respuesta al estrés celular,
reparacion del dafio y una constante remodelacién y adaptacion @ por lo que
conforme se envejece, las células, y en general el organismo, pierden la capacidad de
hacer frente y responder a situaciones de estrés, las cuales, al no ser contrarrestadas,
se traducen en una acumulacion de dafio que conlleva la muerte celular. En el dmbito
del control de la calidad proteica, el envejecimiento celular se caracteriza por la
acumulacién de proteinas dafiadas que forman depdsitos intracelulares que interfieren
con el normal funcionamiento de la célula ®). De acuerdo con esto, existen una serie de
estudios que demuestran que la induccién de la expresion de la Hsp70 en respuesta a
una situacion de estrés determinada, se ve comprometida con la edad tanto “in vitro”
como “in vivo” ©. Por otro lado, estrategias que provocan la induccién de la sintesis de
Hsp70 se han relacionado con un aumento de la longevidad (7.9) Este es el caso de los
llamados tratamientos horméticos, los cuales consisten en la exposicién repetida y
periddica a un estrés “suave”, y que se traducen en un efecto beneficioso para el
organismo, fortaleciendo su espacio homeodindmico y con ello la capacidad de hacer
frente a otro estrés mas agresivo @ El hecho de gue diferentes tratamientos
horméticos (choque térmico, restriccion calérica y ejercicio) que incrementan la
expresion de Hsp70, den como resultado un aumento de la vida media, pone de
manifiesto la implicacién de las chaperonas en la longevidad.

Mientras que el déficit en la induccidon de la sintesis de Hsp70 asociado al
envejecimiento esta bien documentado, la variacidén de los niveles basales de Hsp70 ha
sido menos estudiada, existiendo aun mucha controversia en los resultados obtenidos.
Analizar los niveles basales de Hsp70 es de vital importancia, ya que ciertos trabajos
indican una correlaciéon negativa entre los niveles basales de Hsp70 y la capacidad de
respuesta 6 induccidon de Hsp70 frente a un estrés determinado ®) por este motivo, el
objetivo del presente estudio fue evaluar la variacidn de los niveles basales de Hsp70
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en organos que envejecen madas deprisa por estar constituidos por células
postmitdticas, y mas despacio, por tener células con capacidad mitdtica, en animales
de diferentes edades asi como en aquellos que alcanzan una elevada longevidad.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon ratones hembra ex-reproductoras (Harlam, Barcelona)
provenientes de dos cepas distintas (ICR- CD1 y Balb/C). De cada cepa se analizaron 30-
40 animales divididos en cuatro grupos de edad: adultos (6-7 meses), maduros (14
meses), viejos (20 meses) y longevos (29-30 meses).

Se determind la cantidad de Hsp70 (ng/ml) presente en condiciones basales en
corazon, higado y rifidn (tanto en médula como en corteza) mediante un ELISA
comercial (Hsp70 EIA Kit, Enzo Life Sciences). Los diferentes tejidos (que habian sido
almacenados a -80 2C hasta la realizacién del experimento) fueron homogeneizados en
“Extraction Reagent”, siguiendo las directrices de la casa comercial. Los
homogeneizados fueron centrifugados a 20.000g durante 30 min a 42C. Alicuotas de
100 pl del sobrenadante se emplearon para la determinacién del contenido en Hsp70
en el ensayo de ELISA y el restante se utilizdé para la determinacién de proteina por el
kit comercial del acido bicinconinico (BCA, Sigma Aldrich). Se midié la absorbancia a
450 nm.

En el estudio estadistico se utilizé la “t” de Student para muestras independientes.

RESULTADOS

En higado (Fig. 1 A), los ratones ICR-CD1 adultos presentan menores niveles de
Hsp70 que los maduros (p < 0,001) y que los viejos (p < 0,05). En la cepa Balb/C se
observa la misma tendencia pero las diferencias no son estadisticamente significativas.
En ambas cepas, los longevos tienen valores menores que los viejos (p < 0,01y p <
0,001, ICR/CD1 vy Balb/c, respectivamente) y equiparables a los de adultos. Por el
contrario, en corazén (Fig.1B), en la cepa Balb/c se observa una disminucién (p <
0,001) en maduros y en viejos (p < 0,01) respecto al grupo de adultos, mientras que en
la cepa ICR/CD1 las diferencias no son estadisticamente significativas. En ambas cepas,
los longevos tienen mayores niveles que los viejos (p < 0,001 y p < 0,01, ICR/CD1 y
Balb/c, respectivamente) y semejantes a los de adultos.

En el rindn de ambas cepas, la médula renal (Fig. 2A) de adultos contiene menores

niveles que en viejos (p < 0,01 en la cepa Balb/C), niveles que estan preservados en
longevos. En cambio, la corteza renal (Fig. 2B) de adultos contiene mayores niveles que
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en viejos, los cuales de nuevo estan preservados en el grupo de edad longeva (p < 0,05
en la cepa Balb/C).
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Figura 1. Niveles Hsp70 (ng/mg proteina) en higado (A) y corazén (B) de ratones adultos, maduros,
viejos y longevos de las cepas ICR-CD1 (azul) y Balb/C (morado). Las barras muestran la media y
desviacion estandar de los valores obtenidos en cada grupo de edad (n= 6-10). **: p < 0,01; ***: p <
0,001 respecto al grupo de adultos; ##: p < 0,01; ###: p < 0,001 respecto al grupo de viejos.

A MEDULA RENAL B CORTEZA RENAL
8.00 0,60
(-3
o 0,50
. H
S 040
g s QCRCO! g s @ CRCDY
s o T e8sbC IS 88T
§ g o
. e r:. ¥
0,00 e — 0,00
ASRS Vi Leageve Aduto Lonpevo
Edad Edad

Figura 2. Niveles Hsp70 (ng/mg tejido) en médula (A) y corteza (B) renal de ratones adultos, viejos y
longevos de las cepas ICR-CD1 (azul) y Balb/C (morado). Las barras muestran la media y desviacion
estandar de los valores obtenidos en cada grupo de edad (n= 5-7). **: p < 0,01 respecto al grupo de
adultos; #: p < 0,05 respecto al grupo de viejos.

DISCUSION

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto un patrén en la variacion de los
niveles de Hsp70 con la edad diferente para los tejidos mitdticos (variacion de los
niveles en forma de “U” invertida) y postmitéticos (variacion de los niveles en forma de
“U”). El higado es un érgano mitético cuyas células (hepatocitos) se dividen durante
toda la vida, mientras que el corazoén, al ser un drgano post -mitético, sus células
(cardiomiocitos) desde las etapas iniciales de desarrollo entran en fase post-mitética
(G1) que dura toda la vida del organismo al que pertenecen. Del mismo modo, en
rifndn, la médula renal estd constituida por células mitdticas mientras que la corteza
renal lo estd por células postmitdticas. Segun la teoria de la oxidacion del proceso de
envejecimiento, el mismo se hace mas evidente en células postmitéticas, que al no
poder dividirse, manifiestan en mayor grado las consecuencias del estrés oxidativo en
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sus estructuras (10). Por tanto, es légico pensar que en estas células los mecanismos
de proteccion seran distintos que en células mitéticas.

Los resultados del presente estudio muestran que la estrategia adaptativa de
células postmitdticas supone el mantenimiento de elevados niveles basales de Hsp70,
los cuales les permiten el correcto control permanente de la calidad proteica. Sin
embargo, la sintesis de Hsp70 se ve afectada en el envejecimiento, detectdndose
menores niveles en ratones viejos, respecto al adulto. Esta disminuciéon observada
concuerda con otro estudio en el que se analizaron los niveles basales de Hsp70 en
corazon de ratas de 3 y 24 meses de edad (11). Esta progresiva disminucidn de la
sintesis asociada al envejecimiento en células postmitdticas podria suponer un
mecanismo de control que dictaminase en ultima instancia la muerte de las mismas ya
que puesto que no se dividen, la duracién de su vida media, no estd regulada por el
numero de divisiones (limite de Hayflick) sino por la acumulacién de dafio. De acuerdo
con esto, aquellos sujetos que alcanzan la edad longeva, mantienen elevados los
niveles basales de Hsp70 en células postmitéticas, tanto en corazén como en corteza
renal.

Las células mitdticas, en cambio, tienen una expresién moderada de Hsp70.
Dado que se dividen continuamente, son capaces de dividir sus proteinas mal plegadas
en cada ciclo celular, por lo que la estrategia adaptativa de este tipo celular no supone
el incremento de la expresién de Hsp70. Al envejecer, y como consecuencia del
acumulo de proteinas mal plegadas, los niveles basales de Hsp70 se ven aumentados
en comparacion con los de adultos. Estos mayores niveles de Hsp70 en los animales
viejos, son el reflejo de la acumulacién de proteinas danadas que tiene lugar conforme
el paso de los afios (12). En longevos, los niveles de Hsp70 en células mitdticas son
moderados y equiparables a los de adultos, lo que demuestra el envejecimiento
saludable que ha mantenido este grupo de edad, que cursa con una menor
acumulacién de dafio. Por tanto, los niveles basales de Hsp70 en células mitéticas
reflejan el grado de estrés/dafio celular, siendo mayores los niveles conforme es mayor
la acumulacion de proteinas dafiadas, por lo que podrian ser utilizados como
marcadores de envejecimiento.

El estudio de animales longevos supone una herramienta muy util a la hora de
comprender las causas del envejecimiento. Dentro de la misma especie, aquellos
sujetos que logran alcanzar edades avanzadas, es debido al correcto mantenimiento
del espacio homeodinamico (el cual se ve debilitado conforme el sujeto envejece) y
con él, una efectiva respuesta al estrés. De acuerdo con esto, un estudio en ratones
ICR-CD1 longevos (13), demostré que en dichos animales el control del estado redox
asi como una efectiva respuesta al estrés oxidativo, se encontraban preservados. En el
presente estudio, la preservacion de los niveles de Hsp70 en el grupo de longevos
(equiparables a los niveles en el adulto) en érganos constituidos por células mitdticas y
postmitdticas, reflejan la importancia de la Hsp70 como herramienta de defensa
celular, permitiendo un envejecimiento saludable, el cual es el mecanismo clave para
alcanzar una elevada longevidad.
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