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RESUMEN

Las celulas, de forma individual, pero también formando parte de organismos complejos,
estdn expuestas a agresiones procedentes del ambiente que las rodea. Dichas agresiones
constituyen lo que conocemos como estrés celular, al que células y organismos deben adaptarse
para poder sobrevivir. La respuesta al estrés afecta especialmente a la expresion génica, es decir,
al repertorio de proteinas presentes en las células y que se encargaran de dar una respuesta
adecuada para mitigar los efectos nocivos del estrés y promover la adaptacion celular a la nueva
situacion ambiental. Nuestros resultados de los altimos afios han permitido establecer y confirmar
la relevancia de un adecuado control del mecanismo de fabricacion de las proteinas en distintas
funciones basicas para la supervivencia de las células expuestas a distintas formas de estrés.

1. ANTECEDENTES Y PERSPECTIVAS

La respuesta al estrés permite a los seres vivos adaptarse a un ambiente cambiante que los
expone a radiacion, cambios de temperatura, agentes toxicos y a la eventual carencia de nutrientes.
Una adecuada respuesta de los organismos al estrés no sélo determina sus posibilidades de sobrevivir y
adaptarse, sino que también puede afectar en gran medida al proceso natural de envejecimiento y al
desarrollo de algunas patologias asociadas al mismo, como por ejemplo cancer, diabetes o
enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares (Haigis y Yankner, 2010; Kourtis y
Tavernarakis, 2011; Lépez-Otin y colaboradores, 2013).

La naturaleza de la respuesta al estrés en mamiferos es fundamentalmente adaptativa, y debe de
entenderse como un intento del organismo de restablecer la homeostasis celular y sistémica que el
estrés ha alterado (Haigis y Yankner, 2010), es decir, recuperar en la medida de lo posible la situacion
de dindmica celular anterior a la agresion recibida. Ademas, episodios de estrés de moderada o baja
intensidad a lo largo de la vida parecen preparar al animal para soportar y responder mejor a futuras
situaciones de estrés agudo. Este concepto, denominado hormesis, no ha sido formalmente probado
todavia, aungue existen datos experimentales que lo apoyan (Calabrese y colaboradores, 2011).

El proceso de hormesis ha cobrado recientemente un gran protagonismo porque se ha propuesto
como responsable, al menos en parte, de los efectos beneficiosos que la restriccion caldrica y
nutricional ejerce sobre la longevidad de animales de laboratorio (Calabrese y colaboradores, 2011;
Masoro, 2005). En estos experimentos se ha comprobado que los animales sometidos a lo largo de la
mayor parte de su vida a dietas que contienen bajas concentraciones de azucares (principales fuentes
de energia celular) o de algunos aminoacidos (nutrientes esenciales y componentes de las proteinas)
consiguen vivir durante mas tiempo (<20%) que los que siguieron una dieta normal. En este proceso,
el ritmo de fabricacion de las proteinas (proceso conocido también como “traduccion”) de las células
se presenta como modulador de la longevidad en mamiferos y en otros animales a través de las rutas de




respuesta a nutrientes, como la hormona insulina a nivel sistémico, o como la proteina mTOR a nivel
celular (Kourtis y Tavernarakis, 2011).

Menos conocidos son los efectos que una respuesta al estrés alterada ejerce a largo plazo sobre
la aparicion de tumores en animales, aunque se sospecha que ambos procesos deben de estar
asociados. En este sentido, una hipdtesis que manejamos en nuestro grupo, y en general en nuestro
campo de estudio, es la posibilidad de que privaciones nutricionales esporadicas 0 mantenidas a lo
largo de la vida de un animal reduzcan su sensibilidad ante distintas agresiones ambientales, pudiendo
responder mejor a las mismas y evitando asi dafios mayores que puedan derivar en la aparicion de
determinadas enfermedades relacionadas o no con la edad, haciendo que gocen de una mejor salud
general y puedan vivir durante mas tiempo; un ejemplo de este tipo de dolencias podria ser la aparicion
de algunos tipos de tumores promovida por la radiacién solar ultravioleta (UV), entre otros. Esta idea
podria explicar la buena salud y longevidad de algunos grupos de poblacion que se criaron en las
penurias de las guerras del siglo pasado.

Préacticamente todos los tipos de estrés celular que se conocen promueven la activacion de
alguna de las cuatro eIF2a quinasas que existen en las células de los mamiferos (GCN2, PKR, PERK y
HRI). La activacion de estas proteinas, a su vez, produce la fosforilacion transitoria del factor de
iniciacion de la traduccion elF2 en su subunidad a (eIF2a). Dicha fosforilacion, consistente en la
modificacion quimica de elF2a, provoca una inactivacion parcial de esta proteina esencial para la
sintesis de todas las proteinas celulares. El efecto final de estos procesos inducidos por el estrés, es la
parada instantdnea de la sintesis general de proteinas. Sin embargo, y al mismo tiempo, por un
mecanismo relativamente complejo, se produce un aumento selectivo de la sintesis de algunas
proteinas cuya funcion principal es la de promover y coordinar una adecuada respuesta al estrés que
permita a las células adaptarse y sobrevivir a él (Dever, 2002). Por tanto, la fosforilacion de elF2a es
esencial para atenuar el efecto directo que el estrés pueda tener sobre las proteinas de nueva sintesis
(proteostasis), y para desencadenar aquellos cambios en la expresion génica de la célula encaminados a
soportar y superar el estrés (Harding y colaboradores, 2003).

En mamiferos se detecta una especializacion de las elF2a quinasas, de modo que cada una de
ellas responde de manera especifica a ciertas formas de estrés. La quinasa GCNZ2, la Unica de las cuatro
que esta presente en todos los organismos eucariotas, responde a estrés nutricional (fundamentalmente
carencia de aminoacidos) y a la radiacion UV. GCN2 dispone de un dominio de unién a ARN
transferente (ARNt) que regula la actividad de la quinasa, de modo que un aumento en los niveles de
ARNt no cargados (ARNt no unidos a aminodcido) debido a una carencia nutricional, dispara la
activacion de la quinasa (Dever, 2002; Deng y colaboradores, 2002; Berlanga y colaboradores, 2006).

No se conoce todavia el mecanismo molecular de activacion de la quinasa por luz UV, aunque
es posible que también implique un mecanismo similar. Los animales carentes de la quinasa GCN2, y
las células derivadas de ellos, muestran una sensibilidad mayor al estrés nutricional y desarrollan
alteraciones metabolicas cuando los animales se someten a dietas carenciales en algunos aminoacidos
como la leucina (Guo y Cavener, 2007; Maurin y colaboradores, 2005).

2. NUESTRAS APORTACIONES

2.1. Defensa celular frente a infeccion viral y contramedidas

Los virus son parasitos intracelulares que proliferan dentro de las células utilizando la
maquinaria celular de biosintesis tanto de proteinas como de material genético. Una vez se ha
producido un gran namero de nuevos virus, éstos salen de la célula destruyéndola a la vez que se
propagan invadiendo las células vecinas. Para defenderse de estos fatidicos invasores, las células han
desarrollado o adaptado algunos mecanismos para intentar impedir la multiplicacion de estos sencillos
seres Vivos.



Uno de estos mecanismos consiste en bloguear de forma temprana la sintesis de las proteinas
virales, algunas de ellas esenciales no solo para formar parte de la estructura del virus, sino también
para permitir la replicacion del material genético que contiene la informacion necesaria para que el
virus lleve a cabo sus ciclos de infeccion y propagacion. Hace mucho tiempo que se descubrid que el
material genético de algunos virus era capaz de unirse a una proteina celular, llamada PKR, y activarla.
PKR es una elF2a quinasa que al actuar sobre elF2 y fosforilarlo produce un bloqueo general de la
sintesis de proteinas que afecta tanto a la propia célula como al virus, impidiendo la progresion del
ciclo de reproduccion viral (Dauber y Wolff, 2009).

En nuestro grupo obtuvimos evidencias de que en este mecanismo de defensa celular frente a la
infeccion también participaba otra de las cuatro elF2a quinasas, GCN2, que de forma similar a PKR
era activada por la unién directa del genoma viral a esta proteina. Este genoma, hecho del mismo
material que el activador natural de GCN2, ARNL, se une a la proteina en el mismo lugar en el que se
une éste. Asi, nuestros resultados sugerian que al entrar el material genético del virus en la célula para
intentar expresar sus proteinas, este promueve la activacion de GCN2, que a su vez modifica la
actividad del factor elF2 produciéndose un bloqueo en la maquinaria de sintesis de proteinas que
impide la progresion del ciclo de infeccion viral (Berlanga y colaboradores, 2006). Estas conclusiones
estan avaladas por experimentos en los que células y animales modificados genéticamente para que no
expresen la proteina GCN2 son mucho méas permisivos a la infeccion viral que los normales.

Entonces, pensamos que este mecanismo podria ser mas o menos general y que podria afectar a
otros virus cuyo genoma estuviera constituido por ARN, de modo que se pudiera desarrollar algin
tratamiento terapéutico frente a los virus de este tipo basado en la modulacién de la actividad de la
proteina GCN2. De este modo, comprobamos que en ensayos in vitro esta proteina se activaba en
presencia del genoma de algunos virus que causan enfermedades humanas, como la poliomielitis (virus
de la polio, PV) y la inmunodeficiencia adquirida tipo 1 (HIV-1, SIDA). Como cabia esperar la
infeccion de las células con estos virus provoca la fosforilacion del factor elF2, principal sustrato de
GCN2 vy responsable del blogueo de la sintesis de proteinas, pero para nuestra sorpresa también
encontramos que durante la infeccion con el virus HIV-1 se produce una rotura de la proteina GCN2,
aparentemente debido a la accion de una proteina del virus.

Esta proteina viral, llamada proteasa por su capacidad para romper de forma muy especifica a
otras proteinas, produce una rotura en GCN2 que hace que ésta quede inactivada para bloquear la
sintesis de proteinas mediante la fosforilacién de elF2. De esta forma, el virus, afectado en su ciclo
vital por la accién de la proteina GCN2, parece haber desarrollado una herramienta, como es la rotura
de la misma, utilizando una proteina propia, la proteasa, que ademas tiene otras funciones especificas
esenciales para el ciclo de vida del virus, y asi contrarrestar el mecanismo de defensa antiviral celular
(del Pino y colaboradores, 2012). Estudios posteriores ain no publicados nos han permitido desvelar
que al menos otras dos proteinas esenciales del virus HIV-1 son capaces de bloquear la actividad de
GCNZ2, en este caso, interfiriendo con la necesaria interaccion de ésta con su sustrato elF2.

Por tanto, si bien las células han desarrollado sistemas que les permiten luchar contra
agresiones externas, como la infeccion por virus y defenderse de ellos, éstos han encontrado estrategias
que les permitirian evadir los sistemas defensivos celulares para conseguir su propésito de
supervivencia y propagacion como cualquier otro organismo vivo. En cualquier caso, el control de la
actividad de proteinas como GCN2 parece ser una valiosa herramienta de aplicacion general para
luchar contra las infecciones virales que tantos y tan graves problemas de salud provocan.

2.2. Regulacion de la respuesta a estrés por GCN2 mediante su interaccién con otras
proteinas

Dada la interaccion funcional de GCN2 con algunas proteinas virales y que su activacion en
algunas situaciones fisiopatologicas no es facilmente explicable por su interaccion con ARNt o ARN
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viral, decidimos estudiar si la actividad de esta proteina podria estar regulada por su interaccion fisica
y/o funcional con otras proteinas. Asi, utilizando técnicas de analisis masivo, encontramos que GCN2
parece estar unida a otras proteinas celulares que podrian tener una relacion funcional con ella;
principalmente encontramos proteinas del citoesqueleto celular, es decir, proteinas que constituyen
filamentos que contribuyen a estructurar un esqueleto que, por una parte, ayuda a mantener la forma
adecuada de la célula y que, por otra parte, sirven de auténticas vias de transporte de moléculas entre
distintas regiones celulares con tareas especificas.

También encontramos una relacion con al menos una proteina implicada en diversas funciones
relacionadas con la sintesis, procesamiento, transporte y estabilidad de los RNA mensajeros (RNAm),
que a su vez son parte esencial del proceso de sintesis de proteinas en el que GCN2 estd muy
directamente involucrada. De momento no tenemos evidencias directas de la relacion funcional de
GCN2 con estas proteinas, sin embargo, si hemos obtenido evidencias experimentales muy
concluyentes de la regulacion de la actividad de esta proteina por su interaccion funcional con otras
proteinas celulares que también tienen relacion con el proceso de sintesis de proteinas, al tratarse de
componentes dindmicos de los ribosomas (maquinas moleculares encargadas de la sintesis de proteinas
en las células).

Estas proteinas no esenciales, pero aparentemente relacionadas con la sintesis diferencial de
proteinas en los ribosomas, estimulan enormemente la actividad de GCN2 sobre el factor elF2, incluso
siendo mucho mejores activadores que los ARNt y ARN virales, en experimentos in vitro y, ademas,
son necesarias para que las células respondan a determinadas formas de estrés celular, ya que células
modificadas para impedir su expresion son incapaces de activar GCN2 y modificar el estado de
fosforilacion del factor elF2 (Jiménez-Diaz y colaboradores, 2013).

Estos resultados revelan una forma alternativa de activacion de la elF2a quinasa GCN2,
ampliando el abanico de posibilidades de controlar su actividad en las células, lo que podria ser
utilizado con fines terapéuticos frente a infecciones virales o en otras situaciones patoldgicas que lo
requieran.

2.3. Respuesta al estrés y supervivencia en el sistema modelo unicelular
Schizosaccharomyces pombe

Aunque desde el punto de vista practico lo que méas nos interesa es conocer como funcionan
nuestras células y cémo solucionar los distintos problemas que en forma de enfermedad afectan a los
seres humanos, la investigacién necesita sistemas modelo méas sencillos donde estudiar procesos
esenciales y situaciones patoldgicas que nos permitan obtener conclusiones y soluciones aplicables a
los humanos. Este es el caso de la levadura unicelular Schizosaccharomyces pombe que, por una parte,
debido a su baja complejidad y a la facilidad para su manipulacion genética, nos permite llevar a cabo
estudios que serian inviables econdmica y éticamente en seres humanos. Por otra parte, y a pesar de su
sencillez, por compartir con las células humanas muchos de los procesos esenciales, permiten trasladar
los resultados obtenidos facilmente a humanos.

En la parte que nos interesa, esta levadura, a diferencia de las células humanas, que contienen
cuatro elF20 quinasas (GCN2, HRI, PERK, PKR), tiene tres elF2a quinasas, una del tipo GCN2 y
otras dos del tipo HRI, por lo que aparentemente podria responder de manera diferencial a distintas
formas de estrés celular. Para comprobarlo realizamos manipulaciones genéticas que nos permitieron
obtener células que contienen dos, una o0 ninguna elF2a quinasa. A continuacion sometimos estas
células a distintos tratamientos que producian estrés celular: choque térmico, por aumento subito de la
temperatura; estrés oxidativo, por tratamiento con el oxidante peréxido de hidrégeno; metales pesados,
como el cadmio; agentes que dafian el material genético, provocando una respuesta celular de
reparacion; privacion de nutrientes esenciales como la glucosa o la fuente de nitrégeno. De esta



manera estudiamos si estas proteinas se activaban o0 no en respuesta a cada tipo de estrés y la
relevancia que esta activacion podria tener sobre la adaptacion y supervivencia de las células.

En primer lugar observamos que efectivamente existia cierto grado de especializacion, de modo
que no todas las elF20 quinasas respondian igual a las distintas agresiones ambientales, aunque
mientras que en algunos casos una de ellas monopoliza la respuesta, en otros casos parece producirse
una colaboracién entre ellas, activandose de forma secuencial en el tiempo. Algunos resultados, como
sucede con bastante frecuencia, fueron sorprendentes, ya que observamos que, mientras que todos los
tipos de estrés ensayados producian una muy réapida activacion de estas proteinas, medida en forma de
la modificacion (fosforilacion) de su sustrato elF2o, la ausencia de estas proteinas no parecia
comprometer la supervivencia de las células sometidas al estrés (Berlanga y colaboradores, 2010). Es
decir, es, al menos aparentemente, paraddjico que una respuesta celular tan inmediata y de tanta
magnitud no resulte esencial para las células, pero la realidad es que estas células poseen sistemas de
respuesta al estrés que, bien de forma simultdnea o bien de forma alternativa a la que producen las
elF2a quinasas, permiten a las células adaptarse y sobrevivir.

Esta idea de que la célula responde a las agresiones externas por distintas vias, relacionadas o
no entre si, permitiendo una mayor versatilidad y flexibilidad asi como una menor dependencia, se vio
reforzada cuando encontramos una correlacion entre la activacion de nuestras quinasas y la actividad
de otra ruta principal de respuesta al estrés celular (SAPKs, Stress Activated Protein Kinases) que
también regula la expresion de genes importantes para contrarrestar los dafios producidos por el estrés
en las células.

Como la ausencia de nuestras proteinas de interés en las células no tiene el efecto esperado,
decidimos estudiar qué pasaria si, en lugar de eliminar las proteinas de la célula, alterdbamos su
sustrato de forma que no pudiera ser modificado por ellas. Mediante una mutacion conseguimos
células que tienen todas las elF2a quinasas, pero que no pueden fosforilar al factor y, por tanto, no se
produciria la inhibicion de la sintesis de proteinas promovida por la activacion de las quinasas; esto
excluiria la probablemente remota posibilidad de que alguna otra proteina celular pudiera estar
sustituyendo, al menos parcialmente, a nuestras proteinas cuando éstas no estan presentes en las
células. De nuevo las células no parecen verse muy afectadas por este hecho, ni cuando se cultivan en
condiciones normales ni en la mayoria de situaciones de estres, salvo cuando las células son sometidas
a restriccion de nutrientes, especialmente cuando se retira del medio de cultivo la fuente de nitrégeno,
esencial para la sintesis de proteinas y del material genético en las células.

Esta situacion en células normales promueve una parada del ciclo celular, es decir, que las
células dejen de dividirse (reproducirse) constantemente y pasen a un estado de latencia en el que,
aunque manteniendo sus funciones vitales a ritmos muy bajos, las células viven y son capaces de
volver al ciclo normal de division si se repusiera la fuente de nitrégeno. Si la situacién de carencia se
mantuviera durante mucho tiempo estas células acabarian dando lugar a unas formas celulares de
resistencia, llamadas esporas, ain mas restringidas en cuanto a funciones vitales, pero capaces de
volver al ciclo normal en caso de encontrar un medio rico adecuado. Pues bien, las células que tienen
un elF2a que no puede ser fosforilado son practicamente incapaces de detener el ciclo celular y
alcanzar ese estado de latencia que les permitiria sobrevivir si se recuperasen las condiciones
ambientales adecuadas (Martin, Berlanga y de Haro, 2013). Por tanto, en este caso la actividad de las
elF2a quinasas sobre el factor son determinantes para la supervivencia celular, promoviendo en las
células una ralentizacion de sus funciones vitales necesaria para la adquisicion de un estado de
resistencia.

3. PERSPECTIVAS

La transformacién tumoral conlleva alteraciones en el proceso de expresion génica, de forma
que, en general, las células tumorales aceleran su ritmo global de sintesis de proteinas, incrementando
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también la produccion de proteinas que habitualmente se encuentran en concentraciones muy bajas.
Algunas de esas proteinas favorecen tanto la division celular como su migracion a otros érganos y
tejidos caracteristicas de las células cancerigenas (Stumpf y Ruggero, 2011). También es frecuente que
esas células pierdan la capacidad de responder al estrés a través de una fosforilacion adecuada del
factor elF2 (Spilka y colaboradores, 2013).

Desde hace tiempo se conoce el efecto pro-inflamatorio y potencialmente cancerigeno que la
exposicion permanente a luz ultravioleta tipo B y tipo A (UVB/A), presente en la radiacion solar, tiene
sobre la piel en humanos (Ziegler y colaboradores, 1994). La exposicion continuada a la radiacion
UVB/A (rayos solares) es la principal causa de envejecimiento prematuro de la piel, y esta
directamente relacionado con la aparicion de los diferentes tipos de céncer de piel. La radiacion
UVB/A puede provocar un dafio directo sobre el ADN, provocando modificaciones en los genes que
incrementarian la susceptibilidad a padecer cancer de piel (Hussein, 2005). Sin embargo, se desconoce
si la respuesta al estrés promovida por la fosforilacion de elF2 por GCN2 en respuesta a UVB/A ejerce
un efecto preventivo (hormético) en la aparicion de lesiones cutaneas precancerosas. Esta hipotesis
esta siendo testada actualmente por nuestro grupo de investigacion en experimentos en los que estamos
estudiando si los animales y las células que han sido modificados genéticamente para no poseer GCN2
son mas proclives a sufrir transformacion tumoral cuando se someten a irradiacion con luz ultravioleta
tipo A o tipo B.

Por ultimo, una creciente acumulacién de datos apunta a la sintesis de proteinas general y
especifica como un modulador clave en el proceso de envejecimiento celular en mamiferos y en las
patologias asociadas al mismo, fundamentalmente cancer y enfermedades neurodegenerativas. A modo
de ejemplo, la atenuacién de la traduccion celular mediante la administracién de inhibidores
farmacologicos de la proteina mTOR, como rapamicina (también utilizado en clinica por su actividad
inmunosupresora), alarga la vida de los ratones hasta un 40%, mientras que la generacion de ratones
incapaces de fosforilar el factor de iniciacion elF2 y, por tanto, incapaces de atenuar la traduccion en
respuesta al estrés, mueren a los pocos dias debido a una disfuncién de ciertos érganos como el
pancreas y el higado (Scheuner y colaboradores, 2005; Harrison y colaboradores, 2009). Por tanto, es
probable que las quinasas del factor elF2, especialmente GCN2, puedan estar modulando el proceso
natural de envejecimiento, y la aparicién de patologias asociadas a la edad, por su doble papel de
sensores de estrés y de atenuadores de la sintesis de proteinas. En este sentido, nuestros resultados
preliminares en la levadura Schizosaccharomyces pombe indican claramente que, en células incapaces
de inhibir o atenuar la sintesis de proteinas debido a la imposibilidad de modificar la actividad del
factor elF2, se produce un acortamiento muy significativo de la vida.

Asi, nuestra hipotesis fundamental es que la respuesta al estrés iniciada por la quinasa GCN2 a
través de la fosforilacion del factor elF2, modula, y en algunos casos puede retrasar, el proceso natural
de envejecimiento y la aparicion de lesiones cancerosas en mamiferos funcionando, por tanto, como un
anti-oncogén. Por lo que la modulacion de la actividad de estas proteinas podria tener efectos muy
beneficiosos para la salud humana.
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