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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Papel de las proteínas de choque térmico en la salud y la 

enfermedad 

El equilibrio entre el plegamiento, activación y degradación de las proteínas en 

la célula es el eje central del mantenimiento de la proteostásis celular. En la 

presencia de factores de estrés, las células poseen un mecanismo de respuesta 

al estrés en el que la estabilidad de las proteínas es mantenida por medio de un 

“control de calidad” de proteínas, el cual se encuentra dirigido por las principales 

chaperonas moleculares, las proteínas de choque térmico (Bakau et al., 2006).  

De manera general, las proteínas de choque térmico, o Hsp por sus siglas en 

inglés componen una familia multigénica de proteínas que desempeñan 

funciones esenciales para cualquier célula, tales como: 1) 

plegamiento/replegamiento de proteínas; 2) ensamblaje de complejos multi-

proteicos; 3) transporte de proteínas en compartimentos celulares; y 4) 

degradación de proteínas “cliente” vía proteosomal (Soti et al., 2005; Cortés-

González et al., 2008; Wandlinger et al., 2008).  

La regulación de la función o actividad de chaperona molecular de las diversas 

proteínas de choque térmico, depende de cuatro propiedades: 1) Estructura 

conformacional, 2) Patrón de interacción con chaperonas y co-chaperonas, 3) 
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Hidrólisis de nucleótidos, y 4) localización subcelular y extracelular de estas 

(Makhnevych y Houry, 2012; Clare y Saibil, 2013).   

Existen diversos estresores capaces de comprometer o alterar el correcto 

funcionamiento de las chaperonas moleculares, resultando en la pérdida de 

funciones biológicas o la formación de agregados proteicos, derivando en 

procesos dañinos (Huang, et al., 2006; Pastorino et al., 2006; Lee et al., 2006 

Tagawa, et al, 2007; Macario y Conway de Macario, 2007). La alteración de dicha 

función se ha asociado en diversos estudios con la patogénesis de enfermedades 

asociadas a la agregación de proteínas mal plegadas, afecciones inmunológicas, 

e incluso padecimientos como Parkinson, Alzheimer y cáncer (Luheshi et al., 2008; 

Mendillo et al., 2012; Stope et al., 2012).  

El cáncer es un conjunto de enfermedades en el cual, diversas cascadas de 

señalización involucradas con los procesos de mantenimiento celular se 

encuentran desregulados; la estabilidad y activación de las proteínas involucradas 

en los procesos de transformación las células tumorales, se encuentra a cargo de 

una amplia red de chaperonas moleculares, dentro de las cuales la subfamilia de 

de 90 kDa (Hsp90), es una de las de mayor interés (Miyata et al., 2013).  

Esta subfamilia comprende entre el 1-2% de la proteína total en una célula 

(Csermely et al., 1998); existen cinco isoformas en las células eucariotas de los 

organismos más complejos: las isoformas de Hsp90 citoplásmica (Hsp90 y 

Hsp90β), Hsp90 mitocondrial (TRAP1, del inglés: tumor necrosis factor receptor-
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associated protein 1), Hsp90 asociada a membrana (Hsp90N) y Hsp90 del retículo 

endoplásmico (Grp94, del inglés: glucose-regulated protein), (Johnson, 2011). 

Recientemente se ha descrito que las isoformas citosólicas, Hsp90 y Hsp90, 

pueden llegar a secretarse al medio extracelular en donde llevan a cabo diversas 

funciones involucradas con la regulación de la matríz extracelular, las adhesiones 

celulares y la migración (Eustace et al., 2004; Tsen et al., 2013). 

Puesto que un gran número de proteínas dependen de Hsp90 para adquirir una 

conformación activa, la subfamilia de Hsp90 es considerada como eje principal 

de la proteostasis (Taipale et al., 2010). A este grupo de proteínas cuya 

estabilidad, activación o localización intracelular depende de Hsp90, se les conoce 

como proteínas “cliente”. 

Dentro de la variada lista de proteínas “cliente” que posee Hsp90 se encuentran 

una cantidad considerable de proteínas mutadas y de otras tantas conocidas 

como oncoproteínas, por su papel oncogénico en una célula tumoral, destacando: 

p53mut, EGFRmut, KRASmut, entre otras (Blagosklonny, 2002).  

Dentro de las proteínas “cliente” de Hsp90, las cinasas conforman el grupo más 

amplió. La cinasas son enzimas encargadas de catalizar la transferencia de grupos 

fosfatos, que las posicionan como importantes reguladores de la transducción de 

señales. Entre esta clase de oncoproteínas “clientes” de Hsp90 se encuentran: 

PKB/Akt, Src, Lyn, Lck, Raf-1, EGFR, PDGFR y HIF-1, entre otras, (Figura III) 
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(Blagoskonny, 2002; Mahalingam et al., 2009; Hanahan y Weinberg, 2011; Miyata 

et al., 2013; Piccard, 2013;).   

1.2. Regulación de la actividad de Hsp90 

Las proteínas Hsp90 pueden presentarse en estructuras monoméricas, diméricas, 

oligoméricas, y heterodiméricas, entre los miembros de la misma subfamilia. La 

conformación activa de las Hsp90 se es la dimérica en condiciones fisiológicas; 

sin embargo, la estabilidad de la unión entre monómeros es dependiente del 

dominio COOH-t de cada isoforma (Minami et al., 1991; Nemoto y Sato, 1998).  

Cuando Hsp90 se encuentra en conformación dimérica, la hidrólisis de ATP de 

cada monómero es mutuamente dependiente de la del otro monómero, esto 

aumenta la eficiencia de la hidrólisis por lo que el dímero presenta mayor 

actividad (ATPasa) y mejor funcionalidad como chaperona (Vaughan et al., 2009). 

Sin nucleótidos de ATP, el dímero de Hsp90 se encuentra en una conformación 

abierta, y cuando el nucléotido se une a esta conformación induce un ligero cierre 

sobre el sitio de unión promoviendo la dimerización del N-terminal. En la 

conformación compacta y cerrada el loop flexible, del dominio medio de cada 

subunidad, hace contacto con su N-terminal e inicia la hidrólisis de ATP. Una vez 

que el ATP es hidrolizado, el dominio N-terminal se disocia y la conformación 

abierta es recuperada (Young et al., 1998; Shiau et al., 2006; Ali et al, 2006; Dollins 

et al, 2007).   
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Otro factor regulador de la actividad de Hsp90 es su interacción con proteínas 

co-chaperonas, las cuales son proteínas cruciales para dirigir el curso del ciclo de 

Hsp90-proteína “cliente”. La unión a co-chaperonas ha sido identificada en 

procesos como la inhibición o activación de la actividad de ATPasa de la Hsp90, 

así como en el reclutamiento de proteínas “cliente” en específico (Li et al., 2012; 

Street et al., 2011; Retzlaff et al., 2009; Prodromou, 2012; Muller et al., 2013). 

Además de su interacción con co-chaperonas, la actividad de Hsp90 es 

susceptible de ser regulada por medio de modificaciones postraduccionales, tales 

como: fosforilación, acetilación y S-nitrosilación, ubiquitinación, oxidación y 

metilación. La fosforilación de las Hsp90 es el mecanismo de regulación 

postraduccional más estudiado, puesto que la activación de la chaperona o su 

unión a co-chaperonas tiene un gran impacto en la actividad de las proteínas 

“cliente”.  (Kundrat y Regan, 2010; Mollapour y  Neckers, 2011; Li et al., 2011). 

En diversos tipos de tumores, se ha reportado que las Hsp se encuentran sobre-

expresadas, y sobre-activadas al igual que muchas de sus oncoproteínas “cliente”, 

de las cuales, varias son blancos terapéuticos actuales (Mendillo et al., 2012; Stope 

et al., 2012). Ante esto la inhibición de Hsp90 ha surgido como un potencial 

blanco terapéutico en diversos tipos de cáncer previniendo no sólo uno, sino 

varios de los “hallmarks” del cáncer (Tabla I).  

  



20 
 

 

  

 

Tipo de 

Proteína 

 

Proteína 

“cliente” de 

Hsp90 

Tipos tumorales en donde es 

un potencial blanco 

Mecanismo de acción de la inhibición 

de Hsp90 

Receptores 

Tirosina 

Cinasa 

EGFR mutada 

 

Cáncer de Pulmón de células 

no pequeñas y Glioblastoma 

 

Activación de las vías de supervivencia y 

evasión de apoptosis reguladas río abajo 

por las proteínas “cliente”  P.e: PI3K-AKT 

y MAPK ErbB2/HER-2 

 

Cáncer de mama 

 

KIT Tumores en estroma gástrico 

Moléculas de 

señalización 

o Cinasas 

AKT Diversos tipos de tumor Previene la activación de proteínas anti-

apoptóticas y supresión de proteínas pro-

apoptóticas 

 B-Raf mutante Melanoma Activa constitutivamente la señal de ERK 

 MET Gástricos y de pulmón Involucrados en la proliferación celular, 

migración, invasión y morfogénesis. 

 CDK4 Tumores con sobreexpresión 

de CDK4 

Fosforila e inactiva a Rb, permitiendo que 

el ciclo celular continúe sin control 

Factores de 

Transcripción 

HIF-1α Cáncer Renal Promueve angiogénesis 

 RE-α Cáncer de Mama Regula genes involucrados en 

proliferación celular 

 p53 Mutado en, aproximadamente, 

el 50% de los tumores 

Promueve la transcripción de genes 

involucrados en el arresto del ciclo celular 

o apoptosis 

Proteínas 

Quiméricas o 

de Fusión 

BCR-ABL Leucemia Mieloide Crónica Activa transducción de señales durante la 

leucemiogénesis 

 NPM-ALK Linfoma Anaplásico Induce transformación de las células y la 

proliferación 

Otras Telomerasa Varios tipos de tumores Previene el acortamiento de los telómeros 

 Apaf-1  Crucial para la formación del apoptosoma 

 Bcl-2 Linfoma folicular y Cáncer 

Pulmonar de Células pequeñas 

Regula la vía mitocondrial de apoptosis 

 MMP2 Sobreexpresada en diversos 

tipos de tumor 

Facilita la invasión modificando las 

adhesiones celulares, el remodelamiento 

de la matriz extracelular y la migración. 

Tabla I. Proteínas “cliente” desreguladas en cáncer    : mecanismos de acción y tipos de 

tumores en donde la inhibición de Hsp90 es un potencial blanco terapéutico. 
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1.3. Inhibición farmacológica de Hsp90 en la terapia contra el cáncer 

Los antineoplásicos empleados en la terapia contra el cáncer han enfocado sus 

esfuerzos en dirigir las terapias a diversas proteínas o factores involucrados en la 

síntesis y reparación del ADN, suprimir la regulación de la división celular al inhibir 

la función de los microtúbulos, o restringiendo la progresión del ciclo celular; sin 

embargo pese a la efectividad de dichos tratamientos, los efectos secundarios y 

la falta de selectividad entre células normales y las células del tumor representan 

una limitante de la terapéutica actual (Lowe y Lin, 2000; Blagosklonny y Pardee, 

2001; Kamal et al., 2004). 

En la búsqueda de agentes quimioterapéuticos específicos, la geldanamicina (GA), 

la herbimicina A, y otros antibióticos derivados de levaduras fueron identificados 

como inhibidores de tirosin-cinasas; sin embargo, años más tarde se comprobó 

que la inhibición de estas cinasas era de manera indirecta. Cerca de una década 

tuvo que pasar para que se determinará que la GA y la herbimicina A no eran 

inhibidores de cinasas, sino de las chaperonas moleculares que se encargan de 

su maduración y activación: Las Hsp90 (Whitesell et al., 1994; Morimoto, et al., 

1998).  

La geldanamicina (GA) es una ansamicina benzoquinona que fue aislada por 

primera vez de Streptomyces hygroscopicus  en 1970 (Figura I), (Deboer et al., 

1970); Tras ser confundido con un inhibidor de cinasas, se demostró de manera 
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experimental que la GA inhibe la actividad de ATPasa de Hsp90 al competir con 

el nucleótido por el sitio de unión a nucleótidos en el dominio N-terminal de la 

proteína (Prodromou et al.; 1997, Grenert et al, 1997). 

Evidencia experimental, ha demostrado que la inhibición por competencia, de 

Hsp90 mediante la administración de GA y sus derivados, tiene como respuesta 

la disociación de las interacciones entre Hsp90 y sus proteínas “cliente”, la 

consecuente inactivación y degradación proteosomal de las proteínas “cliente”, 

promoviendo así la muerte de las tumorales (Figura II); (Holzbeierlein et. al., 2010; 

Cooper et al., 2011; Fukumoto y Kiang, 2011).  

Pese a la abundancia de Hsp90 en las células en general, se ha demostrado que 

las células tumorales poseen sensibilidad a la inhibición de Hsp90 en contraste 

con células no neoplásicas, las cuales presentan una baja afinidad a los 

 

Figura I. Estructura química de la geldanamicina (GA). Este antibiótico 

se aisló a partir de una cepa fermentadora de Streptomyces 

hygroscopicus y su estructura ha sido el molde para el desarrollo de 

moléculas pequeñas que inhiben la actividad ATPasa de Hsp90. 

Figura II. Mecanismo de inhibición de Hsp90 por derivados de la geldanamicina. Modificada de 

Kamal y Burrows, 2004. 
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inhibidores dada la presencia mayoritaria de Hsp90 en conformación “inactiva” 

en las células normales (Kamal et al., 2003).  

Se ha observado que la actividad enzimática de Hsp90 es mantenida por su 

conformación activa la cual se sostiene principalmente por complejos multi-

chaperónicos que promueven su actividad; en los tumores; estos complejos que 

la Hsp90 activa y en complejos multi-protéicos tenga 100 veces mayor afinidad 

de unión por 17-AAG en comparación con la forma inactiva de Hsp90 que reside 

en las células normales (Figura III) (Workman, 2003; Kamal y Burrows, 2004; Moser 

et al., 2009). 

 

La inhibición de Hsp90 es tan promisoria que incluso algunos de sus inhibidores 

ya se encuentran en estudios clínicos; en general los inhibidores de Hsp90 se 

pueden clasificar en función a la GA, el radicicol o los andamios de purinas 

(Jhavieri et al., 2012). 

Figura III. Selectividad de los inhibidores de Hsp90, hacia células tumorales en contraste, con la 

baja afinidad que estos fármacos tienen hacia las células normales. Modificada de Kamal y 

Burrows, 2004. 
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Dentro de los derivados de la GA más importantes, destacan dos que han sido 

probados en fases clínicas I, II y III, tanto en tumores sólidos como en algunas 

leucemias. En la Tabla II se muestran las características de cada uno de estos 

compuestos y la respuesta que se ha obtenido de su uso en la clínica (Jhavieri et 

al., 2012).  

En las últimas décadas, diversos grupos de investigación científica y médica, así 

como la industria farmacológica, han reconocido a los inhibidores sintéticos de 

Hsp90 como una herramienta prometedora en la lucha contra el cáncer, tanto 

Tabla II. Principales inhibidores de Hsp90, derivados de la geldanamicina. Características 

generales, fase clínica y respuesta obtenida en pacientes.  
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como agentes individuales o en combinación con otras terapias (Heath et al., 

2005; Modi et al., 2007; Solit et al., 2008). 

 

1.4. Función específica de las isoformas Hsp90α/Hsp90β y eficiencia 

selectiva de los inhibidores 

Dentro de la subfamilia de las proteínas Hsp90 tan sólo las isoformas Hsp90α y 

Hsp90β componen el 80%; en abundancia, Hsp90α se encuentra en menor 

proporción en comparación con Hsp90β. En mamíferos, estas isoformas 

mantienen hasta un 85% de identidad a nivel de la proteína (Gupta et al., 1995; 

Passarino et al., 2003). Si bien las isoformas presentan un alto grado de 

homología, también existen una gran variedad de diferencias entre Hsp90α y 

Hsp90β. Se sabe que Hsp90α se encuentra principalmente como heterodímero 

con Hsp90β, al contrario de Hsp90β la cual forma principalmente homodímeros 

(Perdew, 1993). Además de esto, por la cantidad de elementos de respuesta a 

estrés una de estas isoformas es constitutiva en citoplasma (Hsp90β), mientras 

que la otra es inducible ante ciertos estímulos que provocan su sobreexpresión 

(Hsp90α), (Sreedhar et al., 2004).  

Se han descrito funciones diferenciales sobre la activación de ciertas proteínas 

“cliente” de Hsp90, así como la sensibilidad que Hsp90α y Hsp90β presentan a 

los inhibidores de Hsp90, como el radicicol y la geldanamicina, que a pesar de 

presentar una eficiencia similar, también se ha reportado que el efecto es 
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dependiente del tipo tumoral que se esté tratando (Chiosis, 2006; Millson et al., 

2007; Chan et al., 2008). 

Si bien, en las últimas décadas ha sido de gran importancia la investigación en 

torno al papel diferencial “intracelular” de Hsp90α y Hsp90β, recientemente se ha 

destacado su importancia y papel diferencial en función de la localización 

subcelular y extracelular de estas isoformas. Recientemente, se describió la 

asociación funcional del patrón de localización membranal y extracelular de 

Hsp90 con la invasión celular y la motilidad (Thomaidou y Patsavoudi, 1993; 

Eustace et al, 2004; Sidera et al., 2008). 

Hay evidencia de la función como chaperona extracelular de Hsp90α, 

principalmente activando y estabilizando proteínas “cliente” tales como MMP-2,  

o HER-2 en su dominio extracelular; la primera proteína es una enzima esencial 

para el remodelamiento de la matriz extracelular durante la transición epitelio-

mesénquima (TEM), la migración y la invasión (Eustace et al., 2004; Passarino et 

al.; 2003). La proteína HER-2, por otra parte, son un tipo de receptores activadores 

de la transducción de señales importantes durante el proceso oncogénico, como 

la vía de las MAPK y la vía de PI3K-Akt (Sidera et al., 2008; Sidera y Patsavoudi, 

2008). 

En diversos estudios, se ha asociado en modelos tanto in vitro como in vivo, el 

efecto de la inhibición de Hsp90 sobre la invasión y metástasis; en dichos 
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modelos la inhibición de la localización extracelular de Hsp90α se ha asociado al 

efecto anti-metastásico de la terapia, pues al prevenir los eventos de TEM, 

migración e invasión celular (Tsutsumi et al., 2008; no está Sidera et al., 2008). 

1.5. Función de β-catenina en los procesos de Migración Celular y 

Transición Epitelio Mesénquima 

La proteína citoplasmática β-catenina forma parte de la familia de las cateninas, 

dentro de las cuales hay tres miembros, -catenina, -catenina y -catenina. La 

proteína β-catenina consiste en una región central compuesta por 12 repetidos 

Armadillo (ARM), flanqueados por un dominio amino-terminal (NTD) y un 

dominio carboxi-terminal (CTD), entre el último repetido ARM y la región flexible 

del CTD se encuentra una hélice-C conservada (Córdova et al, 2009). 

De manera constitutiva, β-catenina puede hallarse unida a la proteína de 

membrana E-cadherina. Dentro del complejo de uniones adherentes β-catenina 

se une a α-catenina y modula indirectamente la actina, participando como 

intermediario en la unión entre las moléculas de adhesión y el citoesqueleto 

(Valenta et al., 2011; Córdova et al., 2009).  

Durante muchos años se pensó que -catenina participaba únicamente como 

proteína estructural en las uniones adherentes; sin embargo, hace 3 décadas 

aproximadamente, se logró establecer una segunda función para β-catenina 

como proteína importante en la señalización intracelular participando de manera 
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activa en la transcripción de genes involucrados con la proliferación celular (Essers 

et al., 2005; Hoogeboom et al., 2008; Lee et al., 2010; Yang et al., 2011; Tenbaum et al., 

2012; Tian et al., 2012; Nusse et al., 2012; Zhang et al., 2012).  

En condiciones normales, la concentración de β-catenina es regulada por el 

complejo de degradación dirigido por Gsk3-β, en el citoplasma, y por las uniones 

a caderinas y otros tipos de catenina, en la membrana celular (Kimelman y Xu, 

2006; Córdova et al., 2009), sin embargo, existen mecanismos de activación de β-

catenina que en algunas patologías pueden llegar a encontrarse alterados. En los 

siguientes párrafos se describen dichas vías alternas de activación (Figura IV). 

Recientemente, el estudio molecular de enfermedades como el cáncer, ha iniciado 

la búsqueda de nuevos blancos terapéuticos de mayor eficacia y más específicos 

para ciertos grupos de pacientes. La vía de Wnt es una vía de señalización 

involucrada en importantes procesos biológicos, estos van desde la diferenciación 

hasta la proliferación celular y la organogénesis. La activación de la vía canónica 

de Wnt se considera como un paso decisivo en la carcinogénesis en diversos 

tipos de tumores, en dónde se le ha relacionado con un aumento de la 

supervivencia celular y la invasión como resultado de la activación de los 

efectores finales de la señalización mediada por β-catenina (Pérez-Placencia, et. 

al., 2008; Saifo et al., 2010).  

Se han descrito otras vías que río arriba de la inactivación del complejo de 

degradación, permiten la activación de β-catenina, como la estimulación de 
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receptores tirosina-cinasa (RTKs) y algunos receptores de factores de crecimiento 

(PDGFR, EGFR, entre otros). Esta señalización, en cáncer, se asocia a la transición 

epitelio-mesénquima (TEM), un proceso de transdiferenciación importante en la 

progresión del cáncer (Purcell et al., 2011; Valenta et al., 2012; Kannan et al., 

2013). 

A la fecha, β-catenina representa una plataforma de interacciones con diversas 

proteínas en la célula, el patrón de localización de β-catenina es determinante 

para que esta proteína lleve a cabo determinada función ya sea como parte de 

un complejo estructural en la célula, o bien, como una proteína de señalización 

involucrada con la transcripción, lo que le confiere una dualidad funcional.  

Para que β-catenina pueda actuar como molécula de señalización, es necesario 

que ésta se encuentre en el núcleo. Una vez en el núcleo, puede asociarse a 

factores de transcripción de la familia TCF/Lef y dirigir la transcripción de genes 

blanco, tales como: c-myc, c-jun, Ciclina-D, entre otros. La transcripción de genes 

mediada por el complejo de β-catenina/TCF/Lef puede ser independiente de la 

vía de Wnt, estimulada por receptores de tirosina-cinasa (MacDonald et al., 2009).  

EGFR es un miembro de la familia de receptores tirosina-cinasa que se encuentra 

sobre-expresado en diversos tipos de cáncer, asociándose a un bajo pronóstico 

y progresión de la enfermedad. A nivel molecular, EGFR es capaz de impedir la 

adhesión celular mediada por el complejo de E-cadherina y β-catenina al 
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promover la fosforilación de β-catenina en la Tyr333 por Src, y facilitar así su 

acumulación en núcleo. Una vez en el núcleo, β-catenina participa en la 

transcripción de genes que promueven la proliferación y crecimiento celular como 

c-jun, c-myc, ciclina D, entre otros (Lee et al., 2010; Yang et al., 2011).  

Sin embargo, otros factores de transcripción también pueden proveer a β-

catenina de una plataforma de unión al ADN, entre estos se encuentra el factor 

transcripcional FOXO, el cual se encuentra sobre-expresado en condiciones de 

estrés oxidativo (Essers et al., 2005). FOXO se une directamente a β-catenina para 

promover la transcripción de los genes blanco de FOXO. Puesto que FOXO 

compite con TCF por su unión a β-catenina se ha observado que incluso llega a 

secuestrar a β-catenina del complejo con TCF. Mientras que en una célula no 

neoplásica la transcripción de genes relacionados con la respuesta al estrés 

oxidativo, en una célula tumoral los mecanismos de transcripción están 

sobreregulados, por lo que se ha propuesto que el exceso de proteínas de 

reparación de ADN y de daño celular pueden llegar a generar resistencia a 

fármacos y metástasis en cáncer (Hoogeboom et al., 2008; Tenbaum et al., 2012). 

Recientemente, se ha sugerido una posible interacción entre la vía de señalización 

estimulada por TGF-β y la vía de señalización estimulada por Wnt.  TGF-β-1 en 

particular, induce la TEM al estimular a Smad3, la cual protege a β-catenina de 

su degradación y facilitar su traslocación al núcleo, promoviendo así la unión de 

β-catenina a Smad3, y no a LEF-1, junto con TCF. En esta vía, β-catenina ha sido 
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identificada como co-factor necesario para la TEM dirigida por TGF-β-1, 

importante en la migración e invasión de las células tumorales en cáncer (Zhang 

et al., 2012; Tian et al., 2012).  

Algunos factores de crecimiento (IGF e EGFR) pueden activar la proteína cinasa 

Akt, la cual bloquea la actividad de FOXO, promoviendo la fosforilación de β-

catenina en la Ser552, lo cual conlleva al bloqueo de la restauración de la 

transcripción dirigida por TCF/β-catenina (Valenta et al., 2012).  

Figura IV. Vías de señalización mediadas por β-catenina en una célula normal y una 

célula tumoral. Dentro de la célula normal, la vía de Wnt se encuentra apagada y la 

concentración de β-catenina en citoplasma es regulada por el complejo de degradación 

dirigido por Gsk3-β; estructuralmente se encontrará unida a cadherinas y α-catenina 

participando en uniones adherentes. En una célula tumoral, la señalización mediada por 

β-catenina suele ser independiente de Wnt y regulada por los complejos que forma en 

núcleo, donde podrá interactuar con TCF/Lef-1, TCF/Smad3, o con FOXO, que compite 

con TCF, (Hoogeboom et al., 2007; Lee et al., 2010; Yang et al., 2011; Tenbaum et al., 

2012; Tian et al., 2013; Valenta et al., 2012 Zhang et al., 2013). 
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2. ANTECEDENTES 

La regulación de la estabilidad o activación de β-catenina, depende 

principalmente de dos proteínas “cliente” de Hsp90: 1) Gsk3-, que interviene en 

la fosforilación de β-catenina al ser parte del complejo de degradación; y 2) Akt, 

que regula de manera positiva a β-catenina, ya sea inactivando a Gsk3-β o bien, 

fosforilando directamente a β-catenina (Kimelman y Xu, 2006; Valenta et al., 2011). 

Dentro de las proteínas involucradas en regular activación o degradación de la 

proteína β-catenina, se ha mostrado que Hsp90 es importante en este proceso 

de mantenimiento de la actividad de β-catenina. En estudios recientes se ha 

sugerido la posible modulación de la activación por fosforilación de β-catenina 

basado en el papel de Hsp90 como chaperona de la función cinasa de su proteína 

“cliente” Gsk-3 (Kurashina, et. al, 2009).  

También, se ha propuesto que el complejo de Axin1/fosfo-β-catenina/Hsp90 es 

un regulador central de la proliferación celular vía GSK-3β/β-catenina y que la 

inhibición de Hsp90 se traduce en la detención de la proliferación celular, así 

como en la inactivación de β-catenina (Cooper, et. al., 2011).  

Entre las más de 200 proteínas “cliente” de Hsp90, las cinasas son el grupo más 

importante debido a la importancia que tienen en la señalización celular; dentro 

de estas, la cinasa B, o Akt (PKB) es una cinasa cuya estabilidad y activación es 

regulada de manera diferencial por las isoformas Hsp90 y Hsp90β (Cortés-

González et al., 2010). Por ello el patrón de expresión de estas isoformas afecta 
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de manera directa la activación de sus proteínas cliente y por ende de la 

señalización mediada por ellas.  

Considerando que la investigación en cáncer sobre la señalización mediada por 

β-catenina es relativamente reciente, el conocimiento aún es limitado. 

Actualmente, comunidades científicas y médicas han reconocido a los inhibidores 

sintéticos de Hsp90 (proteína de choque térmico de 90kDa) como una 

herramienta prometedora en la lucha contra el cáncer, tanto como agentes 

individuales o en combinación con otras terapias (Al-Lazikani B. et al. 2012). Sin 

embargo, como se mencionó anteriormente, Hsp90 y Hsp90β, son proteínas 

que se encuentran sobre-expresadas en varios tipos de cáncer y que a pesar de 

mantener una actividad intrínseca como chaperonas moleculares idéntica, su 

capacidad de interactuar y de activar distintas coproteínas oncogénicas puede 

ser diferente (Piccard, 2013; Millson et al., 2007). 

En estudios recientes se ha demostrado que la efectividad de los inhibidores 

farmacológicos derivados de la GA es dependiente del tipo celular así como de 

la dosis/tiempo (Jhavieri et al., 2012; Li et al., 2010). Recientemente, en datos no 

publicados del laboratorio, se ha observado que la inhibición aguda de Hs90 con 

17-DMAG promueve una inversión en el perfil de expresión de las isoformas 

Hsp90 y Hsp90β en líneas celulares de cáncer renal y de próstata, además, la 

sensibilidad y el efecto que pueda llegarse a observar con el uso de este inhibidor 

son: dependientes de dosis/tiempo (Franco-Gallardo et al; Datos no publicados). 
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Así mismo, previamente habíamos observado que Hsp90 y Hsp90β juegan un 

papel importante en la regulación y activación de β-catenina, en líneas celulares 

de cáncer cervical humano; se identificaron dos patrones diferenciales de 

expresión de las isoformas Hsp90 y Hsp90β en un mismo tipo de cáncer, y 

dichos patrones se asociaron a diferentes patrones de expresión y activación de 

sus proteínas cliente Akt/Gsk3β/β-catenina (Morales-Guadarrama, 2014). 

Uno de los papeles que nos interesa estudiar sobre la señalización que media β-

catenina es su función en procesos tempranos de la invasión, como los procesos 

de transición epitelio-mesénquima y la migración. En la última década, se ha 

demostrado ampliamente que las células de tumores epiteliales pueden 

experimentar una transdiferenciación celular que convierte a células de fenotipo 

epitelial en células con fenotipo mesénquimal, las cuales tienen la capacidad de 

migrar gracias a la degradación proteolítica y el remodelamiento de la matriz 

extracelular (Mehlen y Puisieux, 2006).  

Además de la función estructural de β-catenina, su participación en la 

transcripción es importante para entender de qué manera regula la TEM y la 

migración; de manera interesante, se ha visto que Hsp90 y Hsp90β juegan un 

papel determinante en el mismo proceso, si bien a nivel subcelular puede regular 

la activación y estabilidad de -catenina, se ha visto que de manera extracelular 

puede desencadenar la activación de proteínas mediadoras de la migración, la 
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degradación de la matriz extracelular y su remodelamiento  (Eustace et al., 2004; 

Sidera et al., 2008; Sidera y Parsavoudi , 2008).  

Por lo anterior, en este estudio proponemos que la inhibición farmacológica 

aguda de Hsp90 con 17-DMAG promoverá la inversión del perfil de expresión de 

las isoformas y afectará la activación de sus oncoproteínas “cliente”, lo cual se 

traducirá funcionalmente en una disminución de la migración celular en un 

modelo in vitro de cáncer cervical. 
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3. HIPÓTESIS 

Considerando que las vías de señalización mediadas por -catenina en cáncer 

son reguladas diferencialmente por dos proteínas “cliente” de Hsp90 (Akt y GSK3-

), proponemos que la sobre-expresión de Hsp90α promoverá el efecto anti-

migratorio del inhibidor 17-DMAG al prevenir la activación de β-catenina, 

mientras que la sobre-expresión de Hsp90β prevendrá dicho efecto. 
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4. OBJETIVO 

Determinar el efecto funcional del inhibidor 17-DMAG en la migración celular 

mediada por la activación de Akt/β-catenina y regulada por Hsp90α y Hsp90β en 

líneas celulares de cáncer de cérvix. 

 

4.1. Objetivos Particulares 

 Determinar el efecto funcional del 17-DMAG sobre la migración 

celular en las líneas celulares de CC. 

 Determinar el efecto de la inhibición de Hsp90 sobre el perfil de 

expresión de Hsp90 y Hsp90 y su relación con la activación de las proteínas 

“cliente” de interés. 

 Identificar el efecto de la inhibición de Hsp90 sobre el patrón de 

localización intracelular y extracelular de Hsp90 y Hsp90 en las líneas 

celulares de cáncer cervical. 

 Determinar el efecto de la inhibición con 17-DMAG, sobre el patrón 

de co-localización e interacción de Hsp90 y Hsp90 con las proteínas “cliente” 

de interés. 

 

  



38 
 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1. Mantenimiento de cultivo celular  

Se emplearon cuatro líneas celulares tumorales de cérvix (detalles en Tabla III), y 

la línea celular de queratinocitos humanos inmortalizados, HaCat, ésta última se 

empleó como control. Los cultivos fueron mantenidos en medio DMEM y DMEM-

F12, respectivamente, suplementado con suero fetal bovino al 10% y antibiótico 

penicilina/estreptomicina para su mantenimiento.  

 

5.2. Ensayo de migración celular 

Para cuantificar y determinar el efecto funcional de la inhibición de Hsp90 sobre 

la migración celular, se empleó la metodología del ensayo de cierre de herida y 

  Línea celular HeLa C33a 

Tejido de origen Adenocarcinoma Carcinoma epidermoide de células 

escamosas 

VPH VPH18 VPH(-) 

p53 p53+ 

Baja expresión 

p53mut 

(Codón 273, cambio de Arg -> Cys) 

Alta expresión 

# Céls por ensayo 

(85-90%) 

70, 000 céls 85,000 céls  

Tabla III. Breve descripción de las líneas celulares neoplásicas de cérvix empleadas en el 

proyecto.  
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vídeo-microscopia (time-lapse). Para realizar los ensayos, las células fueron 

sembradas en placas de 24 para quedar a una confluencia aproximada del 85-

90%, debido a la diferencia de tamaños entre ambas líneas celulares, la cantidad 

de células varió entre una línea y otra. En la Tabla I, se muestra la cantidad 

requerida por cada línea celular para las placas de 24 pozos. Una vez que la 

morfología y la confluencia fueron las adecuadas para realizar el ensayo, se 

sincronizó el ciclo celular del cultivo mediante la deprivación de suero fetal bovino 

en el medio. 

 

5.2.1. Ensayo de inhibición de Hsp90 con 17-DMAG 

Se emplearon dos concentraciones del inhibidor para evaluar el efecto anti-

migratorio del 17-DMAG, las cuales fueron determinadas anteriormente a partir 

de resultados obtenidos de proliferación celular. Las concentraciones empleadas 

fueron [50nM] y [500nM]. Los tiempos de cierre de herida en el control y los 

tratamientos se determinaron mediante video-microscopía o time-lapse. 

 

5.2.2. Video-microscopia (time lapse). 

Con la finalidad de determinar el efecto anti-migratorio del inhibidor 17-DMAG 

se llevaron a cabo diversos time-lapse empleando el microscopio invertido 

AxioVert 200M® (Carl Zeiss), las imágenes fueron editas y analizadas en el  

software ZenBlue® (Carl Zeiss). El análisis de los datos recopilados se llevó a cabo 
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mediante un Macros para evaluar migración celular en el programa ImageJ®, 

mientras que el análisis estadístico se llevó a cabo en el software SigmaPlot ® 

 

5.3. Extracción de proteínas  

5.3.1. Proteínas totales   

La extracción se realizó a partir de cajas de 10mm2 con una confluencia del 80 

al 90%, empleando el buffer de lisis celular NP40, (NaCl 150 Mm), NP-40 (1%) y 

Tris-Cl (50 mM, pH 8); se adicionó con inhibidor de proteasas y fosfatasas al 1x. 

La eficiencia de la extracción e integridad de las proteínas extraídas se corroboró 

mediante el corrimiento en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

y tinción con azul de Coomassie, mientras que los perfiles de expresión se 

evaluaron por medio de Western blot. Para las células tratadas, la concentración 

del fármaco y el tiempo de extracción se determinó en función de los cambios 

observados en la migración. 

5.3.2. Enriquecimiento de Proteínas de Medio Extracelular    

El enriquecimiento de las proteínas del medio extracelular se realizó mediante 

tubos Amicon Ultra-4 centrifugal Filter ® de Millipore. Previo al ensayo, las células 

se cultivaron las líneas celulares en medio de cultivo sin SFB por 24h. Antes de 

la extracción y enriquecimiento; es necesario partir de aproximadamente 8 

millones de células de cada línea celular y tratamiento no comprendo esta oración 

La eficiencia de la extracción e integridad de las proteínas extraídas se corroboró 
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mediante el corrimiento en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

y su posterior tinción con azul de Coomassie. La concentración del inhibidor de 

Hsp90 y el tiempo de extracción se determinaron en función de los cambios 

obtenidos en los ensayos de migración celular. Los perfiles de expresión a nivel 

de proteína se evaluaron por ensayos de Western blot. 

 

5.4. Co-Inmunoprecipitación de Hsp90α y Hsp90β 

A partir de 500 µg de extracto total de cada grupo de interés (controles y 

tratadas), se realizaron ensayos de co-inmuprecipitación empleando perlas 

magnéticas (The Dynabeads® Protein G Immunoprecipitation Kit, #10007D de 

Novex®) las cuales fueron acopladas a 2µg de anticuerpo de Hsp90α o Hsp90β 

(Millipore). Los inmunocomplejos obtenidos fueron analizados por ensayos de 

Western blot y por SDS-PAGE teñido con Azul brillante de Coomassie. Para las 

células tratadas, la concentración del 17-DMAG y el tiempo de extracción se 

determinó en función de los cambios en la migración. 

 

5.5. Inmunofluorescencias y co-inmunofluorescencias 

A partir de monocapas de células fijadas en laminillas Chamber Slides de LabTek, 

se llevaron a cabo las inmunofluorescencias y co-inmunofluorescencias de cada 

línea celular y tratamiento. La confluencia para llevar a cabo cada ensayo fue del 

80%, y las imágenes fueron obtenidas, empleando el microscopio de 
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epifluorescencia AxioImage® (Carl Zeiss). Para el manejo y edición de las 

imágenes se empleó el software ZenBlue® (Carl Zeiss) y el análisis estadístico se 

llevó a cabo en SigmaPlot®. La concentración del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, 

y el tiempo de extracción se determinaron en función de los cambios observados 

en la migración. 

Para comprender la implicación de las proteínas sobre dicho fenómeno, se evaluó 

la localización de las proteínas de interés en las células cercanas a la herida y las 

células de la monocapa. La integridad nuclear fue validada por medio de la tinción 

con DAPI, y para identificar la localización de las proteínas de interés se 

emplearon anticuerpos secundarios indicados en la Tabla IV.   

Anticuerpo 

Primario 

Marca  Anticuerpo 

Secundario 

Marcador fluorescente 

Hsp90α Millipore Rabbit AlexaFluor488 

Cy3.5 

Hsp90β Millipore Goat AlexaFluor488 

AlexaFluor568 

β-catenina 

Activada  

Millipore Mouse AlexaFluor488 

AlexaFluor568 

p-AktSer473 Millipore Mouse AlexaFluor488 

p-AktThr308 Millipore Rabbit AlexaFluor488 

AlexaFluor568 

 

Tabla IV. Anticuerpos empleados en las inmunofluorescencias y ensayos de 

Western blot 
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5.6. Electroforesis y electro-transferencia de las proteínas extraídas en geles 

SDS-PAGE  

La separación electroforética de las proteínas se llevó a cabo en geles SDS-PAGE 

al 10% para los perfiles de expresión total y los perfiles de localización, y al 8% 

para los perfiles de interacción (inmunocomplejos). Uno de los geles por cada 

experimento fue empleado para teñir con Azul de Coomassie (Coomassie R-250, 

Sigma) para validar la integridad de los extractos; mientras que el otro fue 

empleado para llevar a cabo transferencia electroforética en cámaras semi-seca 

(BioRad) de las proteínas, a membranas de PVDF (Immovilon-P, Millipore) 

previamente permeabilizadas. Para corroborar la eficiencia de las 

electrotransferencias; previo al bloqueo, las membranas se tiñeron con Rojo de 

Ponceau (Ponceau S P-3504, Sigma). 

 

5.7. Inmunodetección por ensayos de Western blot (WB). 

Una vez transferido el gel de SDS-PAGE a membranas de PVDF, se procedió a 

bloquear la membrana en leche baja en grasa al 5% durante 190 37°C o toda la 

noche, dependiendo de la proteína a detectar. 

En cada ensayo de WB, las membranas fueron incubadas con su anticuerpo 

primario durante una hora y media a 37°C o toda la noche, dependiendo de la 

proteína o el anticuerpo a analizar, los anticuerpos empleados se encuentran en 
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la Tabla IV. Al término de cada incubación se realizaron una serie de al menos 5 

lavados, de 10 minutos cada uno, con TBS-Tween al 1%.  

Posteriormente, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario 

específico (anti-goat #V805A de PROMEGA, anti-rabbit #AP132P, o anti-mouse 

#AP124P de Millipore) durante una hora a temperatura ambiente. Después de 

una serie de al menos ocho lavados, las membranas fueron reveladas por 

quimioluminiscencia (kit Chemioluminiscent HRP Substrate, Invitrogen) y 

reveladas en placas radiográficas (Kodak). 

Para digitalizar las placas radiográficas de los Western blots obtenidos se empleó 

el programa LabScan™ 6.0 (Swiss Institute of Bioinformatics, GE Healthcare). Esto 

se llevó a cabo en el digitalizador ImageScanner III, GE Healthcare. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. Efecto anti-migratorio del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, en líneas 

celulares de cáncer de cérvix. 

Para determinar el efecto anti-migratorio de la inhibición farmacológica de Hsp90 

se evaluó, mediante ensayos de herida, la migración celular de las líneas celulares 

HeLa y C33a. Para ello se emplearon las concentraciones de 50nM y 500nM, del 

17-DMAG, desde 0 horas y hasta el cierre de herida de las células sin tratamiento.  

 

En la línea celular HeLa, el tiempo final de cierre de herida fue de 24 horas, 

mientras que para la línea celular C33a fue hasta las 72 horas (Figura 1a y 1c). En 

la línea celular HeLa, la inhibición con ambas dosis logró detener la migración 

celular con diferencias significativas, con respecto al control (p<0.001), 

demostrando una sensibilidad a la inhibición sin efectos tóxicos (Figura 1b).  

Por el contrario, en la línea celular C33a únicamente se observó un efecto a la 

concentración de 500nM del inhibidor 17-DMAG (Figura 1d). Si bien el efecto 

anti-migratorio del 17-DMAG tuvo significancia con respecto al control (p<0.001), 

la inhibición de la migración en estas células fue menor a la observada en la línea 

celular HeLa, en donde la migración celular disminuyó hasta un 40%.  
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Figura 1. Efecto anti-migratorio de la inhibición farmacológica de Hsp90, con 17-DMAG. Figura 1a. Time-laps representativos de los 

ensayos de herida, en la línea celular HeLa tratada con [50nM] y [500nM]. Figura 1b. Gráfica del porcentaje de cierre de herida en la línea 

celular HeLa tratada con 17-DMAG en concentraciones de [50nM] y [500nM]; ambos tratamientos presentaron diferencias significativas. 

Figura 1c. Time-laps representativos de los ensayos de herida, en la línea celular C33a tratada con [50nM] y [500nM]. Figura 1d. Gráfica 

del porcentaje de cierre de herida en la línea celular C33a tratada con el inhibidor 17-DMAG en concentraciones de [50nM] y [500nM]; 

únicamente se presentaron diferencias significativas en la dosis de [500nM]. Los experimentos se realizaron por triplicado, p<0.001. 

a) b) 

c) d) 
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6.2. Inversión del perfil de expresión entre Hsp90α y Hsp90β, y su 

participación diferencial sobre la activación de sus proteínas 

“cliente” 

Para explicar si el efecto anti-migratorio de la inhibición de Hsp90 se asociaba a 

un cambio en el patrón de expresión entre Hsp90α y Hsp90β, se evaluó por 

western blot la expresión de las isoformas y la activación/inactivación por 

fosforilación de sus proteínas “cliente”. Dicho perfil se obtuvo a partir de extractos 

de las células sin tratamiento y con tratamiento de 17-DMAG [500nM], a los 

tiempos en donde se observaron cambios (24 hr para HeLa y 48 hr para C33a).  

Los perfiles de expresión obtenidos muestran claramente que el inhibidor 17-

DMAG afecta la expresión de Hsp90α, más no la de Hsp90β (Figura 2.). En la línea 

celular HeLa se observó la disminución de la expresión de la isoforma Hsp90α 

mientras que en la línea celular C33a se aprecia claramente el incremento de la 

expresión de esta misma isoforma.  

Figura 2. Efecto de la inhibición farmacológica de Hsp90, sobre el perfil de expresión de 

las proteínas Hsp90α y Hsp90β. Figura 2a. Perfil de expresión de Hsp90α y Hsp90β en las 

células HeLa y C33a, control y tratadas con 17-DMAG [500Nm], a 24 h y 48 h, respectivamente.  

a) 
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De manera interesante, la activación de β-catenina y los niveles de su forma 

fosforilada para degradación se asociaron al cambio en Hsp90α promovido por 

el 17-DMAG. En la línea celular HeLa la disminución de Hsp90α se asoció a una 

disminución notable de la β-catenina activada y una consecuente aparición de la 

fosforilación de β-catenina, cabe destacar que en estas células se observó 

sensibilidad al efecto anti-migratorio del 17-DMAG. Por otra parte, en la línea 

celular C33a el aumento de la isoforma Hsp90α se asoció al mantenimiento de 

los niveles de β-catenina activada y la disminución de su forma fosforilada (Figura 

3a). 

El efecto del inhibidor sobre los reguladores de la activación/degradación de β-

catenina, Gsk3-β y Akt únicamente se vieron asociados en la línea celular C33a, 

en donde se observó un aumento de la inactivación por fosforilación de Gsk3-β 

Figura 3. Efecto de la inhibición farmacológica de Hsp90, sobre el perfil de 

activación/inactivación de las proteínas “cliente” de Hsp90. Figura 3a. Perfil de activación de 

β-catenina en las líneas celulares HeLa y C33a control y tratadas con 17-DMAG [500nM], a 24 h 

y 48 h, respectivamente. Figura 3b. Perfil de expresión de las proteínas “cliente” de Hsp90 

fosforiladas, en las líneas celulares HeLa y C33a control y tratadas con 17-DMAG [500nM], a 24 

h y 48 h, respectivamente. 

a) b) 
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en la Serina 9 y la activación de Akt por fosforilación en la Treonina 308, asociado 

a la disminución de la degradación de β-catenina y el mantenimiento de su 

activación (Figura 3b). 

 

6.3. Efecto del inhibidor 17-DMAG sobre la localización subcelular y 

extracelular de Hsp90α y Hsp90β  

El patrón de localización de las proteínas de choque térmico es de suma 

importancia puesto que condiciona su interacción con determinadas proteínas; 

por ello nos interesó conocer el patrón de localización intracelular y extracelular 

de Hsp90α y Hsp90β y determinar si existía una asociación con el fenotipo de las 

líneas celulares. Por medio de inmunofluorescencia, se determinó la localización 

intracelular de ambas isoformas en las líneas celulares de cáncer cervical HeLa y 

C33a.  

De manera constitutiva, las células HeLa presentaron fuerte marca nucleoplásmica 

homogénea y moteada, así como la marca citosólica –que era de esperarse– de 

Hsp90α (figura 4a); por otra parte, el patrón de localización de Hsp90β se observó 

exclusivamente a nivel del citosol y con mucho menor intensidad que la marca 

de la isoforma Hsp90α.  

El patrón de co-localización entre ambas isoformas fue bajo; sin embargo, el 

tratamiento promovió no sólo la disminución de la marca de Hsp90α y un 

consecuente aumento en la isoforma Hsp90β, sino también la pérdida de la marca 
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nucleoplásmica de Hsp90α en estas células y un aumento en la co-localización 

de ambas isoformas (figura 4b). 

De manera contrastante, en la línea celular C33a la isoforma Hsp90α presentó un 

patrón granulado en el citosol, acumulación perinuclear y nucleoplásmico 

homogéneo; mientras que la isoforma Hsp90β se observó marca citosólica y 

nucleoplásmica moteada. La proporción de la marca nucleocitoplasmática de 

Hsp90α en la línea C33a fue menor, de manera significativa, que la observada en 

la línea celular HeLa (p<0.01), (figura 4c, 4e).  

Uno de los hallazgos más interesantes en este proyecto fue el efecto del inhibidor 

17-DMAG sobre el patrón de localización de estas proteínas, en la línea celular 

C33a, resistente al efecto anti-migratorio del 17-DMAG, se observó que la 

proporción de células con marca nucleoplásmica homogénea aumentó con la 

inhibición, además de incrementar la señal de Hsp90α sobre la señal de Hsp90β 

(figura 4d).  

Este trabajo muestra, por primera vez, la asociación de la pérdida o ganancia de 

la isoforma Hsp90α en núcleo con la sensibilidad o resistencia, respectivamente, 

al efecto anti-migratorio del inhibidor de Hsp90 (figura 4b, 4c). 
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a) 

c) 

b) 

Figura 4. Efecto de la inhibición farmacológica de Hsp90 sobre el patrón de localización intracelular de Hsp90α y Hsp90β en líneas de 

cáncer cervical tratadas con 17-DMAG [500nM], Figura 4a. Perfil de localización de Hsp90α y Hsp90β en la línea celular HeLa sin tratar, 

Figura 4b. Cambio en el patrón de las isoformas, en la línea celular HeLa tras una exposición de 24 h a la concentración de [500nM]. Figura 

4c. Perfil de localización de Hsp90α y Hsp90β en la línea celular C33a sin tratar, Figura 4d. Cambio en el patrón de las isoformas, en C33a tras 

una exposición de 48 h a la concentración de [500nM]. Figura 4e, Proporción de marca núcleo/citoplasma de la localización de Hsp90α 

 

d) 
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En el orden de conocer la presencia extracelular de las isoformas Hsp90α y Hsp90β y 

su asociación con la capacidad migratoria de las células de cáncer cervical, se detectó 

por western blot, la presencia de las isoformas en el medio extracelular.  

En la línea celular HeLa, de manera previa al tratamiento, se observó la presencia 

extracelular de Hsp90α, sin embargo, dicha localización se perdió al dar el tratamiento 

con el inhibidor 17-DMAG [500nM], asociando este cambio en el patrón de 

localización a la sensibilidad al efecto anti-migratorio del inhibidor de Hsp90 (figura 

5). 

En la línea celular C33a se observó un efecto que el tratamiento con 17-DMAG 

también afecta la localización extracelular de Hsp90α y Hsp90β. Antes del tratamiento 

se encontró la presencia extracelular de Hps90β y no así de Hps90α, de manera 

interesante se observó que el tratamiento con 17-DMAG promueve la pérdida de 

Hsp90β extracelular y la presencia extracelular de la isoforma Hsp90α (figura 5). 

 

 

 

 

Figura 5. Efecto de la inhibición 

farmacológica de Hsp90, con 17-DMAG 

sobre la localización extracelular de Hsp90α 

y Hsp90β. El inhibidor promueve la inversión 

del perfil de localización entre Hsp90α y 

Hsp90β en ambas líneas celulares de CC. 
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6.4. Efecto del inhibidor 17-DMAG sobre el patrón de co-localización e 

interacción de Hsp90α y Hsp90β con sus proteínas “cliente” 

Finalmente, para determinar si la inhibición no sólo afecta la expresión y localización 

extracelular de las isoformas, sino su co-localización e interacción con sus proteínas 

“cliente”, se procedió a evaluar la co-localización de Hps90α, Hsp90β y β-catenina, por 

medio de ensayos de co-inmunofluorescencia. 

En la figura 6 observamos que en la línea celular HeLa el patrón de co-localización 

para ambas proteínas “cliente” con Hsp90α es a nivel del núcleo, en donde 

observamos una alta co-localización nucleoplásmica homogénea de Hsp90α y β-

catenina. Sin embargo, se observó que el tratamiento con el inhibidor de Hsp90 

promueve la disminución de la marca nucleoplásmica moteada de β-catenina, así 

como la pérdida de co-localización con Hsp90α (figura 6a, 6c).  

En cuanto al patrón de co-localización de Hsp90β con β-catenina, no se observaron 

cambios ni presencia de co-localización entre ambas proteínas ni antes ni después del 

tratamiento con 17-DMAG (figura 6b, 6d). 

Para validar no sólo la co-localización sino la interacción de las isoformas con su 

proteína “cliente” β-catenina, se realizaron las co-inmunoprecipitaciones de Hsp90α 

con β-catenina y Hsp90β con β-catenina. Se observó que el tratamiento disminuye la 

interacción de entre Hsp90α con β-catenina activada sin abatirla, mientras que Hsp90β 

no presenta interacción antes ni después del tratamiento con β-catenina (figura 6e)  
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Figura 6. Efecto de la inhibición farmacológica de Hsp90, sobre el patrón de co-localización e interacción de Hsp90α y Hsp90β, con su proteína 

“cliente” β-catenina, en la línea celular de cáncer cervical HeLa tratadas con 17-DMAG [500nM], Figura 6a. Perfil de co-localización de Hsp90α y 

β-catenina en la línea celular HeLa sin tratar, Figura 6b. Perfil de co-localización de Hsp90β y β-catenina en células HeLa sin tratamiento. Figura 6c. 

Se muestra la pérdida de la localización constitutiva de las proteínas de interés, la co-localización entre Hsp90α y β-catenina, así como una disminución 

en la intensidad de la señal de la proteína “cliente” de Hsp90, β-catenina. Figura 6d. Se muestra la disminución de la señal de β-catenina y ls pérdida 

de co-localización entre Hsp90β y β-catenina. Figura 6e., En la línea celular HeLa, Hsp90α interactúa exclusivamente con la forma activa más no con 

la degradada, así como con la E-cadherina. Figura 6f., La dosis empleada en los tratamientos de inhibición parecen únicamente disminuir 

paulatinamente la interacción de la chaperona molecular y su proteína “cliente” 

 

a) b) 

c) d) 

e) 

f) 
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De manera interesante, observamos que la isoforma Hps90α, interactúa 

exclusivamente con la forma activa de β-catenina y con E-cadherina, más no así 

con la forma fosforilada para degradación de β-catenina, mostrando la 

importancia de esta isoforma para la activación de su proteína “cliente” (figura 

6e). 

Figura 7. Efecto del inhibidor 17-DMAG [500nM], sobre el patrón de co-localización 

intracelular de Hsp90α y Hsp90β, con su proteína “cliente” β-catenina, en la línea celular de 

cáncer cervical C33a. Figura 7a. Perfil de co-localización de Hsp90α y β-catenina en la línea celular 

C33a sin tratamiento, Figura 7b, Perfil de co-localización de Hsp90β y β-catenina en células C33a 

sin tratamiento. Figura 7c. Se muestra la pérdida de la localización constitutiva de las proteínas 

de interés, la co-localización entre Hsp90α y β-catenina, si bien se observa no una disminución 

en la intensidad de la señal de la proteína “cliente” de Hsp90, β-catenina. Figura 7d. Se muestra 

la disminución de la señal de β-catenina sin pérdida total de co-localización entre Hsp90β y β-

catenina. 

a) b) 

c) d) 
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Por otro lado, en la línea celular C33a, observamos un patrón de co-localización 

entre Hsp90α y β-catenina a nivel del citoplasma; si bien β-catenina presenta un 

patrón de localización nucleoplásmica, esta no co-localiza con la isoforma Hsp90

α (figura 7a). Sin embargo, el tratamiento con inhibidor 17-DMAG [500nM], 

promueve la co-localización entre Hsp90α y β-catenina en un patrón 

nucleoplásmico moteado (figura 7c).  

Respecto al patrón de co-localización de Hsp90β con β-catenina se mantiene a 

nivel del citoplasma tanto en las células no tratadas como en las células expuestas 

al inhibidor 17-DMAG [500nM], esto se asocia con los perfiles de expresión de 

Hsp90β y β-catenina en donde observamos que ambos niveles se mantienen de 

la misma forma (figura 7d, 2a y 3a).  

Lo anterior demuestra la importancia de la isoforma se observó la ausencia de 

co-localización entre la isoforma Hsp90α y Hsp90β sobre la activación de β-

catenina, y su asociación funcional con el proceso de migración celular, así como 

con el fenotipo de sensibilidad o resistencia a los inhibidores de Hsp90, como el 

17-DMAG.  
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7. DISCUSIÓN 

El cáncer es un conjunto de enfermedades considerado como un problema de 

salud pública actualmente. Se sabe que es un padecimiento agresivo, sin 

embargo, se ha visto que en ocasiones la agresividad de los tumores puede variar 

pese a tratarse de tumores en el mismo órgano, esto se debe principalmente a 

la desregulación de las principales vías del mantenimiento celular mediante 

mutaciones o cambios en los patrones de expresión de los elementos 

involucrados en la señalización constitutiva de las células (NCI, 2016).  

Uno de los elementos más importantes en la sobre activación sostenida de las 

vías desreguladas en cáncer es la subfamilia de proteínas de choque térmico de 

90 kDa, Hsp90 (Taipale et al., 2010). Dentro de esta subfamilia multigénica de 

chaperonas, las isoformas citosólicas Hsp90α y Hsp90β son las más abundantes, 

han sido tema de investigación exhaustiva en recientes décadas debido a que 

pese a su alta homología pueden regular de manera diferencial a un conjunto de 

proteínas “cliente” dentro de las que se encuentran diversos transductores de 

señales, cinasas y factores de transcripción (citas). 

En el presente trabajo, se muestra por primera vez, la asociación de la expresión 

y localización diferencial de Hps90α y Hsp90β a la migración celular y el fenotipo 

agresivo de las líneas de cáncer cervical HeLa y C33a. Además, se muestra de 

manera novedosa, la asociación del patrón de localización e interacción entre 
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Hps90α y β-catenina con la resistencia o sensibilidad al efecto anti-migratorio del 

inhibidor farmacológico de Hsp90, 17-DMAG.  

7.1. Las líneas celulares de CaCu tienen una sensibilidad diferencial al 

efecto anti-migratorio del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG. 

Si bien se ha descrito la sobreexpresión de Hsp90 en cáncer como una cualidad 

distintiva de las células tumorales, el conocimiento referente al papel diferencial 

de las isoformas aún es limitado. Este estudio muestra evidencia de que la 

expresión diferencial de Hsp90α y Hsp90β se asocia al fenotipo invasivo de las 

líneas celulares de CaCu empleadas en el presente trabajo. 

Previamente, se habían determinado dos patrones diferenciales de expresión de 

las isoformas Hsp90 y Hsp90 en las líneas celulares HeLa y C33a, asociados a 

la sensibilidad al efecto anti-proliferativo de la inhibición de Hsp90, con 17-

DMAG, (Morales-Guadarrama, 2014). 

Se ha reportado que la sobre-expresión de la isoforma de Hsp90α se asocia a 

mayor invasividad y promoción de metástasis en tumores de cáncer colorectal, 

mama, melanomas y leucemias, entre otros (Eustace, et. al., 2004; Milicevic, 2008; 

Wang, 2009); consistente con lo anterior, observamos que la línea celular HeLa, 

que de manera constitutiva sobre-expresa Hsp90α, presenta mayor capacidad de 

migración y, de manera interesante, también presenta mayor sensibilidad al 

efecto anti-migratorio de la inhibición farmacológica de Hsp90, con 17-DMAG.  



60 
 

Lo anterior posiblemente se explique por lo obtenido en los ensayos de 

inhibición, en donde la disminución de la expresión de Hsp90α y el 

mantenimiento de la expresión de Hsp90β fue el patrón de inversión asociado a 

la sensibilidad al inhibidor farmacológico de Hsp90. 

Por otra parte, Hsp90 se ha reportado asociada a un mal pronóstico y la 

promoción de metástasis linfática en cáncer de pulmón, además de que la 

sobreexpresión de esta isoforma suele presentarse en carcinomas menos 

diferenciados (Milicevic et al., 2008; Biaoxue et al., 2012). En este proyecto, la línea 

celular C33a exhibió mayor expresión de Hsp90 y pese a que el fenotipo es 

menos invasivo que el de la línea celular HeLa (figura 1) las células presentaron 

resistencia al efecto anti-migratorio del inhibidor 17-DMAG.  

En este modelo celular donde la línea celular mostró resistencia al efecto del 

inhibidor, dicho fenotipo se asoció a la inversión en la expresión de las isoformas 

en el cual, la isoforma Hsp90α aumentó notablemente tras el tratamiento. 

Además de lo anterior, la resistencia observada en estas líneas es consistente con 

lo reportado sobre la presencia de genes de resistencia a fármacos, MDRs en la 

línea celular C33a, (Hines et al., 2007).   

7.2. El patrón de localización nucleoplásmica moteada de Hsp90 se 

asocia a la sensibilidad o resistencia al efecto anti-migratorio del 

17-DMAG 
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Uno de los patrones importantes que definen la función de una proteína es la 

localización que pueden tener en los diferentes compartimentos celulares, si bien 

las isoformas Hsp90α y Hsp90β se consideran principalmente citosólicas, se ha 

visto que pueden llegar a localización en membrana (Eustace et al., 2004; Milicevic 

et al., 2012) y en núcleo (Leclerc et al, 1999; Dittmar y Pratt, 1997).  

La participación nuclear de Hsp90 se ha asociado principalmente a la regulación 

de factores de transcripción, principalmente se ha viso su relación con receptores 

de hormonas esteroideas (Longer et al., 2003; Samakovli et al., 2014); se ha 

estudiado que incluso existen secuencias en el dominio C-terminal que previene 

la traslocación nuclear, por lo que ésta depende enteramente de la interacción 

con sus co-chaperonas o bien, con sus proteínas “cliente” (Passinen et al., 2001; 

Longshaw et al., 2004).  

Uno de los fenómenos más relevantes de este estudio, fue el descubrimiento de 

la asociación de la localización nuclear de  Hsp90α con la sensibilidad al 

tratamiento con el inhibidor 17-DMAG en la línea celular HeLa. En esta línea 

celular se observó un patrón nucleocitoplásmico homogéneo y moteado en el 

90% de las células, el cual, tras el tratamiento con 17-DMAG, desapareció y 

disminuyó la proporción de marca citoplásmica; se ha reportado que  la 

administración de la Geldanamicina (en este caso de un derivado de ella) provoca 

la pérdida de la función nuclear de Hsp90α cuando esta regresa a citosol, en 

donde puede ser inhibido por la GA (Samakovli et al., 2014). 
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De manera interesante, la línea celular C33a que presentó resistencia al inhibidor 

adquiere la localización nuclear de Hsp90α tras la administración del 17-DMAG; 

se ha reportado que la función de las chaperonas en núcleo depende de su 

interacción con las proteínas “cliente” y no por cuestiones estructurales de la 

proteína (Longshaw et al., 2004).  

7.3. El patrón de localización extracelular de Hsp90 se asocia al 

fenotipo invasivo de las células de cáncer cervical 

En recientes años ha tomado importancia la presencia extracelular de algunas 

proteínas de choque térmico, en particular de Hsp90. En su mayoría se ha visto 

la presencia de Hsp90α en cáncer gástrico, colorectal y de mama, en donde su 

localización se ha asociado a la invasividad de los tumores (Eustace et al., 2008; 

Sidera, 2008; Sidera y Patsavoudi, 2008).  

En esta investigación identificamos por primera vez la presencia extracelular de   

Hsp90α en líneas celulares de CaCu; la línea celular HeLa que presentó un 

fenotipo invasivo encontramos Hsp90α con localización extracelular, sin embargo, 

el tratamiento previno la presencia extracelular Hsp90α, lo cual se asoció a la 

sensibilidad observada en esta línea celular al efecto anti-migratorio del 17-

DMAG.  

De manera contrastante, la línea C33a presentó la localización extracelular de 

Hsp90β más no la de Hsp90α previo al tratamiento; la administración del 
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inhibidor 17-DMAG provocó la inhibición de la localización de Hsp90β en el 

medio extracelular y favorecimiento de la localización extracelular de Hsp90α.  

En 2013, Tsen y colaboradores reportaron que la presencia extracelular de Hsp90

α se asocia a la activación de Akt de manera intracelular, este patrón es 

consistente con lo observado en la línea C33a tanto en los ensayos de Western 

blots de extractos totales como en la co-inmunofluorescencia 

La inversión del patrón de localización de Hsp90 Hsp90α en la línea celular C33a 

y su asociación a la adquisición de un fenotipo más invasivo y resistente al efecto 

anti-migratorio del 17-DMAG, podría explicarse por el tipo de fármaco empleado. 

El 17-DMAG es un inhibidor competitivo del ATP por el sitio de unión a ATP, sin 

embargo, se ha demostrado que la función extracelular de Hsp90 es 

independiente de la hidrólisis de nucleótidos (Sims et al., 2011). 

 

7.4. El patrón de co-localización nuclear entre Hsp90 con β-catenina se 

asocia al fenotipo invasivo de las células de cáncer cervical y a la 

sensibilidad/resistencia al del inhibidor 17-DMAG  

Para contribuir a entender el papel diferencial de las isoformas sobre la activación 

de sus proteínas “cliente”, se determinó el efecto del inhibidor sobre la interacción 

y la co-localización de Hsp90α y Hsp90β en las líneas celulares de cáncer cervical. 
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En este trabajo se demostró que la localización nucleocitoplásmica de Hsp90α es 

importante para la activación de β-catenina y la presencia de mayor migración 

celular; se ha reportado que la localización nuclear de β-catenina es importante 

para el proceso de transición epitelio-mesénquima de las células tumorales y 

posteriormente para la invasión de las mismas (Brabletz et añ., 2005; Couffinhal 

et al., 2006; Fang et al., 2007; Charbonney et al., 2011). 

En la línea celular HeLa no sólo se demostró la presencia de co-localización 

nucleoplásmica sino también de interacción entre Hsp90α y β-catenina, asociada 

a un fenotipo invasivo y sensible al inhibidor de Hsp90. La sensibilidad al efecto 

anti-migratorio del 17-DMAG se asoció en esta línea celular, con la pérdida del 

patrón de co-localización nucleoplásmico entre Hsp90α y β-catenina. 

De manera contraria, el fenotipo resistente al efecto anti-migratorio del 17-DMAG 

se asoció con la ganancia del patrón de co-localización nucleoplásmico entre 

Hsp90α y β-catenina. Aún es necesario realizar ensayos de interacción para validar 

que dicho fenotipo se debe a la interacción de Hsp90α con β-catenina en la línea 

C33a. 

Las asociaciones anteriormente descritas son de suma importancia tanto para la 

investigación básica como para la clínica, análisis y estudios más profundos se 

requieren para poder comprender el papel intracelular y extracelular de dichas 
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isoformas, pues queda claro que las diferencias de Hsp90α y Hsp90β sobre la 

activación de sus proteínas “cliente” es diferencial. 

 

8. CONCLUSIONES 

 El presente trabajo, muestra por primera vez, la asociación de Hsp90α con 

la sensibilidad al efecto anti-migratorio del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG. 

 La ganancia de expresión de Hsp90α y su localización nucleoplásmica 

mostró asociación con la resitencia al efecto anti-migratorio del 17-DMAG, 

en la línea celular C33a. 

 La presencia extracelular de Hsp90α se asoció a un fenotipo invasivo, la 

pérdida de dicha localización promovió una disminución significativa de la 

migración celular en la línea celular de CaCu, HeLa. 

 Para validar el papel diferencial de Hsp90α y Hsp90β es necesaria la 

realización de ensayos de expresión en donde se silencie o se sobre-

exprese una de las dos isoformas. 
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