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AMINOACIDOS

aa.- Aminodacidos

Ser.- Serina (Serine)

Thr.- Treonina (Threonine)

Tyr.- Tirosina (Tyrosine)

CANCER
CC.- Cancer cervical, cancer de cérvix

TEM.- Transicion Epitelio-Mesénquima

GRUPOS FUNCIONALES Y COMPUESTOS QUIMICOS
COOH-t.- Carboxi-terminal

NaCl.- Cloruro de sodio

NH;-t.- Amino-terminal

NO,.- Oxido Nitrico (Nitrito)

NO:s.- Nitrato

OH- .- Radical hidroxilo

Tris-NaCl.- Trisaminometano de cloruro de sodio

MATERIALES/METODOS

Céls.- Células

Co-IP.- Co-inmunoprecipitacién (Co-Immunoprecipitation)

DMEM F12.- Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12

DMEM.- Dulbecco’s Modified Eagle Medium

PrimAb.- Anticuerpo primario (Primary Antibody)

PVDF.- Polifluoruro de vinilideno

SDS-PAGE.- Electroforésis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (Sodium Dodecy!
Sulfate Polyacrilamide Gel for Electrophoresis)

SecAb.- Anticuerpo secundario (Secundary Antibody)

SFB.- Suero Fetal Bovino



TBS-Tween.- Buffer Salino de Tris (Tris-Buffered Saline)

NUCLEOTIDOS
ADP.- Difosfato de adenosina

ATP.- Trifosfato de adenosina

PROTEINAS

Akt- Proteina cinasa B (Protein Kinase B)

APC.- Proteina de la Poliposis Adenomatosa del colon (Adenomatous polyposis coli protein)
ATPasa.- Funcién de hidrélisis de ATP, en Hsp90.

Bcl-2.- Proteina de Linfoma Folicular de Células B (B-cell lymphoma 2)

CHIP.- Proteina de interaccién con el dominio Carboxi-terminal de Hsc70 (del inglés, Carboxyl
terminus of Hsc70-interacting protein)

c-jun.- Proto-oncogene C-jun

CK1-a..- Caseina Cinasa Alfa (Casein Kinase Alpha)

Ck2.- Caseina Cinasa 2 (Casein Kinase 2)

c-myc.- Proto-oncogene C-myc

CpG-B.- Proteina de unidn a Islas CpG (Binding protein CpG)

c-Src.- Proteina Tirosina Cinasa Src (del inglés Tyrosine-protein kinase Src)

cyclin-D.- Ciclina D

EGFR.- Receptor de Factor de Crecimento Epitelial (Epithelial Growth Factor Receptor)
eNOS.- Sintasa de Oxido Nitrico Endotelial (Endothelial Nitric Oxid Synthase)

Fzz.- Receptor acoplado a proteina G, Frizzled,

GCUNCA45.- Proteina de interaccion con el Receptor de Progesterona (Progesterone Receptor-
interacting protein GCUNC-45)

Grp94.- Proteina regulada por glucosa de 94 kDa (del inglés, Glucose-regulated protein)
Gsk3-B.- Glucdgeno Sintetasa Cinasa 3B, (del inglés (Glycogen-Synthase-Kinase 36).

HDACS.- Desacetilasa de Histonas 6 (Platelet Derived Growth Factor)

HOP.- Proteina Organizadora de Hsp90 y Hsp70 (del inglés, Hsp90-Hsp70 Organizing Protein)
Hsc70.- Proteina 8 de Choque Térmico de 70 kDa (del inglés, Heat Shock Cognate 71 kDa, Heat
Shock 70 kDa Protein 8)

Hsp.- Proteina de Choque Térmico (del inglés, Heat Shock Protein)

Hsp100.- Proteina de Choque térmico de 100 kDa



Hsp40.- Proteina de Choque térmico de 40 kDa

Hsp60.- Proteina de Choque térmico de 60 kDa

Hsp70.- Proteina de Choque térmico de 70 kDa

Hsp90a..- Proteina de Choque térmico de 90 kDa, isoforma alfa

Hsp90.- Proteina de Choque térmico de 90 kDa

Hsp90N.- Proteina de Choque térmico de 90 kDa asociada a membrana.

Hsp90p.- Proteina de Choque térmico de 90 kDa, isoforma beta

LEF.- Potenciador linfoide de unién al Factor 1 (Lymphoid enhancer-binding factor-1)

LRP5.- Receptor 5 de lipoproteinas de baja densidad 5 (Low density lipoprotein (LDL)-receptor 5)
LRP6.- Receptor 5 de lipoproteinas de baja densidad 6 (Low density lipoprotein (LDL)-receptor 6)
MMP2.- Metaloproteinasa de Matriz Extracelular 2

p300.- Acetiltransferasa de Histonas p300 (Histone Acetyltransferase p300)

p53.- Proteina supresora de tumor p53 (Tumor Protein p53)

pAktSe73 - Fosforilacidn de Akt en el residuo de la Serina 473

pAkt™"3% . Fosforilacion de Akt en el residuo de la Treonina 308

PDGF.- Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (Platelet Derived Growth Factor)
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Factor Receptor)

pGsk3-B (Ser9).- Fosforilacion de Gsk3-B en la Serina 9

PKA.- Proteina Cinasa A (Protein Kinase A)

RTKs.- Receptores Tirosina Cinasas

TCF.- Factor de transcripcién de células T (T-Cell Factor)

TRAP1.- Proteina 1 asociada al receptor del factor de necrosis tumoral (del inglés Tumor necrosis
factor receptor-associated protein 1).

Whnt.- Gen/Proteina Wingless

SECUENCIAS/DOMINIOS

ARM!.- Secuencia Armadillo de la proteina B-catenina

ARNm.- Acido Ribonucléico Mensajero

CGPs.- Células germinales primordiales

HSE.- Elemento de respuesta a choque térmico (Heat Shock Element)

MEEVD.- Secuencia de unién a co-chaperonas MEEVD



PEST.- Secuencia peptidica rica en residuos de prolina (P), acido glutdmico (E), serina (S) y treonina
(T) que marca a las proteinas para su degradacidn rapida

TRP.- Motivo repetido de tetratricopeptidos de unién a chaperonas (Tetratricopeptide repeat)

UNIDADES DE MEDICION
kDa.- Kilodaltones

kpb.- Kilopares de bases

rpm.- Revoluciones por minuto

Mg.- Microgramo

ViAS DE SENALIZACION
Wnt/PCP.- Sefializacién de Wnt de Polaridad Planar Celular (Planar Cell Polarity Wnt Signaling)
Wnt/PKC-dependent.- Sefializacion de Wnt dependiente de la Proteina Cinasa C (Protein Kinase C-

dependent Wnt Signaling)

VIRUS

VPH.- Virus del Papiloma Humano

VPH16.- Virus del Papiloma Humano, tipo 16
VPH18.- Virus del Papiloma Humano, tipo 18



La biologia es una de las ciencias mds amplias al ser considerada multidisciplinaria. Una de las
aplicaciones de mayor impacto antropocéntrico que ha tenido es la investigacion biomédica, que
surge de manera revolucionaria ante la necesidad de comprender los procesos moleculares,
celulares y sistémicos que participan en enfermedades consideradas problemas de salud publica

a nivel mundial; uno de los retos mas grandes a los que se enfrenta la biomedicina es el cancer.

El cdncer es considerado una de las primeras causas de muerte a nivel mundial, y la tercera causa
de muerte en México, de acuerdo con estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
y de la Unidn Internacional contra el Cancer. En nuestro pais, el cancer cervical (CC) constituye la

primera causa de muerte por tumores malignos en el grupo de mujeres de 25 a 64 afios.

La carcinogénesis es el proceso por el cual una célula normal sufre una serie de modificaciones
genéticas que conforme se van acumulando, le confieren las caracteristicas de una célula tumoral.
Este fenotipo se caracteriza por la presencia de ciertos patrones moleculares que le permiten a la
célula tumoral sobrevivir, por medio de la alteracién de varias sefiales de transduccion encargadas
de la regulacion varios de sus procesos vitales; estos van desde la proliferacién celular hasta la

supervivencia por evasion de los mecanismos de muerte celular.

Algunas proteinas presentan diferencias a nivel de expresion, dentro del tejido neoplasico, con
respecto al tejido no neoplasico o normal; varias de estas moléculas interconectan vias alteradas
gue regulan procesos indispensables para el mantenimiento de las células tumorales, por ello la
identificacion, caracterizacidn y validacion de estas proteinas, por medio de técnicas de biologia
molecular, nos ayudard a establecer nuevos blancos terapéuticos y tratamientos de mayor

eficiencia y especificidad de acuerdo a cierto tipo de cancer.
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La subfamilia de las chaperonas moleculares, Hsp90 se encuentra altamente expresada en cancer.
Su principal funcidn como chaperonas moleculares consiste en mantener la homeostdsis celular
mediante el correcto plegamiento, replegamiento, degradacién o activacién de un grupo de
proteinas particular al que se les denomina proteinas “cliente”. Sus dos isoformas mas
abundantes: Hsp90a y Hsp90p, pese a pertenecer a la misma subfamilia presentan diferencias
funcionales en la célula. Con sus mas de 100 proteinas “cliente”, se encuentran altamente ligadas
a la regulacién de procesos celulares indispensables para el mantenimiento de la célula tumoral.
Recientemente se describié que Hsp90o y Hsp90P, regulan de manera diferencial a la
oncoproteina Akt, la cual es un regulador esencial en la activacién de B-catenina que participa en
la transcripcion de genes moduladores de la proliferacién celular y la transicion epitelio-

mesénquima.

En el presente trabajo se describe por primera vez, el papel de Hsp90a y Hsp90p en la regulacion
y activacion de la via de sefializacién mediada por B-catenina, en lineas celulares de cdncer cervical
humano. Para ello se identificaron dos patrones diferenciales de expresion de las isoformas
Hsp90a y Hsp90B en un mismo tipo de cancer, las lineas C33a y SiHa mostraron sobreexpresién

de Hsp90p, mientras que las lineas celulares Hela y CaSki presentaron sobreexpresion de Hsp90a.

Ademas se observo la sobreexpresidn y alta activacién de las oncoproteinas “cliente” de Hsp90:
Akty de B-catenina, indispensables en la carcinogénesis. La localizacién de B-catenina activada en
nucleo, en las cuatro lineas celulares de CC indica la activacion de la seializacidn mediada por esta

proteina.

La relacion entre la activacidon de dichas proteinas muestra indicios de que la activacion por
factores de crecimiento, y la oncoproteina “cliente” de Hsp90, Akt, en las lineas celulares de cérvix,

es de gran importancia para la activacion de B-catenina.
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1. INTRODUCCION

1.1. Proteinas de choque térmico

En los organismos eucariota y procariota, existen multiples condiciones y factores
externos que pueden desequilibrar la homeostasis celular como son: la exposicidn a altas
temperaturas, a inhibidores del metabolismo energético, metales pesados, estrés
oxidativo, cambios en la osmolaridad y el pH, entre otros. En particular, la exposicién a
altas temperaturas que pueden llegar a sufrir los organismos vivos tiene como respuesta
celular la sintesis de un conjunto de proteinas altamente conservadas entre los distintos
organismos, conocidas como proteinas de choque térmico, o Hsp (por sus siglas en inglés,
Heat shock proteins). Esta respuesta celular es conocida universalmente como respuesta

al estrés celular mediada por Hsp (Lindquist, 1986; Morimoto, 1993; Swindell et al., 2007).

Las proteinas de choque térmico son denominadas chaperonas moleculares, dada su
funciéon de manera intra o extra-celular. De manera general, las Hsp participan en la
citoproteccion contra multiples condiciones de estrés celular, desempefiando funciones
tales como: 1) plegamiento/replegamiento de proteinas; 2) ensamblaje de complejos
multi-proteicos; 3) transporte de proteinas en compartimentos celulares; y 4) degradacion
de proteinas “cliente” via proteosomal (Soti et al., 2005; Cortés-Gonzalez et al., 2008;

Wandlinger et al., 2008).

A nivel de secuencia nucleotidica y de aminodacidos, las Hsp mantienen una alta homologia
conformando una familia multigénica que varia entre los 10 y los 150 kDa. Con base a su
peso molecular, las Hsp se clasifican en 6 subfamilias: 1) Hsp de 100-110 kDa, 2) Hsp de 90
kDa, 3) Hsp de 70 kDa, 4) Hsp de 60 kDa, 5) Hsp de 40 kDa, y 6) Hsp pequeias (que van de
8-30 kDa), (Feder y Hofmann, 1999; Sreedhar et al., 2004).

La funcion como chaperona molecular de las diversas subfamilias de las Hsp es

dependiente de cuatro propiedades principalmente: 1) Estructura conformacional, 2)
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Patrén de interaccidn con chaperonas y co-chaperonas, 3) Hidrélisis de nucledtidos, y 4)

localizacion subcelular (Tabla 1) (Makhnevych y Houry, 2012; Clare y Saibil, 2013).

Tabla I. Clasificacidon de las proteinas de choque térmico (Hsp) y sus principales propiedades
conformacionales, funcionales y de localizacion.

Subfamilia

de Hsp

HSPs

pequeias

Hsp40

Hsp60

Hsp70

Hsp90

Hsp100

Estado
Isoformas
Conformacional
N Dimeros, hexameros,
Ubiquitina,
hexadecameros,
Hsp10 Esferas de 24
Hsp20-30kDa .
unidades

Hsp40 Dimeros y complejos
Hsp4d7 proteicos
Hsp60 Tetramero?y anillos
de multimeros
Hsp72 Mondmeros y
Hsc73 heterodimeros con
mtHsp70 otras Hsp
H
sp90a Mondmeros,
Hsp30B dimeros
TRAP-1 homodl’mer,os
Grpo4 oligomeros !
Hsp90N &

Hsp104-110 Dimerosy anillos de
ORP150 multimeros

Localizacion

Intracelular

Citosol, nucleo,
mitocondria

Citosol, nucleo,
reticulo
endoplasmico
Citosol,
mitocondria

Citosol, nucleo,
Mitocondria,
reticulo
endoplasmico

Citosol,
mitocondria,
reticulo
endopldsmico,
nucleo

Citosol, nucleo
reticulo
endopldasmico

1.2. Proteinas de choque térmico de 90 kDa (Hsp90)

Funcion de
chaperona molecular

Degradacion de
proteinas, tolerancia
al estrés oxidativo
co-factor de Hsp60
Co-chaperona de
Hsp72, plegamiento
de proteinas
Plegamiento de
proteinas
Termotolerancia,
plegamiento de
proteinas, transporte
de proteinas a
mitocondria
Interaccién con
receptores de
hormonas
esteroideas,
plegamiento de
proteinas

Termotolerancia,
tolerancia isquémica

Dentro de la subfamilia de proteinas de choque térmico de 90 kDa (Hsp90), existen cinco

isoformas en las células eucariotas de los organismos mas complejos: las isoformas de

Hsp90 citoplasmica (Hsp90a y Hsp90B), Hsp90 mitocondrial (TRAP1, del inglés: tumor

necrosis factor receptor-associated protein 1), Hsp90 asociada a membrana (Hsp90N) y

Hsp90 del reticulo endoplasmico (Grp94, del inglés: glucose-regulated protein), (Jhonson,

2012).
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La estructura de las Hsp90 estd conservada en una gran variedad de organismos, los
miembros de la subfamilia contienen tres dominios: 1) el dominio amino-terminal (NH-t)
en cual se une e hidroliza ATP, necesario para su actividad de chaperona, 2) una region de
carga, conformada por una gran cantidad de aminoacidos de carga negativa, que aumenta
la afinidad por las proteinas no nativas y la unién del ATP, importante para la regulacién
de la actividad de Hsp90, 3) un dominio medio que contiene la mayoria de los sitios de
unién a proteinas “cliente” y 4) un dominio carboxi-terminal (COOH-t) que permite la
dimerizacion de los mondmeros de Hsp90 (Figura I) (Park et al., 1998; Sheibel et al., 1999;

Meyer et al., 2003; Hainzl et al., 2009; Clare y Saibil, 2013).

Figura I. Esquema de los dominios estructurales de la proteina de Hsp90 en H. sapiens. Dominio
amino-terminal y sitio de unién e hidrdlisis de ATP, altamente conservado entre organismos
(amarillo); regidn de carga (gris); dominio medio, responsable de la unién con varias proteinas
“cliente” (naranja); dominio carboxi-terminal, necesario para la dimerizacién de Hsp90 (azul);
(Modificado de Jhonson, 2012).

El estado conformacional de las proteinas Hsp90 puede presentarse en estructuras
monoméricas, diméricas, oligoméricas, y heterodiméricas, entre los miembros de Ila
misma subfamilia. Las Hsp90 se presentan como dimeros de manera conformacional en
condiciones fisioldgicas, sin embargo la estabilidad de la unién entre mondmeros es
dependiente del dominio COOH-t de cada isoforma (Minami et al., 1991; Nemoto y Sato,
1998).

Cuando Hsp90 se encuentra en conformacién dimérica, la hidrélisis de ATP de cada
mondémero es mutuamente dependiente de la del otro mondémero, esto aumenta la
eficiencia de la hidrélisis por lo que el dimero presenta mayor actividad (ATPasa) y mejor

funcionalidad como chaperona (Vaughan et al., 2009).
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Sin ATP, el dimero se encontrard en una conformacion abierta, cuando el nucléotido se
une a esta conformacién, induce un ligero cierre sobre el sitio de uniéon promoviendo la
dimerizacion del N-terminal, lo cual deriva en una conformacién compacta y cerrada, en
esta conformacion un loop flexible en el dominio medio de cada subunidad hace contacto
con su N-terminal y se inicia la hidrélisis de ATP. Una vez que el ATP es hidrolizado, el
dominio N-terminal se disocia y la conformacidn abierta es recuperada (Young et al., 1998;

Shiau et al., 2006; Ali et al, 2006; Dollins et al, 2007).

La forma conformacional de las Hsp también es regulada por la interaccién con proteinas
co-chaperonas, que son proteinas cruciales para dirigir el curso del ciclo de Hsp90-
proteina “cliente”; la unién a co-chaperonas ha sido identificada en procesos como la
inhibicidn o activacién de la actividad de ATPasa de la Hsp90, asi como en el reclutamiento
de proteinas “cliente” en especifico (Li et al., 2012; Street et al., 2011; Retzlaff et al., 2009;
Prodromou, 2012; Muller et al., 2013).

Los estados conformacionales de Hsp90, asi como su papel en el ciclo de maduracién de
proteinas “cliente”, donde participa con algunas co-chaperonas, se encuentra descrito en

la Figura 1.

Figura Il. Ciclo de maduracién/activacion de una proteina “cliente” de Hsp90. La conformacién
de Hsp90 es de suma importancia en el ciclo de maduracién de una proteina “cliente”, los
estados conformacionales de Hsp90 son 3: 1) Conformacidn abierta: unidn de la molécula de ATP
y de la proteina “cliente”; 2) Conformacion cerrada inactiva: unidén con chaperonas y co-
chaperonas; y 3) Conformacién cerrada activa: hidrdlisis de ATP y plegamiento de la proteina
“cliente”. (Modificado de Wandingler, et al., 2008).
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Ademas de su interaccion con co-chaperonas, la actividad de Hsp90 es susceptible de ser
regulada por medio de modificaciones postraduccionales, tales como: fosforilacidn,
acetilaciéon y S-nitrosilaciéon, ubiquitinacién, oxidacidon y metilacidn. La fosforilacidn de las
Hsp90 es el mecanismo de regulacidn postraduccional mas estudiado, puesto que la
activacion de la chaperona o su unién a co-chaperonas tiene un gran impacto en la
actividad de las proteinas “cliente”. (Kundraty Regan, 2010; Mollapour y Neckers, 2011;
Li et al., 2011).

1.3. Proteinas de choque térmico de 90 kDa, Hsp90a y Hsp90

Dentro de la subfamilia de las proteinas Hsp90 tan sélo las isoformas Hsp90a y Hsp90p
componen el 80%; en abundancia, Hsp90a se encuentra en menor proporcién, en
comparacion con Hsp90B; en mamiferos, estas isoformas mantienen hasta un 85% de

identidad a nivel de la proteina (Gupta et al., 1995).

Sin embargo, pese a las similitudes entre estas isoformas, presentan diferencias de gran
importancia; se sabe que Hsp90a se encuentra principalmente como heterodimero con
Hsp90B, al contrario de Hsp90B la cual forma principalmente homodimeros (Perdew,
1993). Ademas de esto, por la cantidad de elementos de respuesta a estrés una de estas
isoformas es constitutiva en citoplasma (Hsp90B), mientras que la otra es inducible ante

ciertos estimulos que provocan su sobreexpresion (Hsp90a), (Sreedhar et al., 2004).

Se han descrito funciones diferenciales sobre la activacién de ciertas proteinas “cliente”
asi como la sensibilidad que Hsp90a y Hsp90p presentan a los inhibidores de Hsp90, como
el radicicol (Millson et al., 2007), en donde la tasa de cambio de la expresion de estas

isoformas, tiene implicaciones valiosas en el equilibrio homeostatico de una célula.

Enla Tabla I, se enumeran los principales niveles de regulacion de Hsp90 reportadas para

cada isoforma.
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Tabla Il. Niveles de regulacién de las isoformas de Hsp90: Hsp90a y Hsp90B. Principales diferencias

de regulacidn a nivel transcripcional, traduccional, conformacional y funcional, reportadas en la

literatura.

Nivel

Hsp90a

Hsp90pB

Referencia

Transcripcional y

Traduccional

Tiene 10 exones que codifican un

transcrito de 5.3 kb.

Consta de 11 exones y el

transcrito es de 6.8kb.

Csermely et. al.,

1998

Codifica a una proteina de 733
aminodcidos (aa) con un peso

molecular de 86 kDa.

Codifica a una proteina mas
pequeia que Hsp90a, formada
por 726 aa y un peso molecular

de 84 kDa.

Csermely et. al.,

1998

Su alta tasa de transcripcion en

El primer exdn no es traducido,

Sreedhar et. al.,

condiciones de estrés es sin embargo, se sugiere ser
2004

altamente regulada por su region importante para su regulacion
promotora. transcripcional.
Region promotora del gene

Regién promotora del gene
contiene 5 elementos de Zhang et. al.,

posee sélo 2 HSE’s.
respuesta a estrés térmico (HSE) 2013
Niveles de ARNm Menor nivel de inducciéon en su
significativamente menores que transcripcion pero mayor Chang et. al.,
los de Hsp90B, en condiciones cantidad de ARNm en 2006

normales.

condiciones normales.

Conformacional

En la porcién terminal, posee un
residuo de serina, cuyo grupo OH

puede hacer tres enlaces de

En la porcion terminal, un

residuo de serina es sustituida

Zubriené et. al.,

por alanina, disminuyendo su 2010
hidrégeno adicionales que
capacidad de dimerizar.
facilitan su dimerizacion.
Csermely et.
Su abundancia como dimeros de al.,1998

Hsp90 le permite estabilizar a sus

proteinas cliente.

Su estructura conformacional

es mondmero.

Ritcher et. al.,

2007

Actividades como co-chaperona

de manera semejante a Hsp90p.

GCUNCA45 tiene mayor afinidad
por su conformacion

monomérica.

Chadli et. al.,
2008
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Durante la embriogénesis normal
y teratogénica en ratén, se
encuentra especificamente en
lineas de células Germinanales

primordiales (CGP’s).

Se distribuye por todo el
embrién de ratén a lo largo de

diferentes etapas.

Vanmuyulder

et.al., 2002.

En cancer de colédn metastasico,
es necesaria para la actividad de la
metaloproteasa-2 (MMP-2) y la

invasion de las células cancerosas.

En cdncer de mama se ha visto
implicada en la activacion de

MMP-2 y MMP-9

Eustace et. al.,
2004
Stellas et al.,

2010

Su dimerizacion incrementa los
niveles de NO2/NOs al aumentar la
fosforilacion del residuo Ser-117

de Akt/PKB y Ser-473 de eNOS

Reduce los niveles de NO2/NOsy
previene la activacion de Akt en

la Ser-473.

Cortés-Gonzalez

et. al., 2010

Participa de manera importante

en funciones anti-apoptodticas

Kuo et al., 2007;

Funcional No se ha visto relaciéon con la
empleando Cohen-Saidon et
activacion de Cp-G y Bcl-2
oligodeoxinucléotido CpG-B vy al., 2006
Bcl-2
Activacion mas eficiente de la No parece afectar la activacidn
cinasa src, en levadura; la de la cinasa scr, su expresion a
Millson et al.,
inhibicion con radicicol parece no nivel de proteina es mas
2007
afectar los niveles de proteina de sensible a la inhibicion con
esta isoforma radicicol
1.4. Lafuncion de Hsp90y el cancer

Dentro de las células, el equilibrio es un factor vital para su funcionalidad; para mantener
la homeostasis de las proteinas (proteostasis) ante la presencia de factores de estrés, las
células poseen un mecanismo de respuesta al estrés en el que la estabilidad de las
proteinas es mantenida por medio de un “control de calidad” de proteinas, el cual se
encuentra principalmente dirigido por las principales chaperonas moleculares, las
proteinas de choque térmico (Bakau et al.,, 2006). El correcto plegamiento y la
translocacién de las proteinas son las principales funciones de dicho complejo, puesto que

estos errores pueden resultar en la pérdida de funciones bioldgicas y la formacion de
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agregados proteicos, lo que desencadenaria fendmenos daninos para el organismo
relacionados con el desarrollo de enfermedades de indole neurodegenerativo,

inmunoldgico, entre otros (Luheshi et al., 2008; Tiroli-Cepeda y Ramos, 2011).

Puesto que un gran numero de proteinas dependen de Hsp90 para adquirir una
conformacion activa, la subfamilia de Hsp90 es considerada como eje principal de la
proteostasis (Taipale et al., 2010). Sin embargo dentro de la gran lista de proteinas
“cliente” se encuentran una cantidad considerable de proteinas mutadas y de otras tantas
conocidas como oncoproteinas, por su papel oncogénico en las células; entre estas cabe

destacar a p53™Mt, EGFR™t, KRAS™"!, entre otras (Blagosklonny, 2002).

Se ha reportado que en distintos tipos de cancer, las Hsp se encuentran sobreexpresadas,
al igual que muchas de las proteinas que estabilizan, las cuales son responsables de la
transformacién de las células sanas en células cancerosas, pues regulan los distintos
“hallmarks” o marcadores del cancer. El grupo de proteinas “cliente” mas amplio es el de
las cinasas, siendo éstas, una clase de enzimas que se encargan de catalizar la
transferencia de grupos fosfatos, resultando ser elementos clave en el control de
fendmenos fisioldgicos estudiados en diversas patologias como el cancer. Entre estas
proteinas oncogénicas, que son “clientes” de Hsp90 esta PKB/Akt, Src, Lyn, Lck, Raf-1,
EGFR, PDGFRy HIF-1, entre otras, (Figura Ill) (Blagoskonny, 2002; Mahalingam et al., 2009;
Hanahan y Weinberg, 2011; Miyata et al., 2013; Piccard, 2013;).

Evidencia experimental, ha comprobado que las células cancerosas requieren de la
funcién de las chaperonas para su supervivencia en un ambiente estresante, causado por
los procesos oncogénicos propios de la célula tumoral; por ello la disociacién de las
interacciones entre Hsp90 y sus proteinas “cliente”, puede resultar en la degradacién
proteosomal de dichas proteinas y por ende en la muerte de las tumorales (Holzbeierlein

et. al., 2010; Cooper et al., 2011; Fukumoto y Kiang, 2011).

Por todo lo anterior, diversos grupos de investigacion cientifica y médica han reconocido
a los inhibidores sintéticos de Hsp90, como una herramienta prometedora en la lucha

contra el cancer, tanto como agentes individuales o en combinacidon con otras terapias
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(Heath et al., 2005; Modi et al., 2007; Solit et al., 2008; Mahalingam et al., 2009; Jego et
al., 2010; Da Silva y Ramos, 2012; Jhaveri et al., 2012).

1.5. B-catenina: molécula estructural y de sefalizaciéon celular.

En todos los tejidos del cuerpo humano, la integridad de las uniones intercelulares es
indispensable para brindar una estructura funcional. Dichas uniones se clasifican de
acuerdo a la funcidon que desempefian dentro y fuera de la célula en uniones estrechas,
uniones adherentes y desmosomas. Especificamente, las uniones intercelulares
adherentes se encuentran conformadas por complejos multi-proteicos determinados por
la interaccién entre proteinas de membrana, denominadas cadherinas, y proteinas

citoplasmaticas, llamadas cateninas.

La proteina citoplasmatica B-catenina forma parte de la familia de las cateninas, dentro
de las cuales hay tres miembros, a-catenina, B-catenina y y-catenina. La proteina (-
catenina consiste en una regién central compuesta por 12 repetidos Armadillo (ARM),

flanqueados por un dominio amino-terminal (NTD) y un dominio carboxi-terminal (CTD),
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entre el Ultimo repetido ARM vy la region flexible del CTD se encuentra una hélice-C

conservada (Cérdova et al, 2009).

Cuando B-catenina es recién sintetizada, inmediatamente se asocia por interacciéon directa
con E-cadherina formando un complejo que participa en las uniones adherentes, la
asociacion entre estas proteinas se da mientras siguen en el reticulo endopldsmico, justo
después de ser sintetizadas; posteriormente ambas se dirigen juntas hacia la membrana
celular. La interrupcién de esta unién, desde el citoplasma resulta en la degradacion de
ambas; por una parte B-catenina protege el motivo con secuencia PEST de E-cadherina
gue es reconocido por una ubiquitin-ligasa que la marca para su degradacién (Orsulic et
al., 1999), de manera semejante E-cadherina estabiliza a B-catenina al prevenir la unién

de APCy Axina a B-catenina (Huber y Weis, 2011).

De manera constitutiva, B-catenina puede hallarse unida a la proteina de membrana E-
cadherina. Dentro del complejo de uniones adherentes B-catenina es capaz de unirse a a-
catenina por medio de la porcidn distal del NTD y el primer repetido ARM adyacente, y
modular indirectamente la actina, participando como intermediario en la unién entre las

moléculas de adhesién y el citoesqueleto (Valenta et al., 2011; Cérdova et al., 2009).

Durante muchos afos se pensd que P-catenina participaba Unicamente como proteina
estructural en las uniones adherentes; sin embargo, hace 3 décadas aproximadamente, se
logré establecer una segunda funcion para B-catenina como proteina importante en la
sefializacion intracelular participando de manera activa en la transcripcién de genes

involucrados con la proliferacién celular (Nusse et al., 2012).

En condiciones normales, la concentracién de 3-catenina es regulada por el complejo de
degradacidn dirigido por Gsk3-f3, en el citoplasma, y por las uniones a caderinas y otros
tipos de catenina, en la membrana celular (Kimelman y Xu, 2006; Cérdova et al., 2009),
sin embargo, existen mecanismos de activacion de [3-catenina que en algunas patologias
pueden llegar a encontrarse alterados. En los siguientes parrafos se describen dichas vias

alternas de activacion (Figura IV).
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Recientemente, el estudio molecular de enfermedades como el cancer, ha iniciado la
busqueda de nuevos blancos terapéuticos de mayor eficacia y mas especificos para ciertos
grupos de pacientes. La via de Wnt es una via de seiializaciéon involucrada en importantes
procesos bioldgicos, estos van desde la diferenciacién hasta la proliferacion celular y la
organogénesis. La activacién de la via candnica de Wnt se considera como un paso decisivo
en la carcinogénesis en diversos tipos de tumores, en donde se le ha relacionado con un
aumento de la supervivencia celular y la invasidn; uno de los efectores finales de esta

cascada de sefializacion es B-catenina (Pérez-Placencia, et. al., 2008; Saifo et al., 2010).

La sefializacion mediada por B-catenina no sélo se encuentra regulada por la activacion de
la via de Wnt; se han descrito otras vias que rio arriba de la inactivacion del complejo de
degradacion, permiten la activacion de B-catenina, como la estimulacién de receptores
tirosina-cinasa (RTKs) y algunos receptores de factores de crecimiento (PDGFR, EGFR,
entre otros). Esta sefializacidn, en cancer, se asocia a la transicidn epitelio-mesénquima
(TEM), un proceso de transdiferenciacién importante en la progresion del cancer (Purcell

et al,, 2011; Valenta et al., 2012 ; Kannan et al., 2013)

A la fecha, B-catenina representa una plataforma de interacciones con diversas proteinas
en la célula, el patron de localizacion de B-catenina es determinante para que esta
proteina lleve a cabo determinada funcion ya sea como parte de un complejo estructural
en la célula, o bien, como una proteina de sefializacién involucrada con la transcripcidn, lo

gue le confiere una dualidad funcional.

Para que B-catenina pueda desempefiarse como una molécula de seializacién en
especifico, es necesario que ésta se encuentre en el nucleo. Una vez en el nucleo, -
catenina puede asociarse a factores de transcripcion de la familia TCF/Lef y dirigir la
transcripciéon de genes blanco, tales como: c-myc, c-jun, Ciclina-D, entre otros. La
transcripciéon de genes mediada por el complejo de B-catenina/TCF/Lef puede ser
independiente de la via de Wnt, estimulada por receptores de tirosina-cinasa (MacDonald

et al., 2009).
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EGFR es un miembro de la familia de receptores tirosina-cinasa que se encuentra sobre-
expresado en diversos tipos de cdncer, asociandose a un bajo prondstico y progresién de
la enfermedad. A nivel molecular, EGFR es capaz de impedir la adhesidn celular mediada
por el complejo de E-cadherina y B-catenina al promover la fosforilacidon de B-catenina en
la Tyr333 por Src, y facilitar asi su acumulacién en nucleo. Una vez en el nucleo, B-catenina
participa en la transcripcidon de genes que promueven la proliferacién y crecimiento celular

(Lee et al., 2010; Yang et al., 2011).

Sin embargo, otros factores de transcripcion también pueden proveer a B-catenina de una
plataforma de unién 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 B-catenina para promover la transcripcién de los genes
blanco de FOXO. Puesto que FOXO compite con TCF por su unién a B-catenina se ha
observado que incluso llega a secuestrar a B-catenina del complejo con TCF. Mientras que
en una célula no neoplasica la transcripcion de genes relacionados con la respuesta al
estrés oxidativo, en una célula tumoral los mecanismos de transcripciéon estan
sobreregulados, por lo que se ha propuesto que el exceso de proteinas de reparacién de
ADN vy de dafio celular pueden llegar a generar resistencia a farmacos y metastasis en

cancer (Hoogeboom et al., 2008; Tenbaum et al., 2012).

Recientemente, se ha sugerido una posible interaccidn entre la via de sefalizacion
estimulada por TGF-B y la via de sefializacién estimulada por Wnt. TGF-B-1 en particular,
induce la TEM al estimular a Smad3, la cual protege a B-catenina de su degradacion y
facilitar su traslocacion al nucleo, promoviendo asi la unién de B-catenina a Smad3, yno a
LEF-1, junto con TCF. En esta via, B-catenina ha sido identificada como co-factor necesario
para la TEM dirigida por TGF-B-1, importante en la migracién e invasion de las células

tumorales en cancer (Zhang et al., 2012; Tian et al., 2012).

Algunos factores de crecimiento (IGF e EGFR) pueden activar la proteina cinasa Akt, la cual

bloquea la actividad de FOXO, promoviendo la fosforilacidn de B-catenina en la Ser552, lo
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cual conlleva al bloqueo de la restauracion de la transcripcion dirigida por TCF/B-catenina

(Valenta et al., 2012).

Figura IV. Vias de sefalizacion mediadas por B-catenina en una célula normal y una célula tumoral.
Dentro de la célula normal, la via de Wnt se encuentra apagada y la concentraciéon de B-catenina en
citoplasma es regulada por el complejo de degradacion dirigido por Gsk3-B; estructuralmente se
encontrard unida a cadherinas y a-catenina participando en uniones adherentes. En una célula
tumoral, la sefializacidén mediada por B-catenina suele ser independiente de Wnt y regulada por los
complejos que forma en nucleo, donde podra 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 regulacién de la estabilidad o activacion de B-catenina, depende principalmente de dos
clientes de Hsp90: Gsk3-f3, que interviene en la fosforilacién de B-catenina al ser parte del
complejo de degradacion, y Akt, que regula de manera positiva a B-catenina, ya sea
inactivando a Gsk3-B o bien, fosforilando directamente B-catenina (Kimelman y Xu, 2006;
Valenta et al., 2011). Cooper y su grupo de investigacion, han reportado que Hsp90 o/B
desempefia un papel de chaperona de la funcién cinasa, a través de Axina-1, lo cual
permitiria a GSK3p fosforile a B-catenina y proponen el complejo de Axinl/fosfo-B-

catenina como nuevo “cliente” de Hsp90 o/B (Cooper et al., 2011)

Estudios in vitro, han reportado que la via candnica de Wnt/B-catenina promueve la
carcinogénesis (Purcell et al., 2011; Saifo et al., 2010). Dentro de las proteinas involucradas
en regular la via Wnt/B-catenina se han estudiado a las Hsp90 (Kurashina, et. al, 2009). En
este estudio, se sugiere una posible modulacién de la activacion por fosforilacion de B-
catenina, basado en el papel de Hsp90 como chaperona de la funcién cinasa, a través de
Axina-1; facilitando asi, que Gsk-3[3 fosforile a B-catenina. En este trabajo los autores
proponen el complejo de Axinl/fosfo-B-catenina/Hsp90 como regulador de la

proliferacién celular via GSK-3B/B-catenina (Cooper, et. al., 2011).

Las cinasas son probablemente, el grupo mas importante de proteinas “cliente” de Hsp90
puesto la importancia que tienen en la sefializacién celular y la transduccidon de estas
sefiales, Akt es una importante “cliente” de Hsp90 reguladora de la via previamente
descrita; se ha demostrado previamente que Hsp90a y Hsp90B regulan de manera
diferencial su activacidn y funcién; por ello el patrén de expresion de Hsp90co. y Hsp90pB
podria repercutir sobre la activacidn de sus proteinas cliente y por ende de la sefializacién
mediada por ellas (Cortés-Gonzalez et al., 2010). Considerando que la investigacién en
cancer sobre la sefalizacion mediada por B-catenina es relativamente reciente, el

conocimiento aun es limitado.
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Actualmente, comunidades cientificas y médicas han reconocido a los inhibidores
sintéticos de Hsp90 (proteina de choque térmico de 90kDa) como una herramienta
prometedora en la lucha contra el cdncer, tanto como agentes individuales o en

combinacidn con otras terapias (Al-Lazikani B. et al. 2012).

Como se menciond anteriormente, Hsp90oa y Hsp90B, son proteinas que se encuentran
sobre-expresadas en varios tipos de cdncer y que a pesar de mantener una actividad
intrinseca como chaperonas moleculares idéntica, su capacidad de interactuar y de activar

distintas proteinas oncogénicas puede ser diferente (Piccard, 2013).

El cancer es un conjunto de enfermedades en el que las células se dividen sin control,
superando barreras y mecanismos biolégicos antes de convertirse en células cancerosas,
(NCI, 2013). Los procesos que conllevan en si a la carcinogénesis se desencadenan,
principalmente, a partir de la desregulacién de diversas vias de sefializacion de las cuales
depende el correcto funcionamiento de la célula; la carcinogénesis implica la adquisicidn
de diferentes propiedades oncogénicas, conocidos como “hallmarks” del cancer, que
incluyen el crecimiento continuo de las células tumorales (crecimiento auténomo), la
habilidad para evadir la muerte celular programada (apoptosis), y la posibilidad de
superar vias de inhibicién de crecimiento, lo que a su vez les permite generar vasos
sanguineos propios (angiogénesis), invadir tejidos adyacentes (invasidon) y su diseminacion
a otros dorganos (metastasis), entre otros, (Hanahan y Weinberg, 2000; Hanahan y
Weinberg, 2011). La gran mayoria de las proteinas centrales que interconectan dichos
procesos, son “clientes” de Hsp90, su activacién y funcionalidad depende en gran medida

de ésta chaperona.

El cancer cervical (CC) es de los procesos tumorales mejor estudiados y conocidos por su
facil identificacidon; sin embargo, en la mayoria de los paises en desarrollo, en donde se
dan el 83% de los casos, permanece como una de las principales causas de muerte por
cancer, manteniéndose como el segundo tipo de cancer mas comun entre las mujeres a

nivel mundial (Walboomers, et al., 1999; Parkin y Bray, 2006).
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El CC tiene como principal factor etioldgico la infeccion por virus de papiloma humano
(VPH) por transmisién sexual, (Gustafsson et al., 1997). Uno de los posibles mecanismos
por los que el VPH ejerce sus efectos oncogénicos proviene de hallazgos donde
demuestran una interaccion directa entre los productos de los genes E6 y E7 y proteinas
celulares codificadas por genes supresores de tumor. Asi, la proteina E7 del VPH-16 se une
a la proteina de retinoblastoma Rb, y la proteina E6 del VPH-16 o 18 interactua con el
producto del gene p53, generando la expresion anormal de dicha proteina. Si bien este
fendmeno debido a la degradacidn del gen normal ocasionada por la interaccidn con E6,
también puede ser dado por la mutacién del gen, ambas vias conducen a una
desregulacién de los procesos de regulacién de procesos bioldgicos cruciales vy
posteriormente desencadenan la transformacion tumoral de las células (Thomas M, et
al.,, 1999). La expresion anormal de p53 se ha encontrado en muchos carcinomas
humanos, en particular de mama y de colon, predominantemente como niveles elevados
de la proteina a consecuencia de la presencia de una mutacidn puntual (Cagatay y Ozturk,

2002).

Los estudios clinicos o epidemiolédgicos que han incorporado las técnicas de biologia
molecular, han detectado la presencia de VPH de alto riesgo en casi el 100% de los CC,
cuando la muestra es adecuada y la tecnologia de deteccidn viral es de alta sensibilidad,

llegando a descartarse la existencia de CC no asociado al VPH (Franceschi, et al., 2009).
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3. JUSTIFICACION

Durante el proceso de carcinogénesis, Hsp90 ha sido implicada en el mantenimiento
proteostatico de una amplia variedad de oncoproteinas. Dentro de este contexto, la
asociacion entre Hsp90 con Akt, GSK3[ y B-catenina ha sido descrita recientemente en
lineas celulares de cancer de mama y de leucemia, resultando tener un efecto anti-
proliferativo cuando la actividad de Hsp90 es inhibida (Kurashina et al. 2009; Cooper et al.

2011).

En el modelo de céncer cervical, la transcripcién mediada por B-catenina estimulada por
Wnt, ha sido previamente propuesta como un paso de gran importancia en la
carcinogénesis cervical (Pérez-Plasencia et al., 2008); sin embargo, el panorama con
respecto a la activacién de B-catenina, por sefiales independientes de Wnt y la
participacién de Hsp90 en la activacion de B-catenina y sus reguladores Akt y GSK3pB, no

han sido previamente estudiadas en este tipo de cancer en particular.

Recientemente, nuestro grupo de investigaciéon describid un papel diferencial entre
Hsp90a y Hsp90B en la actividad de la proteina cinasa Akt, un regulador central de la
activacién de B-catenina. Por lo anterior, en este estudio proponemos que las diferencias
entre el perfil de expresion de Hsp90a y Hsp90pB tendran una relacién con la activacion de

sus oncoproteinas “cliente”, en el modelo celular de cancer cervical.

a. HipoTESIS

Considerando que las vias de sefalizacion mediadas por [B-catenina en cdncer son
reguladas diferencialmente por dos proteinas “cliente” de Hsp90 (Akt y GSK3-B),
proponemos que el perfil de expresidn, localizacidn e interaccidn entre Hsp90a y Hsp90f3
con sus proteinas “cliente”, determinard el estado de activaciéon y localizaciéon de -

catenina.
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5. OBJETIVOS

Identificar un patrdn de expresién, de localizacion y de interaccidon entre Hsp90o. y Hsp90

con las proteinas Akt, Gsk3B y B-catenina, las lineas celulares de CC: Hela, CaSki, C33ay

SiHa.

5.1.

Objetivos Particulares
Obtener el perfil de expresidn de las proteinas Hsp90 total, Hsp90a, Hsp90p, y B-
catenina, en las lineas celulares de carcinoma cervical.
Identificar el patrén de localizacidn celular de las proteinas, Hsp90 total, Hsp90a,
Hsp90p, Akt, Gsk3[3 y B-catenina.
Determinar el efecto del patréon de expresidn, localizacidn e interaccién diferencial
entre Hsp90a y Hsp90PB, sobre la activacién de [B-catenina mediada por Akt

yGSK3B.
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6. MaTeriaLY METODOS

6.1. Mantenimiento de cultivo celular

Se emplearon cuatro lineas celulares neoplasicas de cérvix (detalles en Tabla 1V), y la linea
celular de queratinocitos humanos inmortalizados, HaCaT. Esta ultima se empleé como
control negativo de células no neopldsicas. Los cultivos celulares fueron mantenidos en
incubacién a 37°C con un ambiente de CO; al 5%; en medio DMEM o DMEM-F12,
suplementados con suero fetal bovino al 10% y solucién de antibiético/antimicdtico 1X

(Millipore).

Tabla lll. Breve descripcidn de las lineas celulares neoplasicas de cérvix empleadas en el proyecto.

Linea Celular VPH como agente Proteina p53 asociada al
de CC Humano etioldgico del CC desarrollo del CC
HaCaT (no CC) = =

SiHa VPH16 p53 wt

CaSKi VPH16 p53 wt

Hela VPH18 p53 wt

C33a = p53 mut

6.2.  Extraccion de proteinas totales

La extraccién se realizé a partir de cajas de 10mm? 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).

Para despegar vy lisar las células, las cajas de cultivo fueron raspadas con ayuda de un
scraper, empleando el buffer de lisis NP40 adicionado con inhibidor de proteasas y

fosfatasas al 1x. Todo el proceso fue llevado a cabo en frio, sobre hielo; posteriormente
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se recupero el sobrenadante y fue centrifugado a 10,000 rpm a 4°C por 10 minutos, el

sobrenadante restante fue almacenado como “Extracto de proteina totales” a -20°C.

Se obtuvieron al menos 3 extractos de proteina total, por linea celular; partiendo de
distintos pases; la concentracién de los extractos fue determinada mediante el método de

Lowry, empleando el kit de cuantificaciéon Lowry Protein Assay (BioRad).

La eficiencia de la extraccion e integridad de las proteinas extraidas se corroboré mediante
el corrimiento en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE), tefidos

posteriormente con Azul de Coomassie (Coomassie R-250, Sigma).
6.3. Extraccion de proteinas de compartimentos celulares

En cada linea celular, se realizd extraccion de las proteinas de los distintos
compartimentos celulares: membrana, citoplasma y nucleo, empleando los kits de la
compaiiia Millipore (Compartimental protein extraction kit y Nuclear extraction kit),
siguiendo las indicaciones de la hoja técnica del proveedor. La concentracidon de los
extractos se determind por el método de Lowry (Lowry Protein Assay, BioRad), mientras
la integridad de las proteinas extraidas se corrobord mediante el corrimiento de los
extractos en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE), tefiidos mas tarde con

Azul de Coomassie.

6.4. Electroforesis y electro-transferencia de las proteinas extraidas en geles

SDS-PAGE

Los geles desnaturalizantes de poliacrilamida para los extractos totales, fueron cargados
con 20pug de proteina, mientras que los de los extractos de proteinas de compartimentos
fueron cargados con 10ug de cada uno de los extractos. Las muestras se trataron con

buffer de carga adicionado con B-mercaptoetanol al 5% y choque térmico a 90°C.

La separacion electroforética de las proteinas se llevé a cabo en geles de acrilamida al 8%
para los perfiles de expresion total y los perfiles de localizacién, y al 10% para el perfil de
interaccion (inmunocomplejos). Los geles empleados para WB, fueron transferidos en

camara semi-seca (BioRad), a membranas de PVDF (Immovilon-P, Millipore) previamente
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permeabilizadas en metanol. Para corroborar la eficiencia de las electrotransferencias;
previo al blogueo, las membranas se tifieron con Rojo de Ponceau (Ponceau S P-3504,

Sigma).
6.5. Inmunodeteccion por ensayos de Western blot (WB)

Una vez transferido el gel de acrilamida a membranas de PVDF, se bloqued la membrana
en leche baja en grasa al 5%, durante hora y media a 37°C o toda la noche, dependiendo

de la proteina a medir.

En cada experimento 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 proteina o el
anticuerpo a analizar, los anticuerpos empleados se encuentran en la Tabla IV. Al término
de cada incubacién se realizaron una serie de al menos 5 lavados, de 10 minutos cada uno,

con TBS-Tween al 1%.

Tabla IV. Anticuerpos empleados para la obtencidn de los perfiles de expresion y localizacion.

Anticuerpo secundario
Anticuerpo primario
acoplado a HRP

=

Anti-B-actina

Anti-EGFR

Anti-Hsp90 total Anti-Mouse

Anti-pAkt(Serd73)

Anti-B-catenina Activada (no p-B-catenina®r33/37)

Anti-HIF1-a

Anti-B-catenina total

Anti-Akt/PKB Anti-Rabbit

W W N oo u &~ W N

Anti-pAkt(Thr308)

[y
o

Anti-Hsp70

[y
[

Anti-pGsk3-B

[ury
N

Anti-Hsp90a Anti-Goat

[ury
w

Anti-Hsp90pB

Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario especifico
(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

23| Pagina



ocho lavados, las membranas fueron reveladas por quimioluminiscencia (kit
Chemioluminiscent HRP Substrate, Invitrogen). Finalmente, las membranas fueron

reveladas en placas radiograficas (Kodak).

Para digitalizar las placas radiograficas de los western blots obtenidos, se empled el
programa LabScan™ 6.0 (Swiss Institute of Bioinformatics, GE Healthcare). Esto se llevd a

cabo en el digitalizador ImageScanner Il (GE Healthcare).

En los experimentos realizados al menos por duplicado, se analizé si existian diferencias

significativas empleando un andlisis de t-Student, en el programa SigmaPlot 10.0
6.6. Co-Inmunoprecipitacion de Hsp90

Se realizaron ensayos de co-inmuprecipitacion empleando perlas magnéticas (The
Dynabeads® Protein G Immunoprecipitation Kit, #10007D de Novex®) acopladas a
anticuerpo de Hsp90 total. Posteriormente se incubaron por 24 hs, 500 ug de proteina
total, de cada linea celular. Una vez concluida la incubacién, se rescatdé el antigeno no
unido para su posterior analisis por electroforesis desnaturalizante, y se llevé a cabo una
elucién desnaturalizante de los inmunocomplejos obtenidos. Cada muestra fue tratada
con un buffer Después de 2 horas de incuba Finalmente, los inmunocomplejos fueron
analizados por ensayos de Western blot y por SDS-PAGE tefido con Azul brillante de

Coomassie.
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7. ResuLTADOS

Con la finalidad de conocer el significado funcional de las proteinas Hsp’s de 90kDa,
Hsp90a y Hsp90p, en la via de sefalizacién mediada por B-catenina, se realizaron ensayos
de inmunodeteccién por WB de las proteinas en este estudio, empleando cuatro lineas
celulares de cancer cervical, Hela, CaSki, SiHa, C33a, incluyéndose la linea celular HaCaT
como control de células no neoplasicas. Los extractos empleados para realizar los ensayos
de WB y co-IP, fueron separados por electroforesis en geles SDS-PAGE y tefiidos con azul

brillante de Comassie (figura 1).

b)

Figura 1. SDS-PAGE de proteinas totales y de compartimentos tenidos con azul de Coomassie.
Figura la. Gel de SDS-PAGE al 8% teiido con azul de Coomassie, el gel fue cargado con 20 ug de
extracto total de proteinas de las cinco lineas celulares de cérvix, se observan bandas muy bien
definidas de 30 a 250 kDa muestra la integridad de los extractos. Figura 1b. Gel SDS-PAGE al 8%
tefiido con azul de Coomassie con 5 pg de proteina de cada compartimento para validar la
integridad de los mismos. En el costado izquierdo de ambos geles se observan los pesos
moleculares (PM) que permite identificar cada marcador.

7.1. Patron de expresion de Hsp90a y Hsp90B en lineas celulares de cancer

cervical.
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Con el fin de identificar el patrén de expresién diferencial de las isoformas de Hsp90, se
evalud por medio de WB la expresion de las proteinas de choque térmico: Hsp90 total,

Hsp90a, Hsp90PB y Hsp70.

Se obtuvo por medio de WB el perfil de expresidn de las proteinas de choque térmico
Hsp90 total y Hsp70, figura 2. Es notable una sobreexpresion de Hsp90 total en las lineas
celulares de cancer con respecto a células no neoplasicas. En cuanto a la proteina Hsp70

no se presentan diferencias significativas en su expresion.

Figura 2. Perfil de expresion de las proteinas de choque térmico, Hsp90 y Hsp70 en lineas de
cdncer cervical. Deteccién de las proteinas chaperonas Hsp90 y Hsp7, a partir de extractos totales
de cinco lineas celulares de cérvix, por WB, (ensayo Unico).

A fin de identificar el patrén de expresidn de las isoformas de Hsp90, se analizé la
expresion de Hsp90a y Hsp90PB por WB a partir de extractos totales provenientes de lineas
de cérvix; en la figura 3a se observa el WB de Hsp90a y Hsp90B, en la cual destaca una
notable sobreexpresiéon de Hsp90a en las lineas de cancer, particularmente en la linea
celular Hela con respecto al control HaCaT, (p<0.01); Hsp90B se observa en mayor
proporcidn en las células control, y en la linea C33a, principalmente. El perfil de expresion

de Hsp90a y Hsp90p fue realizado por triplicado.

Para obtener el porcentaje de cambio entre las isoformas (figura 3b) se calculd la
diferencia entre el porcentaje de sobreexpresién de Hsp90a sobre la sobreexpresion de
Hsp90pB, y el porcentaje de sobreexpresién de Hsp90p sobre la sobreexpresion de Hsp90a

en las lineas celulares de CC (con respecto a la expresion en la linea celular HaCaT). Para
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poder normalizar todas las lineas de CC con respecto a la linea celular no neoplasica, se

emplearon los valores de Unicamente un experimento.

A partir de la figura 3 se identificaron dos patrones diferenciales de expresién entre
Hsp90a y Hsp90p en las lineas celulares de cdncer de cérvix, con respecto al control HaCaT;
las lineas celulares Hela y CaSki sobreexpresan principalmente Hsp90a, con el 12% vy el
10% de sobreexpresion de Hsp90a>Hsp90pB, respectivamente. Por otra parte, las lineas
celulares C33a y SiHa sobreexpresan Hsp90B en un 14% y 1% de sobreexpresion

Hsp90B>Hsp90a, respectivamente.
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Esta es |la primera evidencia de patrones diferenciales en la expresién de Hsp90a y Hsp90B
en lineas celulares de un mismo tipo de cancer; las células de lineas celulares CC, ambas
isoformas se sobreexpresan, sin embargo, muestran patrones diferenciales entre las

isoformas Hsp90a y Hsp90p.

7.2. Perfil de activacion de las proteinas involucradas en la via de seializacién

mediada por B-catenina.

Una vez identificada la presencia de dos patrones de expresion diferenciales entre ambas
isoformas de Hsp90, dos lineas celulares de CC con sobreexpresiéon de Hsp90a y las otras
dos con sobreexpresion de Hsp90B con respecto a la linea celular no neoplasica, se

procedio a identificar el estado de activacion de las proteinas “cliente” de Hsp90.

Primeramente, mediante ensayos de WB, se evalud el estado de activacion de la proteina
B-catenina, analizando la expresidn de la proteina no fosforilada en los sitios que la marcan
para su degradacién (Ser33/37 y Tyr41), asi como su expresion total en lineas celulares de

cérvix (figura 4a).

Para determinar los niveles de expresion de B-catenina total, en la figura 4b se muestra la
densitometria de la expresién de B-catenina total normalizada con respecto a B-actina;
hay una notable sobreexpresidon de esta proteina en particular, en las lineas celulares de

CC, C33ay Hela, con respecto al control y a las otras dos lineas celulares de CC.

Para analizar el estado de activacion de B-catenina, en la figuras 4c se observa la
densitometria de la proteina B-catenina activada/B-catenina total, en esta se muestra una
mayor activacién de la proteina en las lineas HaCat, C33a y SiHa. En la figura 4d se muestra
el porcentaje de proteina que se encuentra activada, mientras que el porcentaje restante
implica la porcion de B-catenina que se estaria degradando; cabe destacar a HeLa como la
linea con mayor porcentaje de B-catenina no activada de todo el panel. Todos los

experimentos de esta figura, fueron realizados por duplicado.

Si bien el estado de activacién de B-catenina es importante, la regulacién de su estabilidad

y la sefalizacion que puede llevar a cabo depende principalmente de dos cinasas
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importantes en este estudio: Akt y Gsk3-B puesto que ambas son proteinas “cliente” de

Hsp9090.
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En la figura 5a, se evalud el estado de activaciéon de estas proteinas por medio de la
inmunodeteccién por WB de las proteinas fosforiladas en sitios especificos: fosforilaciones
activantes en la proteina Akt (residuos p-Akt™73 y p-Akt™3%8) e inactivantes en la

proteina Gsk3-B (residuo de p-Gsk3-B%¢).

En la densitometria de la expresién de Akt total, normalizada con respecto a B-actina;
como era de esperarse, hubo una sobreexpresion de Akt en las lineas celulares de CC con
respecto a células no neoplasicas (figura 5b, siendo la linea celular SiHa la que presento
los niveles mas bajos de Akt total o activada y la linea celular C33a la que mayores

niveles de expresion y activacion presentd (figura 5c, 5d).

Buscando identificar un patrén diferencial de activacién de Akt por alguna de las
fosforilaciones evaluadas en este estudio, observamos que en células no neoplasicas, la
activacion que predomina es la de p-Akt>¢™’3, mientras que en cancer pareciera ser mayor
la activacion en el residuo de p-Akt™3%, 3 excepcién de la linea celular de CC, C33a, la cual

presentd mayor cantidad de pAkt¢™73>pAkt™3%8 (figura 5c, 5d).

7.3. Patron de localizacion de las proteinas Hsp90a y Hsp90p.

Las isoformas Hsp90a y Hsp90p han sido descritas principalmente como citoplasmicas, sin
embargo se sabe que una de sus funciones es transportar proteinas cliente a ciertos
compartimentos, por lo que pueden llegar a presentar una localizacion celular diferente
al citoplasma, por lo que a partir del enriquecimiento de compartimentos celulares de
citoplasma, membrana y nucleo, determinamos el patrdn de localizacion de las isoformas;
si bien corroboramos la localizacién citoplasmica de éstas, identificamos una localizacién
nuclear de ambas isoformas en la linea celular Hela, principalmente de la isoforma

Hsp90a (figura 6a).
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c)

d)

Figura 5. Perfil de expresion de las cinasas fosforiladas, “clientes” de Hsp90 en lineas de cdncer
cervical. Figura 5a. Andlisis de expresion por WB de las proteinas Akt total, pAkt™3% pAkt 473, p-
Gsk3-B%r, a partir de extractos totales de cinco lineas celulares de cérvix. Figura 5b, densitometria
de la expresion de Akt total normalizada con B-actina, experimento realizado por triplicado. Figura
5c¢, densitometria de p-Akt™308/Akt total; figura 5d, densitometria de p-Akt>¢™73/Akt total.
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7.4. Patron de localizacidon celular de las proteinas involucradas en la via de

senalizacion mediada por B-catenina.

Para conocer si habia una relacion entre el perfil de expresidon y el patrén de localizacién
de las isoformas con el perfil de expresidon y localizacién de sus proteinas cliente
involucradas en la via, se procedié a determinar el patrén de localizacién de éstas. A partir
de extractos enriquecidos de citoplasma, membrana y nucleo de las cuatro lineas de
cancer de cérvix, se determind la localizacién de Akt, B-catenina (sus formas activas) y

Gsk3-B.

Los patrones que encontramos son muy diferentes e interesantes, la localizacién de -
catenina en particular, es muy importante puesto que muestra un indicio de la clase de
proceso que esta sefializando o en el que se encuentra involucrada; una de las lineas
celulares de gran interés fue Hela, en este modelo en particular encontramos toda la -
catenina en nucleo, esto se correlaciona con la localizacion de pGsk3-B(Ser9) inactivada
en citoplasma y membrana, Akt presenta un patrén de localizacion exclusivo de

citoplasma y membrana (figura 6a, 6b).

La linea celular CaSki comparte el mismo patrén de localizacion de Akt que Hela, sin
embargo, encontramos B-catenina total y activada con una localizacién en nucleo, pero
principalmente en membranal, al igual que la linea celular C33a, en esta linea celular
resulta interesante la localizacién nuclear de Akt tanto total como activada, con presencia
de Gsk3-B. La unica linea celular cuyos niveles de B-catenina activada no fueron
detectables para determinar su localizacidn, fue SiHa, la cual comparte el mismo patrén

de localizacién de Akt que C33a (figura 6b).

Todos los extractos empleados en los ensayos anteriormente descritos, para determinar
la localizacidon de las proteinas de interés para este estudio, fueron validados con
marcadores de cada uno de los compartimentos. Las lineas quedaron validadas por la
presencia de al menos dos marcadores y la ausencia de estos en compartimentos a los

gue serian ajenos (figura 6c).
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b)

c)

Figura 6. Patrén de localizacion de Hsp90a, Hsp908, y las proteinas involucradas en la via 8-
catenina/Akt/Gsk3-6, en lineas celulares de cdncer cervical. Figura 6a. Patron de localizacion de
las proteinas Hsp90a, Hsp90P y B-catenina total en tres lineas celulares de cancer de cérvix, en tres
compartimentos celulares (C, fraccion de proteinas citoplasmicas; M, porcion de proteinas de
membrana; N, porcién de proteinas de nucleo). Figura 6b, patron de localizacion de las proteinas
involucradas en la via y sus formas activas (B-catenina activada, Akt total, pAkt™3% y pGsk3-B .
Figura 6c¢, validacién de la pureza del enriquecimiento de los 3 compartimentos celulares, marcados
con * (EGFR, marcador de membrana; HIF-1a, marcador de nucleo; B-actina como marcador de
citoplasma).
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7.5. Patrén de interacciéon de Hsp90 con su oncoproteina “cliente” Akt

Para comprobar la interacciéon de Hsp90 con sus proteinas cliente se realizaron ensayos
de co-inmunoprecipitacion (Co-IP) de Hsp90 total. Primeramente se validé la eficiencia en
la obtencion de los inmunocomplejos, en la linea celular Hela; en la figura 6a se muestra
la integridad de los inmunocomplejos de Hsp90, asi como la validacion del control en un
gel SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie; en la figura 6b se muestra la validacién por

WB de la misma Co-IP y el patrén de interaccién de Hsp90 con Akt.

Figura 7. Estandarizacion y validacion de la Co-IP de Hsp90 Total en la linea celular Hela.
Deteccién por Western blot de Hsp90 total como validacién del inmunoprecipitado, B-actina como
control de limpieza, y Akt co-inmunoprecipitado con Hsp90 total. Carril 1, lisado celular; carril 2
DyanaBeads + buffer de anticuerpo + lisado celular; y carril 3, DyanaBeads + anticuerpo anti-Hsp90
total + lisado celular.

Una vez validada la eficiencia de los ensayos de Co-IP, se realizaron dos ensayos mas para
identificar los patrones de interaccidn de Hsp90 con sus proteinas “cliente”, en las lineas
celulares Hela y C33a; en la figura 7 se muestran el WB de Hsp90a y Hsp90pB, asi como Akt
co-inmunoprecipitado con Hsp90. En estudios posteriores se planea realizar la Co-IP de
cada isoforma por separado para conocer el patréon de interaccidén de cada isoforma con

las proteinas involucradas.
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Figura 8. Perfil de interaccion de Hsp90 y sus isoformas, con su oncoproteina “cliente” Akt.
Inmunocomplejos, en las lineas celulares HelLa y C33a. Ensayo de Co-IP de Hsp90 total, deteccion
por WB de Hsp90a y Hsp90B, y de Akt. Carril 1, DyanaBeads + buffer de anticuerpo + lisado celular;
carril 2 lisado celular; y carril 3, DyanaBeads + anticuerpo anti-Hsp90 total + lisado celular.
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8. Discusion

Las células tumorales se encuentran expuestas de manera enddgena y exdgena a una
amplia variedad de condiciones de estrés. Entre las proteinas alteradas en respuesta al
estrés por el proceso de carcinogénesis se encuentran las Hsp. En este aspecto, la familia
de las Hsp90 se ha descrito ser en gran parte responsables de mantener vias de

sefalizacion indispensables para la supervivencia de la célula tumoral.

En cdncer de mama, pulmdn, prodstata, endometrio y ovario se ha reportado la
sobreexpresiéon de Hsp90 asociada con a un mal prondstico de la enfermedad, a la
resistencia a farmacos, y al estado de activacion de vias dependientes de receptores
hormonales, entre otros, (Yano et al., 1999; Pick et al., 2007; Centenera et al., 2012; Senju
et al., 2006; Sain et al., 1996; Nanbu et al., 1996). En el presente estudio observamos que
en lineas celulares de cancer cervical hay una notable sobreexpresién de Hsp90 total, en
comparacion con células de cérvix no neoplasicas (figura 2); sin embargo, pese a la
heterogeneidad de las caracteristicas de las lineas celulares de CC, no se observaron
diferencias en cuanto a la expresion de Hsp90 total ni de la chaperona Hsp70, que
previamente se ha propuesto en este modelo como biomarcador de proliferacidn,
malignidad y tamafio del tumor (Ralhan y Kaur, 1995; Abd el All et al.; 1998; Park et al.,
2010).

Si bien, en algunos tipos de cancer el aumento en la expresion de Hsp90 basta para
emplearla como biomarcador o bien como blanco terapéutico, en CC aln no existe
evidencia experimental y/o clinica que pueda explicar un perfil de expresidon de Hsp90 y
sus isoformas. Basados en el primer resultado de nuestro estudio, en donde observamos
un aumento de Hsp90 en cancer entre las distintas lineas celulares de CC, nos interesé

conocer si existia una expresién diferencial entre la expresion de Hsp90a y Hsp908.

En estudios previos se ha destacado la importancia de estas proteinas por separado,
puesto que el cambio del radio de expresién entre una isoforma u otra se traduce en la
activacion especifica de algunas vias de sefializacion e incluso en un importante factor que

afecta la sensibilidad a los inhibidores de HspO (Sreedhar et al., 2004; Millson et al., 2007;

36|Pagina



Taherian et al., 2012). De manera interesante y novedosa, identificamos dos patrones de
expresion de las Hsp90a y Hsp90B, en lineas celulares de cancer cervical. De las dos
isoformas citosélicas, Hsp90a es inducible, por lo que no es raro encontrar la sobreexpres
y en una célula tumoral no resulta extrafio encontrar su sobreexpresidon, en una de las
lineas celulares del estudio, Hela, encontramos diferencias significativas en la
sobreexpresion de Hsp90a con respecto al control, HaCaT. Resulta de suma importancia
en lo que esta sobreexpresién pudiera derivar funcionalmente en la célula tumoral, puesto
gue las funciones especificas de Hsp90a han sido asociadas a la promocién del
crecimiento, la regulacién del ciclo celular y la citoproteccién (Sreedhar et al., 2004)
ademas de haberse visto involucrada en estudios previos con la migracién e invasion
celular mediada por MMPs en otros tipos de cancer (Eustace et al., 2004; Li et al., 2007;
Cheng, 2008). Cabe destacar que la linea celular CaSki, presento un comportamiento

similar en cuanto al porcentaje de cambio entre Hsp90a/Hsp90p (figura 3).

Aunque Hsp90pB de manera constitutiva es mayor en proporcién a Hsp90a, en condiciones
normales como se observa en el control de HaCaT, una de las lineas celulares de CC
presentd un patron notablemente distinto al de Hela, la linea celular C33a si bien
sobreexpresa tanto Hsp90a como Hsp90pB, posee una mayor proporcion de Hsp90B en
comparacidon con Hsp90aq; la linea celular SiHa, aunque con menor cantidad de proteina,
también presenta dicho patrén de sobreexpresién. Anteriormente, en cancer gastrico, se
habia observado el aumento de la expresion de esta isoforma en el tejido de tumoral (Liu
et al., 1999), dentro de las funciones particulares de esta isoforma estd la transformacion
celular y la transduccidn de sefiales, en modelos de cdncer se ha asociado al
mantenimiento de la funcién antiapoptética de Bcl-2 y de Cpg-B asi como a una mayor
sensibilidad a inhibidores de Hsp90 como el radicicol, y los derivados naturales y sintéticos
de la geldanamicina, que se unen de manera reversible al sitio de unién de ATP inhibiendo
la funcién de chaperona de Hsp90 (Cohen-Saidon et al., 2006; Kuo et al., 2007; Millson et
al., 2007).

Asi, en este estudio demostramos de manera preliminar la primera evidencia sobre la

existencia de patrones diferenciales de expresiéon entre Hsp90a y Hsp90B, en lineas
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celulares de un mismo tipo de cancer. Entre los complejos que forma Hsp90 con sus
proteinas “cliente”, se ha visto que Hsp90 tiene predileccidén por las proteinas si éstas
presentan alguna mutacién, como es el caso de p53™ (Peng et al., 1993). La importancia
de emplear diversas lineas celulares de CC para este proyecto, fue principalmente por las
diferencias etioldgicas que hay entre ellas, mismas que estan dadas de cierta manera, por
las caracteristicas moleculares de las células, tales como la presencia de VPH (en las lineas
celulares Hela, CaSki y SiHa) o la presencia de una mutacién inactivante en el gene p53

(en la linea celular C33a).

Partiendo de la evidencia de dos patrones de expresién diferenciales entre Hsp90a vy
Hsp90pB, y de las diferencias intrinsecas de las lineas celulares, el impacto que esto puede
tener en la respuesta a los tratamientos con inhibidores de Hsp90 pueden verse altamente
influenciados por el patréon de expresion observado en cada linea celular; en experimentos
previos realizados por nuestro grupo de investigacion se ha visto que la inhibicién de
Hsp90 genera una inversién del patrén de expresion de las isoformas, lo cual repercute en
el mantenimiento de la sefializacion que mantiene a las células tumorales (Datos no

publicados, 2012).

Puesto que se ha visto que el cambio del radio de expresién de las isoformas afecta de
manera considerable la activacidén de sus proteinas cliente, esperdbamos ver diferencias

en el estado de activacion de las proteinas “cliente” de Hsp90: Akt, Gsk3-B y B-catenina.

Anteriormente, la sobreexpresién y localizacién en membrana o en nucleo de B-catenina,
han sido propuestas como posibles biomarcadores de agresividad; en este estudio se
identificaron altos niveles de B-catenina activada y localizacién de la misma en el nucleo
de al menos 3 de las 4 lineas celulares de CC, de inicio este patrdon de localizacidon es
evidencia de que en al menos las lineas celulares C33a, Hela y CaSki, la transcripcion
mediada por B-catenina esta activa. La localizacidn en nlcleo de esta proteina ha sido
previamente reportada para otro tipos de cancer como préstata, gastrico, oral y cancer de
vejiga, en donde se ha relacionado con tumores de grados clinicos avanzados y de mayor

agresividad (Jaggi et al., 2005; Chaw et al., 2012; Clairotte et al., 2006; Whitaker et al.,
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2008), por ello seria de esperarse que estas células presenten mayor capacidad

proliferativa, de migracion o de resistencia a farmacos.

Dentro de este grupo de lineas celulares, el patrén de expresién de las isoformas es
diverso; primero tenemos el modelo que sobre-expresa Hsp90B, C33a, el cual presentd
los niveles mas altos de proteina B-catenina activada, y la localizaciéon de ésta en
membrana y nucleo. La linea celular C33a se caracteriza por ser negativa para VPH pero
con p53™Ut en el coddn 573 (mutacidn inactivante), una de las principales mutaciones o
inactivaciones encontradas en cancer de cérvix, mama, pulmoén y hepatoblastoma, en
estos tipos de cancer suele expresarse de manera aberrante B-catenina acumulada en
nucleo; Cagatay y Ozturk en 2002 comprobaron experimentalmente que la presencia de
mutaciones en p53 son mutuamente exclusivas en un 92% de lineas celulares de
carcinoma hepatocelular, las cuales presentan la acumulacién de B-catenina en nucleo. La
pérdida de la funcién de p53 es una causa que posiblemente podria explicar la
acumulacién aberrante de B-catenina en estas células y posiblemente en tumores con esta

caracteristica.

El segundo modelo esta representado por Hela y CaSki que sobreexpresan la isoforma
Hsp90a, en estas lineas celulares sin embargo, la expresidn y localizaciéon de B-catenina
fue distinto. Estudios en células de cancer de mama han propuesto a la proteina p-B-
catenina®®33/37 como un nuevo “cliente” de Hsp90, en donde la chaperona podria estar
implicada en la degradacion de B-catenina (Cooper et al., 2011), en nuestros resultados la
linea celular Hela fue la que presenté mayor porcentaje de proteina inactiva (marcada
para su degradacion), esto podria implicar la participacion de Hsp90a, en esta linea
celular, en el mecanismo de degradacidon de B-catenina, al ser “clientes” tanto p-B-

catenina®33/37 como la cinasa encargada de fosforilarla, Gsk3-P.

No obstante, resulta interesante que en las células de CC con VPH 18 se observe la
localizacion exclusiva en el nucleo de B-catenina activada. La carcinogénesis cervical
dirigida por las oncoproteinas E6 y E7 de VPH de alto riego juegan un papel importante en

la estimulacion la transduccién de senales iniciadas por EGFR, asi como la activacién de
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Src, ambos efectos se han estudiado en las lineas celulares SiHa y Hela (Hu et al., 1997;
Szalmas et al., 2013). La acumulacién en nucleo de B-catenina podria estar dada por la
estimulacion de la sefializaciéon dirigida por EGFR, ya que ésta activa rio abajo a la cinasa
Src, la cual puede activar directamente a B-catenina al disociar su unién con E-cadherina

(Lee et al., 2010; Yang et al., 2011).

Por otra parte, la linea celular CaSki también presentd sobreexpresion de
Hsp90a>Hsp90pB; sin embargo, a diferencia de Hela, la localizacidon de B-catenina fue
semejante a la encontrada en la linea celular C33a (membrana y nucleo), la activaciéon de

esta proteina fue menor en un 10% con respecto al control y en comparacién con C33a.

En este estudio, encontramos la localizacion de la cinasa Gsk3-B en la membrana celular
de las células CaSki; como ya se ha mencionado esta proteina es conocida por regular de
manera negativa la sefializacion mediada por B-catenina, sin embargo en 2005, Zeng y
colaboradores demostraron que la Gsk3-B asociada a la membrana, al contrario de la
forma citopldsmica, estimula la via de Wnt por medio de la fosforilacién y activacion del
receptor de membrana LRP6 (Zeng et al., 2005). Esto podria correlacionar con la presencia
de la forma activa de B-catenina en nucleo que implicaria la activacién de la transcripcion

mediada por B-catenina, dirigida a los genes blancos de Wnt.

La localizacién de la proteina B-catenina activada no solamente se limitd al nucleo, al
menos en las células C33a y CaSki se encontrd localizacidon en la membrana celular; el
papel de B-catenina en la membrana estd involucrado con las asociaciones que forma con
las cadherinas (E-cadherina principalmente), su disminucién en la expresiéon en la
membrana se ha descrito como un marcador bioldgico de mejor prondstico en pacientes

de céncer de vejiga (Clairotte et al., 2006).

Se ha comprobado experimentalmente que la asociacion a E-cadherina y evidente
localizacién en la membrana celular, previene la activacidén de la transcripcion mediada
por B-catenina (Orsulic et al., 1999). Sin embargo también puede estar involucrada en la

transicién epitelio-mesénquima; en base a los resultados observados en este proyecto, en
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las lineas celulares C33 y CaSki, seria necesario determinar la expresién de E-cadherina o

de alguna otra cadherina que pudiese estar asociada a B-catenina.

Recientemente, en nuestro grupo de investigacidon se describid que la sobreexpresién de
Hsp90a estd relacionada con la activacién de Akt por medio de p-Akt>¢™’3, en células
embrionarias de rifidn (Cortés-Gonzalez et al., 2010), sin embargo en este proyecto
observamos que en el modelo de cdncer cervical sucede lo contrario; en las lineas
celulares de CC donde predomind la sobreexpresion de Hsp90a se observd una mayor
activacion de la pAkt™3%, mientras que en la linea celular que observamos una

sobreexpresion de Hsp90p la principal fosforilacidon que se observa es en p-Akt>e73,

En los resultados que mostramos en este proyecto, encontramos una asociacion entre la
sobreexpresioén, la activacién vy la localizacion de Akt y B-catenina, en las lineas celulares
de cancer de cérvix. Se conocen dos mecanismos por los cuales Akt puede promover la
estabilizacién de B-catenina, el primero y mas comun es que mediante la p-Gsk3p>¢"
inhiba la degradacién de B-catenina por medio del complejo de degradacion, esto facilita
la acumulacién de B-catenina en el citoplasma y su posterior traslocaciéon a nucleo; el
segundo es que en citoplasma Akt puede fosforilar directamente a B-catenina®®™>?
causando la disociacidn de las uniones célula-célula e incrementando la transcripcion
mediada por B-catenina (Fang, 2007). Sin embargo se ha visto recientemente que la sobre-
activacidon de Akt en el citoplasma puede ser promovida a su vez por B-catenina, este
mecanismo de feedback podria explicar la asociacién encontrada entre niveles altos de B-
catenina y de B-catenina activada, asi como de Akt, principalmente en las lineas C333,
Hela y CaSki; esto seria traducido en una alta proliferacién asi como la evasién de la

apoptosis, (Dihimann et al., 2005).

Este proyecto representa una puerta de la investigacion que puede dar mucho de si dada
la novedad del tema central de investigacion, sin embargo, por la misma razén es poco
comparable con lo que sucede en otros modelos de cancer, ya que se ha visto que los
perfiles de expresidn son particulares del tejido de origen del cancer, la dependencia de

receptores hormonales o la presencia de mutaciones puntuales. El panorama de Hsp90a
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y Hsp90PB en CC y su implicacion en la sefializacion mediada por B-catenina requiere de
estudios mas exhaustivos, para ello es necesario continuar con posteriores experimentos
para corroborar lo encontrado en este estudio y avanzar con la inhibicion de la funcién de
Hsp90 en los modelos donde observamos patrones diferenciales de la expresién de
Hsp90a y Hsp90B, determinar su efecto en fendmenos celulares que posiblemente
podrian estar regulando por medio de la sefializacién mediada por sus proteinas “cliente”:
Akt/Gsk3-B/B-catenina y determinar si existe una correlacién de lo observado en las lineas

celulares de CC con muestras de pacientes de CC.
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Figura 9. Activacion de B-catenina asociada al perfil de expresion de Hsp90a o HspB. De dos
patrones diferenciales de expresién, entre Hsp90a y Hsp90B, se encontraron tres modelos
diferentes de activacidn de B-catenina. En la linea celular Hela, donde se encontrd sobreexpresion
de Hsp90aq, es posible que la via de Wnt esté favoreciendo la activacion de B-catenina, ademas de
una posible interaccién con Hsp90a en el ndcleo. En la linea celular CaSki, que también
sobreexpresé Hsp90a, la activacion de B-catenina parece ser independiente de Akt; la activacion
de Akt en el residuo de la Thr308 fue asociada a la sobreexpresion de Hsp90a, al igual que en Hela.
Aunque las lineas celulares CaSki y C33a comparten el patron de localizaciéon de B-catenina, el
patrén de localizacién y activacidn de Akt sugiere que en la linea celular donde predomina la
sobreexpresion de Hsp90pB, la activacidn de B-catenina es dependiente de Akt (C33a); la activacion
de Akt en el residuo fosforilable de la Ser473 se asocid a la sobreexpresion de la isoforma Hsp90p.
(*) Residuo fosforilable de mayor importancia para la activacion de Akt.
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9. CONCLUSIONES

Se determind la presencia de sobreexpresion de Hsp90 total en las lineas celulares de
CC (Hela, CaSki, C33a y SiHa), con respecto a la linea celular no neoplasica; sin
diferencias significativas entre las lineas celulares de CC.

Se encontré un patron diferencial en la expresion de Hsp90a y Hsp90B en lineas
celulares de un mismo tipo de cancer, dos lineas celulares de CC: Hela y CaSki
presentaron una sobreexpresion de Hsp90a>Hsp90B, mientras que las otras dos
lineas celulares de CC: C33a y SiHa presentaron una sobreexpresion de
Hsp90B>Hsp90a.

Se encontro la sobreexpresién de Akt y de B-catenina, asi como una alta activacién
de ambas proteinas, en cancer (lineas celulares de CC), siendo la linea celular C33a la
gue presentd los niveles mas altos de proteina y proteina activada —tanto de Akt como
de B-catenina—y las lineas celulares Hela y SiHa las que presentaron los niveles mas
bajos de B-catenina activada y Akt total y activada —respectivamente.

A diferencia de lo previamente reportado por nuestro grupo de investigacién, en
células no neoplasicas, sobre la expresion de Hsp90a vy la activacion de Akt en la
Ser473, encontramos que en cancer pareciera ser mas importante la p-Akt™"3%8,

Se identificd la localizacidn de B-catenina en tres de las cuatro lineas celulares de CC
(C33a, Hela, CaSki), la presencia de la forma activa de la proteina indica que la
sefializacion mediada por B-catenina se encuentra activa.

La localizacién de B-catenina en nucleo, en la linea celular Hela, se asocié a la
localizacién en nucleo de Hsp90a.

Las lineas celulares C33a y CaSki presentaron localizacion de [-catenina en
membrana, que se traduce en menor proliferacion mediada por B-catenina.

Se identificaron, de manera preliminar, dos patrones de localizacién de B-catenina
asociada al patron de localizacion de Akt: mientras que en C33a dicho patrén de
localizacidon se asocid al patron de Akt en membrana y nlcleo, en CaSki parece ser

independiente.
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10. PRrosPECTIVAS

Para continuar con el proyecto y describir el efecto de la expresién diferencial de Hsp90a
y Hsp90B sobre la activacion de sus proteinas “cliente”, Akt, Gsk3-B, asi como la
sefializacion mediada por B-catenina, es necesario confirmar qué complejos forma B-
catenina en el nucleo y de qué manera la transcripcion mediada por B-catenina es afectada
por Hsp90. Para ello se evaluaran los blancos de la transcripcion mediada por B-catenina

cuando forma los diferentes complejos que puede hacer en el nucleo.

Posteriormente, para ver el efecto funcional de Hsp90a y Hsp90B, sobre las células de CC,
se realizaran ensayos de proliferacion y migracion celular, donde se inhibira la funcion de

Hsp90 con un derivado de la geldanamicina, 17-DMAG.

Esperamos que en un futuro, se pueda corroborar lo observado en muestras de pacientes

de CCy de ser posible determinar si es viable el tratamiento con los inhibidores de Hsp90.
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