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RESUMEN

En 2016 se han estimado 62,700 nuevos casos de cancer renal con un aproximado de 14,000
muertes. El carcinoma renal de células claras (CCRcc) es uno de los principales tumores urolégicos
y es la sexta causa de morbilidad asociada a cancer. Aunque la prevalencia de CCR varia entre las
poblaciones y las regiones geograficas, la incidencia de CCR ha aumentado de forma constante. Los
avances significativos en el entendimiento de la biologia de los tumores de CCR metastasicos han
conducido al desarrollo de terapias moleculares dando como resultado una mejora significativa en la
tasa de supervivencia global y la calidad de vida de los pacientes. Debido a que Hsp90 en
numerosos estudios han demostrado su sobre-expresion en tumores sélidos incluyendo CCR por la
mediacion de la maduracion y estabilidad de proteinas como, VEGF y HIF1-a, se ha demostrado

que la inhibicion de Hsp90 ejerce un efecto terapéutico prometedor en ciertos tipos de cancer.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la participacién de las proteinas Hsp90a y Hsp90B en un
modelo de inhibicién de Hsp90 aguda y cronica con el inhibidor 17-DMAG en lineas celulares de
carcinoma renal humano. Cémo control se empled la linea celular HEK-293T. Se realizaron ensayos
de viabilidad y proliferacion celular a dosis de 1000, 500 y 250 nM, que permitieron seleccionar a la
linea sensible a la inhibicion de Hsp90, con un fenotipo VHL-/- y PTEN-/-. Se evalu6 el cambio
diferencia de isoformas de Hsp90a y Hsp90p de los tiempos en los que se observo una disminucion
en viabilidad y proliferacion celular mediante la técnica de western blot. Se encontré que la linea de
carcinoma renal 786-O presenta una expresion basal de ambas isoformas Hsp90a y Hsp90p3, v el
cambio diferencial de expresién de dichas isoformas depende de la concentracion de 17-DMAG.
Finalmente se evalud la muerte celular en células de cancer renal VHL-/-, PTEN-/-, tratadas con el
inhibidor 17-DMAG a dosis de 500 y 250nM, donde se concluye que una disminucion de Hsp90a

podria dictaminar la sensibilidad de la célula, favoreciendo el efecto pro-apoptético de 17-DMAG.




INTRODUCCION

1.1. Proteinas de choque térmico

Las células y tejidos son retados constantemente a condiciones extremas que causan estrés agudo
y cronico. En consecuencia, la supervivencia ha requerido la evolucién de redes de respuesta al
estrés para detectar, supervisar y responder a los cambios ambientales (Baeuerle y Baltimore 1996;
Feige et al., 1996; Morimoto y Santoro 1998). La exposicidn prolongada al estrés interfiere con el
funcionamiento eficaz de la célula, con consecuencias negativas sobre las propiedades bioquimicas
de las proteinas que, en condiciones ideales, existen en estados termodinamicamente estables. En
ambientes estresados, las proteinas pueden desplegarse, o formar agregados. Por lo tanto, las
demandas cambiantes del control de calidad de la biogénesis de proteinas, la homeostasis de
proteinas y la propia respuesta de choque térmico, se lleva a cabo a través de la sintesis elevada de
chaperonas moleculares y proteasas, que permite la reparacion de proteinas dafiadas y con ellos

ayudar a recuperar la célula (Walter y Buchner 2002).

Las proteinas de choque térmico (Hsp) o proteinas de respuesta al estrés, son una familia de
proteinas que se encuentran en todas las células procariotas y eucariotas, con secuencias de
aminoacidos similares a lo largo de la escala filogenética, por lo tanto son un conjunto de proteinas
altamente conservadas de diferente peso molecular (c. 16-100 kDa) que se produce en todos los

organismos celulares cuando estan expuestos al estrés (Lindquist y Craig, 1988).

Las Hsp actuan como moléculas auxiliares 0 acompanantes para las proteinas de la célula (figura 1),
la sobre-regulacidn en respuesta al estrés es universal a todas las células y no se limita al estrés por
calor. Se han descrito otros agentes y situaciones de estrés que desencadenan una respuesta
similar: anoxia, isquemia, toxicidad, degradacion de proteinas, hipoxia, acidosis, dafios microbianos
y los inhibidores del proteosoma, que inducen la transcripcion selectiva y la traduccién de las
proteinas de choque térmico (Morimoto, 2008). La regulacion de genes especificos mediante la
interaccion de los factores de transcripcion de choque térmico (HSF) con sus elementos de choque

térmico (HSE) en las regiones promotoras de los genes (Lis y Wu 1993; Morimoto, 1993).




Figura 1. Resumen de algunas de las sefales fisiologicas y fisiopatolégicas mas relevantes que activan la
sintesis de proteinas de choque térmico en la célula. (Tomada y editada de Kevin. D et. al., 1992)

1.1. Funcién de las Hsp

En condiciones fisioldgicas tienen una funcién de colaboracién molecular (chaperona) en los
procesos de plegamiento y ensamblaje de proteinas sintetizadas, transporte por los diferentes
compartimientos celulares y degradacion, de esta forma juegan un papel fundamental en la
regulacion de la sintesis normal de proteina dentro de la célula, permitiendo una homeostasis de

proteinas (Morimoto, et al., 1992).

La homeostasis proteica es uno de los principales puntos de control necesarios para preservar la
homeostasis celular, regulando la “vida de las proteinas”. Mas que el control de calidad de las
proteinas por si sola, la homeostasis proteica abarca el metabolismo del RNA, escencial para
proteger polipétidos nacientes del mal plegamiento y facilitar la cooperacién y el plegado posterior a




la traduccion. Lo anterior permite ayudar en el procesamiento, plegamiento, traslocacion, montaje y
desmontaje de los complejos de macromoléculas, o de lo contrario dirigir su eliminacion. Estos
procesos Yy funciones pueden ser vistos como una red en la que cada proceso se organiza como
mininetworks (pequefias redes) interconectados a otros sistemas. La homeostasis proteica implica
una red dindmica que tiene la suficiente capacidad de “amortiguar o defender’ a diversos
desequilibrios (Morimoto, 2008; Hartl y Hayer-HartL, 2002; Deuerling y Bukau, 2004; Bukau et al.,
2006; Ron y Walter, 2007).

Durante mucho tiempo se considero que la degradacidn proteica era un proceso poco especifico. Sin
embargo, hoy en dia se sabe que es un mecanismo necesario para el mantenimiento de la
homeostasis celular. Cuando las proteinas presentan alteraciones en su plegamiento deben ser
degradadas ya que tienen una gran tendencia a formar agregados, lo que es altamente dafino para
la célula. En este contexto, la degradacion proteica se considera una via empleada por la célula para
controlar la degradacion o no de proteinas efectoras o reguladoras de otras funciones. Este sistema
debe estar estrictamente controlado para evitar la destruccion masiva de proteinas utiles para la
célula. Una de las estrategias que emplea la célula es la compartimentalizacion de proteinas en
organelos especificos para llevar a cabo la protedlisis, siendo uno de los mas relevantes los
lisosomas. Las Hsp tienen un papel muy importante al momento de seleccionar qué proteinas son
las que van a ser degradadas. Se ignora todavia cual es el mecanismo por el cual se decide si una
proteina va a ser renaturalizada o degradada. Una posibilidad es que la degradacion o no de la
proteina dafiada esté en relacién con el tiempo de unién con las Hsp. Si la proteina recupera su
conformacion tridimensional se produce la disociacién de la Hsp y no se degrada. Si el dafio es tan
importante que no se puede recuperar la configuracion tridimensional no se produce la disociacion y

como consecuencia la proteina queda marcada para su degradacién (Nollen y Morimoto, 2002).




1.2. Clasificacion de las proteinas de choque térmico.

Las Hsp pertenecen a una familia multigénica de proteinas con un peso molecular que varia entre
los 10 y 150 kDa. Cada familia de las HSP se compone de miembros expresados de manera
constitutiva o regulada de manera especifica y estan localizadas en diferentes compartimentos
celulares (ver tabla 1). Las HSP de alto peso molecular (Hsp90, Hsp70 y Hsp60) son chaperonas
dependientes de ATP y requieren de co-chaperonas para modular su conformacion y la unién de
ATP. En contraste, las HSP de bajo peso molecular, tales como Hsp27, son chaperonas
independientes de ATP (Walter y Buchner, 2002).

Tabla 1. Localizacion y funcién celular de las familias de proteinas de choque térmico (Walter y
Buchner, 2002).

Familia HSP Localizacién celular Funcion

HSP27 (sHsp) Citosol, Nucleo »  Estabilizacién de microfilamentos,
antiapoptético.

HSP60 Mitocondria » Repliegue de proteinas, previene la

agregacion de proteinas desnaturalizadas,
pro-apoptético y apoptético.
HSP70 (familia)

» Hsp72 (hsp70) Citosol, Nucleo »  Unién de proteinas, citoprotector

» Hsp73 (Hsc70) Citosol, Nucleo »  Chaperona molecular

» Hsp75 (mHSP70) Mitocondria »  Chaperona molecular

» Hsp78 (GRP78) RE »  Citoprotector, chaperona molecular
HSP90 Citosol, RE, Nucleo » Regulacion de hormonas esteroideas,

translocacién de proteinas

HSP110/104 Citosol »  Unién de proteinas
HSP 47 »  Chaperona del colageno
HSP 33 »  Chaperona molecular. Estrés oxidativo
HSP 20-30 »  Estabilizacion de actina. Termotolerancia

Transduccién de sefales. Proteccion




frente a la oncogénesis y apoptosis

HSP 10 Citosol »  Co-chaperonina de HSP60.

(a-cristalina) »  Chaperonas. Implicacién en enfermedades
neuroldgicas

Ubiquitinas »  Degradacion de proteinas.

Abreviaturas: HSP (proteinas de choque térmico), SHSP (pequefias moléculas de HSP), RE (reticulo endoplasmico).

Estas proteinas se encuentran tanto en organismos procariontes como eucariontes y presentan una
alta homologia a nivel de secuencias nucleotidica y de aminoacidos. Hsp90 junto con otras
chaperonas, juegan un papel importante en el plegamiento de al menos 200 proteinas especificas de
diferentes vias de sefializacion, y en el replegamiento de proteinas desnaturalizadas después de
estrés. Ademas de su actividad chaperona molecular conocida de Hsp90, la evidencia acumulada
indica que también tiene funciones clave en la regulacién del metabolismo celular, se ha descrito que
actiia como un amortiguador o un condensador de la variacién génica en la evolucion morfolégica y
se ha visto implicada en diversos procesos patologicos, que se explicaran méas adelante (Csermely,
2015).

2. Proteina de choque térmico de 90 kDa (Hsp90)

Una de las subfamilias mas abundantes son las proteinas de choque térmico de 90 kDa, objeto de
estudio en esté trabajo. Hsp90 comprende de 1 a 2% de la proteina citosdlica total y su expresion
puede llegar a aumentar hasta 15% en condiciones de estrés celular. Esta proteina tiene su

actividad de chaperona molecular en muchas moléculas conocidas como proteinas “cliente”.

Las proteinas “cliente” de Hsp90 estan implicadas en rutas de sefalizacién que controlan el
crecimiento, supervivencia y diferenciacion celular, siendo que muchas de ellas estan relacionadas
con la patogénesis de tumores humanos. Las proteinas “cliente” incluyen: cinasas de serina/treonina
y tirosina, factores de transcripcion, receptores de hormonas, y algunas proteinas supresoras de

tumores (Johnson, 2012).




2.1. Estructura y Funcioén de las Hsp90.

Conformacionalmente, Hsp90 es un dimero flexible que tiene actividad de ATPasa. Todos los
homélogos de Hsp90 contiene tres dominios; dominio N-terminal de unién a ATP, dominio medio, y
un dominio carboxilo terminal (figura 2). Hsp90 consiste en un dominio altamente conservado de
aproximadamente 25 kDa en el N-terminal conectado al C-terminal de 55kDa por una region de
‘carga”, que es variable en longitud y composicidn entre las especies e isoformas. EI dominio medio

‘cargado” no es esencial para la funcion de Hsp90 (Prodromou, et al., 1997).

Figura 2. Estructura cristalina en 3D y sus dominios de Hsp90 (Modificada de Protein Data bank ID: 137184).

Hsp90 por si sola, es incapaz de ensamblar y/o activar a cualquiera de sus proteinas “cliente” ya que
requiere de una maquinaria de co-chaperonas. Las co-chaperonas mas estudiadas de Hsp90
incluyen a: Cdc37, p23, AHA1, HOP y CHIP (Neckers, et al., 2007).




La funcién de chaperona de las Hsp90 esta dado por la interaccion con sus proteinas “cliente”, como
se observa en la figura 3 lo que ocurre en el ciclo de “chaperonas” de Hsp90 es que sus proteinas
cliente pasan por complejos multi-proteicos que las mantienen correctamente plegadas y asi listas
para ser activadas. Inicialmente, las proteinas cliente se unen a Hsp70, Hsp40 y HIP formandose un
complejo inicial, pero posteriormente la proteina HOP recluta tanto al complejo formado como a
Hsp90, forméndose de este modo un complejo intermedio. Posteriormente los componentes
asociados a Hsp70 se liberan del complejo permitiendo la entrada de ATP y p23. Aun faltan datos
que permitan afirmar lo anterior pero es claro que en este punto, Hsp90 expone completamente el
dominio de unién al ligando de la proteina cliente, p23 estabiliza la unién de ATP a Hsp90, y las
inmunofilinas entran en al complejo, formando el complejo final. Cuando hay ausencia de ligandos la
proteina cliente es liberada para entrar en nuevos ciclos de chaperona y en el caso contrario al estar
presentes estos se unen el ligando, dimerizan y activa sus rutas de sefializacion. En el caso de que
Hsp90 siga unida a su co-chaperona, sus proteinas cliente queda atrapada en el complejo
intermedio, promoviéndose el reclutamiento de la ligasa de ubiquitina E3, favoreciendo asi la

ubiquitinacion y su degradacion (Zuehlke y Johnson, 2010).

Figura 3. Representacion esquematica del ciclo de “chaperona” de Hsp90. PC=Proteina cliente (Tomada de
Johnson, 2012).




A la fecha, se han descrito cinco isoformas de HSP90: Grp94, Hsp90N, TRAP1, Hsp90a y Hsp90p
que se diferencian basicamente por su localizacion intracelular (figura 4). Hsp90a y Hsp90B se
encuentran en el citosol, a diferencia de las otras isoformas que se encuentran asociadas a
organelos. Estas dos isoformas de Hsp90 son esenciales para la viabilidad de las células

eucariontes (Sreedhar, et al. 2004).
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Figura 4. Representacion esquematica de las isoformas de Hsp90 (Tomada y editada deSreedhar, et al. 2004).

2.2. Proteinas de choque térmico Hsp90a y Hsp90B

Existen dos isoformas citoplasmaticas mayoritarias de la subfamilia Hsp90: Hsp90a (isoforma
inducible) y Hsp90p (isoforma constitutiva). Los genes que dan lugar a las proteinas Hsp90a y

Hsp90p se localizan en el cromosoma 14q32-33 y en el cromosoma 6p21, respectivamente.

El gen que codifica para la isoforma Hsp90a es HSP90AA1, mientras que para Hsp90B es
HSP90AB1; ambos genes comparten 60% de homologia global y varias regiones de 50 aminoacidos
0 mas comparten un mayor de 90% de homologia (Rebbe et al., 1987). HSP90AA1 consta de 10
exones que codifican para un transcrito de 5.3 Kb, dando lugar a una proteina de 732 aminoacidos
con un peso molecular de 86 kDa, mientras que, HSP90AB1 consta de 11 exones y el transcrito es
de 6.8 Kb, lo que da lugar a una proteina de 724 aminoacidos con un peso molecular de 84 kDa
(Lees-Miller y Anderson, 1989; Csermely, et al., 1998). En Hsp903, el aminoacido ESEDK es
eliminado del sitio de fosforilacion, por el contrario, el aminoacido TQTQDQPME del N-terminal de
Hsp90a es remplazado por VHHG in HSP90AB1 (Lees-Miller y Anderson, 1989).




Las isoformas de Hsp90 tienen cinco regiones altamente conservadas, llamadas “signature
sequences” de las cuales tres se encuentran en el dominio N-terminal (aminoacidos 38-59, 106-114,
130-145 en Hsp90a) y dos en el dominio central (aminoacidos 360-370 y 387-401). A pesar de la
similitud molecular de estas isoformas se han descrito diferencias importantes en los niveles de
transcripcién y transduccion, lo que sugiere que Hsp90a y Hsp90B pueden tener funciones
diferenciales en los procesos celulares en los que estan involucrados. Las secuencias de nucleétidos
entre Hsp90a y Hsp90p tienen mucho menos similitud en comparacion con sus productos proteicos,
sobre todo en su regién 5 - 3" no codificante, los intrones y la secuencia regulatoria (figura 5). Asi
mismo, la transcripcion de HSP90a esta estrechamente regulada por su regién promotora, la cual
contiene varios elementos de respuesta a estrés térmico (HSE) implicados en la expresién génica
inducible de Hsp90a. Por el contrario, el gen que codifica para la isoforma HSP90B los HSE se
encuentran en el primer intron del gen, reportandose importantes para la expresion constitutiva, mas
no para su expresion inducible (figura 5.a) (Sreedhar, et al. 2004, Zuehlke, et al. 2015). Se ha
observado que la regién promotora juega un papel importante en las diferencias de expresion de
cada una de las isoformas, por lo que se ha propuesto que son reguladas de manera diferencial.
Esto se apoya por el hecho de que Hsp90a contiene cinco elementos de respuesta a estrés térmico
(HSE) en la region promotora, mientras que Hsp90p solo contiene dos, lo que podria dar una de las
explicaciones del porque Hsp90a. es conocida como la isoforma inducible (Figura 5.b) (Zhang, et al.,
1999; Shen et al., 1997). Algo peculiar y Unico en el gen que codifica para la isoforma Hsp90pB
(HSP90AB1) es que presenta una “signature sequence”: LKID, que no esta presente en otras Hsp
(Chen et al. 2006).




Figura 5. Representacién esquematica de los genes Hsp90c y Hsp90p: a) region promotora, y b) estructura
intrédn/exén. a) Representacion esquematica de HSE en la regién promotora de genes hsp90« y hsp903 humanos, E1:
exon 1; E2: exén 2, y b) Comparacion de la estructura intron/exon en las isoformas de Hsp90. (Modificada de Sreedhar,
et al., 2004)

Hsp90a y Hsp90B mantienen hasta un 85% de identidad a nivel de proteina. En condiciones
fisioldgicas, la proporcion de Hsp90a es menor en comparacion de Hsp90pB, ya que mientras la
primera constituye 40% de la proteina total citosdlica de Hsp90, la segunda conforma 60% (Gupta
RS, 1995). Dado que la separacidn bioquimica de las isoformas de Hsp90 es bastante dificil, en la
mayoria de los estudios se evalia a Hsp90 total. Sin embargo, una de las diferencias mas
importante entre los miembros mayoritarios de Hsp90 es que la isoforma Hsp90a dimeriza
facilmente, mientras que la isoforma Hsp90p lo hace con mucho menos eficiencia. La conformacién
de las Hsp90 en condiciones fisoldgicas dentro de la célula es en su mayoria monomérica, y en
menor proporcion dimérica, sin embargo, también existe una minima proporcion de heterodimeros y
oligbmeros de ambas isoformas (Csermely, 1998). Es importante mencionar que la conformacion
dimérica de Hsp90 es la forma funcional (Minami et al., 1991). A este respecto, se ha demostrado
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que el potencial de dimerizacion de Hsp90 reside principalmente en los 190 aminoacidos carboxi-
terminal de la proteina (Pearl y Prodromou, 2001). En la secuencia de amino&cidos entre Hsp90a y
Hsp90p existen secuencias de los mismos que difieren aumentando la posibilidad de mas funciones
especifica por isoforma, pudiendo explicar en gran medida la unién diferencial a sus proteinas
‘cliente”. Aunque los patrones diferenciales de expresion de Hsp90a y Hsp90B sugieren que estas
isoformas pueden no ser completamente equivalente en funcion, no hay hasta ahora ninguna
evidencia a nivel de genética y de protedmica que explique una diferencia funcional entre Hsp90a y
Hsp90p (Sreedhar, et al., 2004).

La estructura general de Hsp90a y Hsp90p es similar a la propia estructura de cada isoforma de la
familia Hsp90 (figura 6). El dominio C-terminal junto con el dominio medio son importantes para la
dimerizacion de Hsp90. En el dominio de carga abundan aminoacidos con carga negativa y hasta la
fecha no se conoce su funcién. El dominio medio es el responsable de la actividad chaperona de
Hsp90 debido a que esta implicado en la unidén de diversas proteinas. Finalmente, el dominio N-
terminal es el encargado de la unién e hidrolisis de ATP y es el sitio de unién a algunos farmacos

como geldanamicina que inhiben la actividad chaperona de Hsp90 (Prodromou, et al., 1997).

Figura 6. Comparacion de la conformacién entre Hp90« y Hsp904. (Tomada de Cortés-Gonzalez C, et al., 2008)
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3. Hsp90 e isoformas en la fisiologia

Dentro de sus funciones celulares de Hsp90 se encuentra: a) el favorecer la translocacién de sus
proteinas “cliente” a organelos o0 a la membrana celular o nuclear, b) facilita la activacion de sus
proteinas “cliente” a través de su fosforilacion y/o dimerizacion, ¢) mediar procesos anti-apoptéticos,
a través de la inhibicion de algunas vias que llevan a la muerte celular programada (como la
inhibicion de caspasa 3 y 9, SMAC/DIABLO, entre otras), d) y participa en el desarrollo y

diferenciacion celular, mediante la regulacion del ciclo celular (Soti, et al., 2005).

Hp90a y Hsp90P son reguladas por proteinas cinasas y/o fosfatasas (Richter K'y Buchner J, 2001),
donde Hsp90p contiene cinco sitios potenciales de fosforilacion por la familia de proteinas cinasas
PKA, mientras que Hp90oa solo contiene tres. Asi mismo, se ha reportado que Hsp90 es regulada
de forma positiva por la proteina fosfatasa PPI, la cual favorece la maduracion de sus proteinas

cliente, previniendo la hiper-fosforilacion de Hsp90 (Wandinger, et al., 2006).

4. Hsp90 e isoformas en la fisiopatologia.

Las actividades de un numero creciente de proteinas reguladoras de la expresion de genes,
incluyendo los receptores nucleares, varias cinasas y factores de transcripcidn, son moduladas por
Hsp90 (Felts, S. J.,et al., 2007). Por lo tanto, no es sorprendente que dicha proteina al participar en
la regulacion post-traduccional de las moléculas de sefializacidn, en el montaje/desmontaje de los
complejos transcripcionales, y en el procesamiento de péptidos inmunogénicos por el sistema
inmune, esté implicada en multiples procesos celulares, incluyendo la replicacion del ADN, la
transduccién de sefiales, regulacidon del ciclo celular, la diferenciacién celular, la metastasis, la

senescencia y apoptosis (Whitesell y Lindquist, 2005).

En afios recientes, se ha reportado que la funcién chaperona alterada se ha asociado con el
desarrollo de un amplio numero de patologias, incluyendo: cancer, trastornos neurodegenerativos,

isquemia, infeccion e inflamacion. HSP se han considerado clasicamente como moléculas
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intracelulares housekeeping y con funciones citoprotectores (Parmiani, et al., 2004). Sin embargo,
datos recientes indican que también pueden ser secretadas a partir de células en cultivo, expresadas
en la superficie celular ademéas de haberse encontrado en la circulacion periférica de individuos
normales (Schmitt et al., 2007). La activacién inapropiada de las vias de sefializacién puede ocurrir
durante el estrés agudo o crénico como resultado del mal plegamiento o agregacion de proteinas, tal
como sucede en la generacidn de tumores malignos y enfermedades infecciosas, donde Hsp90 tiene

funciones citoprotectoras e inmunorreguladoras (Schmitt et al. 2007; O'Neill et al., 2013).

5. Hsp90 en cancer

En cancer, las Hsp parecen tener actividades fundamentales como promotores de tumores, donde
los miembros de la familia Hsp90 protegen y mantienen conformaciones aberrantes de las proteinas
mutadas o gravemente alteradas con funciones oncogénicas. Por otra parte, por el mismo
mecanismo, las Hsp facilitan la variacién genética en el cancer y la seleccion de clonas neoplasicas

en respuesta a modificaciones del microambiente y/o efectos farmacoldgicos (Bottoni et al., 2009).

La familia de HSP90 interactua y estabiliza diversas cinasas, incluyendo varios miembros clave de la
transformacion maligna, como el ErbB2, Src, Abl o tirosina cinasas Met, Raf, Akt y cinasas de serina
dependientes de ciclina. El papel principal de la chaperona Hsp90 es promover la maduracion
conformacional de estos receptores y cinasas transductoras de sefial donde las proteinas “cliente”
de Hsp90 han demostrado ser importante para el desarrollo, la proliferacion y la supervivencia de
varios tipos de cancer (Dubey, 2015). Asi mismo, Hsp90 se ha encontrado sobre-regulada en
diversos tipos de cancer, incluyendo, mama, pulmén, leucemias, entre otros (Hsu y Hsu, 1998). En
cancer de mama, la sobre-expresion de Hsp90 y Hsp70, se relaciona con un mal pronéstico (Yano et
al., 1996). El proto-oncogen C-myc activa directamente la transcripcion de Hsp90 en diferentes
modelos de células tumorales (Teng et al., 2004). En los tumores, Hsp90 esta presente en su
totalidad en complejos multi-chaperona con alta actividad ATPasa, mientras que Hsp90 en tejidos

normales esta presente en un estado no complejado (Neckers y Lee, 2003).
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5.1. Hsp90 y los “hallmarks” del cancer

Los “hallmarks” del cancer comprenden 6 capacidades biologicas adquiridas durante el desarrollo de
multiples etapas de tumor. Como se observa en la figura 7, estas capacidades incluyen: a)
mantenimiento de la sefalizacion proliferativa, b) evasién de la supresion de crecimiento, c)
resistencia a la muerte celular, d) inmortalidad replicativa, e) inducciéon de angiogénesis, y f)
activacion de la invasion y metastasis. Sin embargo, a través del tiempo y la investigacion se han
sugerido nuevas caracteristicas que estan involucradas en la patogénesis de algunos tipos de
cancer: desregulacion celular energética, evasion del sistema inmune, inestabilidad genética y
promocion tumoral (Hanahan y Weinberg, 2011). En conjunto con las primeras seis caracteristicas
constituyen el principio de organizacion que proporciona un marco légico para la comprension de la

diversidad de enfermedades neoplasicas (Hanahan y Weinberg, 2000).

Figura 7. “Hallmarks” del cancer. Esta imagen abarca las seis caracteristicas distintivas del cancer, afiadiendo los
*hallmarks” emergentes y las caracteristicas adquiridas durante la patogénesis (Tomada y editada de Hanahan y
Weinberg, 2011)
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La contribuciéon de Hsp90 a la tumorigénesis puede atribuirse a sus actividades pleitropicas como
chaperona molecular que proporciona a la célula de cancer una oportunidad para alterar las
actividades de proteinas, en particular, componentes de la maquinaria del ciclo celular, cinasas, y
otras proteinas que influyen en el crecimiento de células tumorales (Schmitt et al., 2007). Una amplia
variedad de actividades fundamentales de Hsp90 sobre el tumor estan intimamente relacionadas
con las chaperonas Hsp70 y Hsp27, donde sus propiedades de chaperonas y sus efectos anti-
apoptoticos facilita la variacidén genética en cancer. Estos atributos y la misma asociaciéon con Hsp90
influyen favorablemente en la promocién de otras propiedades de cancer, incluyendo la tendencia a
la invasion local, resistencia a quimio y radioterapia, promocion de la angiogénesis y la induccion de

metastasis (Bottoni et al., 2009).

Las Hsp90 no solo esta relacionada con la regulacion de varias vias pro-apotéticas, sino también
mantiene y activa la via anti-apoptética. La resistencia a la muerte celular como ya se mencioné, es
una caracteristica de las células cancerosas al evadir la maquinaria apoptética y se atenua en
aquellos tumores que tienen éxito en progresar a estados de alto grado de malignidad y presentan
resistencia a terapias (Adams y Cory, 2007; Lowe et al., 2004). Se ha observado que Hsp90 inhibe
la apoptosis como resultado de un efecto negativo sobre la funcion de Apaf-1. Hsp90 se une
directamente con Apaf-1 e inhibe su oligomerizacidn y el reclutamiento de caspasa-9 (Pandey et al.,
200). La accién anti-apototica también se ha reflejado en su capacidad de interactuar con Akt
fosforilada, una proteina que genera una sefial de supervivencia en respuesta a la estimulacion del
factor de crecimiento. Akt fosforilado puede fosforilar a Bad una proteina de la familia Bcl-2, y
caspasa-9, permitiendo su inactivacion y permitiendo la supervivencia celular. Pero también Akt
puede fosforilar a IkB, lo que resulta en la promocion de la inhibicién de la apoptosis mediado por
NF-kB (Ozes et al., 1999).

En la figura 8 se aprecia un resumen sobre la red de interacciones de Hsp90 y Hsp70 con vias de
sefializacion relacionadas con la apoptosis tales como la activacion de la cinasa de estrés Akt, asi

como diversas interacciones que favorecen los “Hallmarks” del cancer.
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La inhibicion de Hsp90 en células tumorales da como resultado la activacion dimérica inducida por
receptores de muerte, lo que sugiere que Hsp90 mantiene ya sea de forma pasiva o activa a
diversas proteinas que intervienen en el proceso de apoptosis. El mecanismo de muerte celular por
apoptosis juega un papel muy importante en la patogénesis de enfermedades renales, entre ellas
incluye el cancer renal. La manipulacion de este proceso, y el entendimiento sobre la participacion

de Hsp90 en cancer renal y en sus tratamientos proporciona una ventana nueva de investigacion.

Imagen 8. Interaccion de Hsp90 y Hsp70 en la via de sefializacién que regula la supervivencia celular y apoptosis
Existen tres niveles de regulacién por las cuales Hsp puede bloquear la via intrinseca mitocondrial de la apoptosis
mediante la interaccion con proteinas clave: (i) rio arriba de la mitocondria, modulado por Hsp70, (i) a nivel mitocondrial,
controla la liberacién de citocromo C: Hsp70 con Bax y Hsp90 con Bcl-2, y (iii) rio abajo de la mitocondria mediante el

bloqueo de la apoptosis por su interaccion con Apaf-1 (Hsp90 o Hs70) (Modificada de Lanneau et al., 2008).
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6. Hsp90 en cancer renal

El cancer renal ocupa el lugar 14, con mas de 300,000 nuevos casos diagnosticados en 2012 (figura
9). El carcinoma de células renales (CCR) cuenta con aproximadamente 90% de todos los tipos de
cancer renal. En 2012, los diferentes tipos de cancer de rifién representaron 143,000 muertes con
una tasa del 2% sobre todas las muertes por cancer en general. De acuerdo al género alrededor de
200,000 nuevos casos fueron observados en hombres y 100,000en mujeres. La mortalidad en
hombres fueron 91,000 (2.6%) y 52,000 (1.5%) en mujeres (GLOBOCAN 2012). Por otra parte, los
nuevos casos fueron alrededor de 198,000 en las regiones méas desarrolladas y alrededor de

130,000 en las regiones menos desarrolladas (Crestani et al. 2016).

En 2016 se han estimado 62,700 nuevos casos de cancer renal con un aproximado de 14,000
muertes. El carcinoma renal de células claras (CCRcc) es uno de los principales tumores urologicos
y es la sexta causa de morbilidad asociada a cancer. Aunque la prevalencia de CCR varia entre las
poblaciones y las regiones geograficas, la incidencia de CCR ha aumentado de forma constante
(Ljungberg et al., 2011; Crestani et al., 2016).
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Figura 9. Estimacion de tasa de incidencia y mortalidad estandarizada por edad: ambos sexos. Obtenida de
GLOBOCAN 2012 (IARC) Seccién de Vigilancia del Céncer.

Hsp90 es esencial para el desarrollo renal normal y presenta una variedad de procesos
intracelulares que son cruciales para la diferenciacion normal de las células renales y desarrollo
normal del 6rgano (Sreedharan y Van, 2016). Dentro de las funciones de Hsp90 en la fisiologia
renal es su participacion en la estabilizacion, activacién y translocacion del receptor de
mineralocorticoide, a partir de la formacién de un heterocomplejo descrito previamente (capitulo
2.1). Una vez que la aldosterona se une al complejo receptormineralocorticoide/Hsp90/
chochaperonas, el complejo hormona/receptor es trasladado al nucleo donde se une a los elementos
de respuesta a aldosterona, lo que a su vez activa la transcripcion de diversos genes que responden
a esta hormona (Masilamani et al., 1999; Seok et al., 1999). Los estudios realizados hasta el

momento sobre el papel de Hsp90 en la fisiologia renal son muy escasos y no se tiene con certeza
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el papel de las isoformas Hsp90a y Hsp90p). Asi mismo, estudios recientes sugieren que Hsp90

esta implicada en el mantenimiento de la funcion renal (figura 10) (Cortes-Gonzélez C. et al., 2008)

Figura 10. Esquema de la participacion de Hsp90 en procesos que regula la fisiologia renal (Tomada de Cortés-G, et al., 2008).

6.1. Implicacion clinica de los genes VHL y PTEN en Cancer renal: posible papel
de Hsp90.

El cancer renal presenta vias de sefializacion alteradas que presentan relevancia clinica. Entre ellas
esta la via mediada por Akt, donde Hsp90 actua como chaperona para su activacion mediante su
unién por fosforilacién en sitios especificos. De este modo Akt puede activar su cascada de
sefializacion, inhibiendo la apoptosis y estimulando la supervivencia celular. El eje de sefalizacion
de Akt comienza con el acoplamiento de factores de crecimiento a los receptores tirosina-cinasa
(RTK). PIsK recluta a los receptores asociados a membrana activandose mediante fosforilacion de
PIP, para generar PIP3 (figura 11). Los mecanismos de retroalimentaciéon negativa operan en

multiples nodos dentro de los circuitos de sefializacion de proliferacion. Un ejemplo destacado
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implica la fosfatasa PTEN, que contrarresta la cinasa Pls mediante la degradacion de su producto,
PIP3. Las mutaciones de pérdida de funcién en PTEN amplifica la sefializacién de Pl3K'y promueve la

angiogénesis (Jiang y Liu, 2009; Yuan y Cantley, 2008).

El gen supresor de tumor PTEN esta mutado o se pierde, generalmente a causa de la metilacion del
promotor. A diferencia de cualquier otra via de sefializacién importante en la célula, cada miembro
de este eje de sefializacion es frecuentemente alterado en cancer renal (Cantley, 2008). Al final, la
via converge en la activacion de HIF, gen promotor de la transcripcion de genes implicados en

angiogenesis.

Es por esto que el desarrollo y la progresién del cancer también implican varias modificaciones
genéticas. Eventos de transformacion y progresién multiples tales como mutaciones puntuales,
deleciones/inserciones, anomalias cromosémicas, y la desregulacion epigenética contribuyen a la
oncogénesis renal. Cerca del 4% de los tumores renales son hereditarios que se asocian a menudo

con signos de sindromes especificos.

Los principales sindromes hereditarios que incluyen tumores renales son: la enfermedad de Von
Hippel-Lindau (VHL), carcinoma de células renales papilar hereditario, leiomiomatosis hereditaria de
carcinoma de células renales, y el sindrome de Birt-Hogg-Dube (Viel, 2010). Particularmente, la
enfermedad de VHL se ha presentado en 70% asociado a CCRcc. Dicha enfermedad se debe a la
inactivacion en linea germinal de uno de los alelos del gen VHL, el cual sale a la luz cuando se
produce la mutacion somatica del otro alelo. Las mutaciones del gen VHL son extraordinariamente
heterogéneas y estan distribuidas a lo largo de toda la secuencia del gen. Se han descrito hasta la
fecha unas 150 mutaciones diferentes (Zbar et al., 1996). La lista de las mismas se puede consultar

en http://www.umd.necker.fr:2005 y en http://web.ncifcrf.qov

El gen VHL es un gen supresor que codifica una proteina con dos isoformas, pVHL30 y pVHL19
responsables de la accion antitumoral del gen. En condiciones normales, la proteina sirve como

modulo de reconocimiento ante el sustrato de una ubiquitina ligasa E3 que se dirige al factor
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inducible por hipoxia (HIF) que produce su inactivacion por ubiquitinaciéon. Su ausencia, por el
contrario, hace que se estabilicen en la célula permitiendo una acumulacion de HIF que conlleva la
activacién transcripcional de una amplia serie de factores reguladores de la angiogénesis, del ciclo
celular y del crecimiento celular, por ejemplo, el VEFG, EGFR, PDGF, TGF-a, FGF, EPO y GLUT-1,
entre otros. En pacientes con enfermedad VHL-- y PTEN -/, las células activan de forma
inapropiada a HIF-1a, incluso bajo condiciones de normoxia, y ante la acumulaciéon de dicha

proteina los tumores se caracterizan por una alta vascularizacién (Sufan et al., 2004; Kaelin, 2004).

Figura 11.Via de serializacion de PI3K/Akt. PI3K fosforila PIP2 para generar PIP3, lo que conduce a la activacion de
AKT y la activacion de numerosos efectores que regulan las funciones celulares criticas en las células cancerosas. PTEN
regula negativamente este proceso a través de la defosforilacion PIP3. Finalmente la via converge con la activacion de
HIF1c.
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6.2. Terapia actual contra el cancer renal: inhibicion de Hsp90.

Con el aumento del uso de diversas técnicas de imagen, un mayor nimero de casos de CCR ha sido
diagnosticado en una etapa temprana de la enfermedad. Sin embargo, el 20-30% de los pacientes
con CCR demuestran evidencias de metastasis en el momento de la presentacion inicial. A pesar de
que la nefrectomia radical siendo un tratamiento efectivo para la fase inicial y CCR locales, el 30%
de los pacientes desarrollan enfermedad metastasica después de la cirugia. Los pacientes con CCR
metastasico tiene un mal prondstico, y las opciones terapéuticas son limitadas (Sobin y Fleming,
1987; Crestani et al. 2016).

El principal tratamiento por muchos afios fue una terapia con interferén alfa (IFN-a.) e interleucina-2
(IL-2). Antes del 2000, una dosis alta de IL-2 fue el Unico tratamiento aprobado para pacientes con
CCR metastasico (CCRm) en base a una tasa de respuesta (ORRs) del 10% y 15% reportado con
una respuesta completa y duradera. Sin embargo, la identificacion del gen supresor de tumor Von
Hippel-Lindau (VHL), y su inactivacién en CCRcc condujo a una mayor expresion del factor inducible
por hipoxia 1-alfa (HIF-1a) y las proteinas relacionadas con la angiogénesis tales como el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas-B
(PDGF-B), permiti6 el desarrollo de nuevas terapia que inhiben especificamente la sefializacién de
VEGF. Hoy en dia, la mayoria de los pacientes con cancer renal metastasico son tratados con
sunitinib, pazopanib, o bevacizumab como tratamiento de primera linea basado en estudios de fase
[Il, que han demostrado una mejoria significativa en la supervivencia libre de progresion (SLP) al
inhibir la via de sefializacién mediada por VEGF (Molina y Nanus, 2016). Hasta hace poco tiempo,
los pacientes que progresaron en la terapia de primera linea posteriormente recibieron el inhibidor de
mTOR (diana de rapamicina en mamiferos) everilimus en base a un estudio realizado en 2008 de
fase Il, que demostré una mediana de SLP (promedio de supervivencia libre) de 4.9 meses en los
pacientes que recibieron everolimus frente a 1.9 meses en los pacientes con placebo (Motzer et al.,
2010).

22



6.3. Terapia actual contra el cancer renal: inhibicion de Hsp90.

Los avances significativos en el entendimiento de la biologia de los tumores de CCR metastasicos
han conducido al desarrollo de terapias moleculares dirigidas al VEGF y mTOR, dando como
resultado una mejora significativa en la tasa de supervivencia global y la calidad de vida de los
pacientes (Crestani et al. 2016). Debido a que Hsp90 en numerosos estudios han demostrado su
sobre-expresion en tumores solidos incluyendo CCR por la mediacion de la maduracion y estabilidad
de proteinas como, VEGF y HIF1-a, se ha demostrado que la inhibicién de Hsp90 ejerce un efecto
terapéutico prometedor en ciertos tipos de cancer. Inhibidores de productos naturales de Hsp90 han
jugado un papel clave en el descubrimiento de la funcién biolégica de Hsp90 y en su identificacidn
como diana molecular para farmacos contra el cancer (Pearl et al., 2008). Antibidticos de
ansamicina, tales como la geldanamicina (GA), herbimicina-A y radicicol, han estado por varios afios
como agentes antitumorales, que permiten la disminucién significativa de la actividad de tirosinas
cinasas oncogénicas tales como v-Src y ErbB-2, entre otras. Se observo que este efecto es una
reaccion secundaria a la inhibicion directa de Hsp90 (objetivo real de los derivados de ansamicinas)
(Sharma et al., 1998). El sitio de unién en Hsp90 para geldanamicina se encuentra en el dominio N-
terminal y co-localizan con el sitio de unién a ATP de Hsp90 (Figura 10). Resulta ser un inhibidor
competitivo de la actividad ATPasa de Hsp90 (Pearl y Prodromou, 2000) y consigna a las proteinas
‘cliente” con destino a la ubiquitinacion y la degradacion proteosomal, lo que lleva al agotamiento de

las oncoproteinas y la detencidn del ciclo celular y la apoptosis consecuente (Hostein et al., 2001).

En este aspecto, Hsp90 ha adquirido gran interés como un agente contra el cancer debido a su
enlace funcional con multiples vias de sefializacién, sin embargo, debido a la alta toxicidad de GA,
se busco la caracterizacion de nuevas sustancias mas adecuadas para el desarrollo clinico. Asi se
desarrollaron sus analogos: 17-AAA y 17-DMAG que estan estructuralmente relacionados con GA
(figura 12).
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Figura 12. Estructura quimica del inhibidor Hsp90 (geldanamicina) y de sus andlogos quimicos: 17-AAG y 17-
DMAG (Tomada de Hostein et al., 2001)

Inhibidores de Hsp90 han mostrado resultados muy alentadores en varios tipos de cancer, y en la
actualidad aproximadamente 17 farmacos candidatos, que se sabe que apuntan a la inhibicion de
Hsp90, estan bajo ensayos clinicos, ya sea como agentes individuales o en terapia combinada
(Haque et al, 2016). Particularmente, 17-DMAG  (17-dimetilaminoetilamino-17-
demetoxigeldanamicina) muestra baja unién a proteinas plasmaticas, mayor solubilidad en agua,
mayor biodisponibilidad oral, y la actividad antitumoral es superior en comparacion con 17-AAG (17-
alilamino-17-desmetoxi- geldanamicina), el primer inhibidor de Hsp90 en ensayos clinicos (Trepel et
al., 2010). La estructura cristalina revela que 17-DMAG se une al sitio de union de ATP de Hsp90 en
el dominio N-terminal y actualmente esta en fase | de ensayos clinicos (Pacey et a., 2011). De
manera relevante para el proyecto, se ha demostrado que la selectividad de los inhibidores de
Hsp90 ante un tumor sobre el tejido normal y como 17-AAG, 17-DMAG se retiene mas tiempo en el

tumor que en el tejido normal (Kamal et al., 2003; Workman et al., 2007).
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7. Justificacion

Las isoformas Hsp90a y Hsp90 pueden desempefiar diferentes funciones celulares dependiendo el
tipo de estrés que indujo su sobre-regulacion, asi como del tipo de origen celular. Mientras que
Hsp90a es inducida por estimulos letales, Hsp90p puede ser inducida por factores de crecimiento

que conllevan sefiales de proliferacion (Solary E, et al., 2000).

Recientemente se ha demostrado en el mieloma multiple que una sobreexpresion de Hsp90 es
necesaria para la supervivencia celular y que el silenciamiento de HSP90B por siRNA es suficiente
para inducir apoptosis. Este efecto se incrementa fuertemente cuando también se silencia la
isoforma Hsp90a (Chatterjee M,et al., 2007). De igual manera, en otro estudio empleando
mastocitos, Hsp90B se asocia con la proteina anti-apoptética de Bcl-2; donde, el silenciamiento de
Hsp90B o la inhibicién de Hsp90 con geldanamicina inhibe la interaccidn entre Hsp90B y Bcl-2. Lo
anterior conlleva a la liberacién de citocromo ¢, activacion de caspasas y apoptosis (Cohen-Saidon,
et al., 2006). Lo anterior sugiere diferencias y a la vez una cooperacién entre Hsp90a y Hsp90p

sobre las propiedades anti-apoptéticas

La inhibicién de Hsp90 con productos naturales o sintéticos de la geldanamicina han mostrado tener
distinta afinidad sobre las isoformas Hsp90a y Hsp90b. A la fecha, se desconoce si el inhibidor 17-

DMAG tiene este mismo efecto.

Es por esto que este trabajo se enfoca a determinar el papel que juegan las isoformas Hsp90a y
Hsp90p durante la inhibicién aguda y crénica de Hsp90 con 17-DMAG en células de cancer renal,
genotipo VHL-/-, PTEN-/-.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipétesis
La sobre-regulacion de Hsp90a en células de cancer renal VHL-/-, PTEN-/- brindara resistencia al

efecto pro-apotoptico del 17-DMAG, mientras que Hsp90p favorecera dicho efecto.

2. Objetivo general:
Estudiar la participacion de las proteinas Hsp90a y Hsp90B durante el efecto pro-apoptético del
inhibidor 17-DMAG empleando un modelo de inhibicidn de Hsp90 aguda y cronica en lineas

celulares de carcinoma renal humano.

2.1 Objetivos particulares:

a) Establecer un modelo de inhibicién de Hsp90 aguda y cronica con 17-DMAG en la linea celular de
carcinoma renal humano 786-0 y linea normal HEK-293.

b) Estudiar la muerte celular en células de cancer renal VHL-/-, PTEN-/-, tratadas con el inhibidor 17-
DMAG de manera aguda y crénica.

c) Obtener el perfil de expresion de las isoformas Hsp90a y Hsp90B durante el proceso de muerte
celular inducido por el tratamiento del inhibidor 17-DMAG en células de cancer renal VHL-/-, PTEN-/-
d) Estudiar la expresion de las proteinas “cliente” de Hsp90 involucradas en los procesos de

inhibicion aguda y cronica del 17-DMAG en células de cancer renal VHL-/-, PTEN-/-.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivo de lineas celulares de rifidon normal y de cancer:

Las células HEK-293T fueron adquiridas por la American Type Culture Collection (Manassas, VA,
EE.UU.). Las lineas celulares de CCR 786-O y ACHN de humano fueron proporcionados por la Dra.
Vima Maldonado Lagunas, a partir del banco de lineas celulares adquiridas del ATCC bajo
resguardo del Instituto de Medicina Gendmica de la SSA, México. Las células HEK-293 se cultivaron
en medio DMEM-F12 (GibcoLife Technologies, Carlabad, CA, EE. UU.), 786-0O se cultivd en medio
RPMI-1640 (GibcoLife Technologies, Carlabad, CA, EE. UU.), y ACHN se cultivd en medio DMEM
(1X) (GibcoLife Technologies, Carlabad, CA, EE. UU.), suplementados con 10% de suero fetal
bovino (GibcoLife Technologies, Carlabad, CA, EE. UU) y 1X de antibiético A/A. Cada linea celular
posee genotipos especificos que se indican en la tabla 1. Todas las células se cultivaron en una

incubadora estéril que se mantuvo a 37°C con una atmésfera de 5% de COa.

Tabla 2. Caracteristicas genotipicas y fenotipicas de las lineas celulares renales empleadas para los

experimentos in vitro.

Linea | Genotipo |Genotipo Fenotipo Caracteristicas
celular VHL PTEN metastasico
HEK-293T +/+ +/+ No metastasica Epitelio renal normal

Adenocarcinoma de células
786-0 -I- -/ +/- Migracién y Metastasis renales, transfectable y
tumorigénica.

Adenocarcinoma de células
renales, transfectable y
tumorigénica

+++ Migracion y

ACHN i i Metastasis
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Western-Blot:

Las células se lisaron en PBS 1X acondicionado con inhibidores de proteasa (2X) y un cocktel
inhibidor de fosfatasa (4X). La concentracion de proteinas se determiné utilizando un kit de “Lowry”
modifica (Bio-Rad DC™, EE.UU.). En total, 30 g de las respectivas proteinas de tejido fueron
separadas por SDS-PAGE realizado en gel de 10% y 18% y después se transfiri6 a membranas de
PVDF (Millipore, Inmobilon-P, MA, EE.UU.). Las membranas se bloguearon con leche de bloqueo al
5% (CALBIOCHEM, EE. UU) y después se incubaron con anticuerpo anti-Hsp90p (1: 250; Santa
Cruz, Biothecnology), anti-Hsp90a (1:2000, Millipore EE. UU), anticuerpo anti-Hsp70 (1:2,500,
Millipore, EE. UU.) y el anticuerpo acoplado a HRP anti-actina (1: 1000; Santa cruz, technology, CA,
EE.UU.), Anti-Human/Mouse Caspasa 3 (1:250, affymetrix e Bioscience, EE. UU), anticuerpo
policlonal anti-PARP (1:500, Millipore, EE. UU.). Las membranas se lavaron cinco veces durante 10
minutos cada uno utilizando TBS-T 1X (TBS-T), y luego se incubaron con anticuerpos secundarios
(revisar anticuerpos en Anexo). Las membranas se lavaron posteriormente de nuevo con TBS-T seis
veces, cada lavado una duracion de 10 min. Las bandas de proteina se visualizaron utilizando el

método de quimioluminiscencia. Todos los analisis de inmunotransferencia se realizaron tres veces.

Ensayo de viabilidad celular (método de exclusion de azul de tripano):

La viabilidad celular se analizé usando un ensayo de Azul de tripano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU.). Las células se dividieron en dos grupos: el grupo de control negativo, que comprendia las
células sbélo con medio; y el grupo experimental. Las células del grupo experimental fueron
cultivadas a 70-80% de confluencia en placas de 96 pocillos. 17-DMAG se administrd a
continuacion, a una concentracion final de 250 y 500 nM para los tiempos de tratamiento de 2, 4, 8,
12, 24,48 y 72 h después de la incubacion con el farmaco se continud con la lectura de células

tefiidas con azul tripano.

. Numero de células viables
% Viabilidad celular = Total de células X 100
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Ensayo de proliferacion celular (método colorimétrico MTT):

La proliferaciéon celular se analizd usando un ensayo de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU.). Las células se dividieron en tres grupos: el grupo de control negativo, que comprendia las
células so6lo con medio, control blanco que comprendia las células sin tratamiento y con MTT; y el
grupo experimental. Las células del grupo experimental fueron cultivadas a 70-80% de confluencia
en placas de 48 pocillos. 17-DMAG se administrd a continuacion, a una concentracion final de 250 y
500 nM para los tiempos de tratamiento de 4, 8, 12, 24, 48, 72 y 96 h Después de la reaccion con el
farmaco a los diferentes tiempos las células se trataron a continuacién con 20pl / pocillo de MTT
durante 3:30 horas a 37° C, transcurrido el tiempo se disolvio los cristales formados de MTT con
150uL de DMSO al 10% y se mantuvo en agitacién por 15 minutos. Las células se sometieron a
lecturas de absorbancia a 590 nm (ensayo: 570 nm; referencia: 630 nm usando un lector de
microplaca de 48 pocillos para obtener los valores de DO (absorbancia) para el experimental (OD
experimental), control blanco (OD en blanco) y control negativo (OD negativos grupos). Los valores
de DO se normalizaron a las células sin tratamiento con 17-DMAG. El aumento de densidad dptica

refleja el nimero de células viables.

) » DO experimetal
% Proliferacion celular = DO negativo — DO blanco X 100

Determinacion de la muerte celular por apoptosis (Tincion con DAPI):

Se sembraron 3x104 células en cubreobjetos de 22mm sobre pozo, empleando placas de 24 pozos,
después de 24 horas de sembrado se administré el farmaco a una concentracién de 500nM. Se
lavaron con PBS 1X y se continué con su fijacion (4% paraformaldehido) por 15 minutos,
nuevamente se lavo con PBS/Triton-100X 0.1% por 30 minutos. Finalmente se tifieron con DAPI
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.)0.5 pg/mL por 30 minutos y se lavé con PBS. El cubre objeto
se colocd sobre un portaobjeto empleando medio de montaje y continué con su lectura en el

microscopio de luminiscencia AxioVert de Carl Zeiss (ZEN 2012).
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Inhibidores de Hsp90: El inhibidor de Hsp90 17-DMAG fue adquirido por Selleck Quimicos
(Houston, TX. EE: UU.). Se disolvié en PBS estéril y se almaceno a -20°C en oscuridad. (Siempre se

manejo cuidando de exposicion de luz)

Andlisis densitométrico de los Western blot: Las imagenes resultantes se digitalizaron en

escaner, y analizaron los resultados mediante densitometria con el programa “ImageJ’.

Analisis estadistico:

Los datos fueron analizados utilizando el software Minitab, version 17 (Minitab, Inc., Chicago, IL,
EE.UU.) y se corrobord con el software SigmaPlot, version 10.0 (SigmaPlot for windows, EE. UU).
Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar. Las diferencias en la viabilidad
celular entre los grupos se evalué mediante el t -test o analisis de varianza de dos vias. P <0.05 se

considero para indicar una diferencia estadisticamente significativa.
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RESULTADOS

1. Establecimiento de un modelo de inhibicién aguda y crénica de Hsp90 con 17-DMAG en

células de rifién humano normal y de cancer.

Se establecié un modelo de inhibicion aguda y crénica para determinar el efecto sobre la inhibicion
de Hsp90 en lineas celulares de cancer: 786-O y ACHN, y la linea de células de riion humano
normal: HEK-293. Se empled ensayos de viabilidad celular por exclusién de azul de tripano a dosis
de 1uM, 500nM y 250nM, evaluando los tiempos de 4, 24 y 72 h. Posteriormente se prosiguié con
ensayos de Proliferacion celular con MTT empleando mismos tiempos pero sélo concentracién de
500nMy 250 nM.

Empleando el modelo de inhibicion en la linea 786-O se observo que a partir de las 4 h con 250 nM
de 17-DMAG existe una diferencia significativa con respecto al control; sin embargo, sélo a las 72 h
la viabilidad celular disminuye hasta un 60%. Del mismo modo, empleando una concentracion de
500nM del 17-DMAG se observa una diferencia significativa en todos los tiempos con respecto al
control y la disminucidn de viabilidad celular va disminuyendo paulatinamente hasta llegar a un 70%
(figura 2). La viabilidad celular a una dosis de 1uM no tuvo diferencias sobre las demés
concentraciones, llegando a un 55% de viabilidad celular (Figura suplementaria 1). Empleando la
linea celular ACHN no se observé lo mismo, pues no hubo una disminucion significativa comparada

con la linea celular 786-0O, siendo esta la linea mas sensible al tratamiento (Figura suplementaria 2).
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Grafica 1. Viabilidad celular en
células de carcinoma renal
humano 786-O normalizada con
linea normal de rifidn HEK-293,
con tratamiento de 250 nM de
inhibidor de Hsp90 17-DMAG.

* p < 0.007 con respecto a
células HEK-293T.

Grafica 1. Ensayo de viabilidad en la linea celular 786-0 tratadas con una concentracion de 250nM del inhibidor de

Hsp90, 17-DMAG en linea a diferentes tiempos.

Grafica 2. Viabilidad celular en
células de carcinoma renal
humano 786-O normalizada con
linea normal de rifén HEK-293T,
con tratamiento de 500 nM de
inhibidor de Hsp90 17-DMAG.

** p < 0.001 con respecto a
células control.

Gréfica 2. Ensayo de viabilidad en la linea celular786-O tratadas con una concentracion de 500nM del inhibidor de

Hsp90, 17-DMAG en linea a diferentes tiempos.

32



Para corroborar la viabilidad celular obtenida por la técnica de exclusion azul tripano se empled un
ensayo de proliferacién celular con el reactivo MTT. A partir de aqui se descarto la linea ACHN al no
observar cambios significativos sobre la linea celular 786-O obtenido por la exclusiéon de azul de
tripano. La inhibicion de Hsp90 por 17-DMAG a concentraciones de 250 y 500nM disminuye la
proliferacion celular hasta un 70 y 60% respectivamente (gréfica 3a y 3b). Asi mismo se observa que

en la linea normal HEK-293T no se afecta la proliferacion celular.

a) 250nM (17-DMAG) b) 500nM (17-DMAG)
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*p <0.0001 con respecto a la linea celular normal (HEK-293) ** P < 0.018 con respecto a linea celular normal (HEK-293)

Grafica 3. Ensayo de proliferacion celular por inhibicion de Hsp90 en linea celular de carcinoma renal humano 786-0 a
tiempos largos. a) Ensayo de proliferacion celular a concentracion de 250nM con 17-DMAG, y b) Ensayo de proliferacion

celular a concentracion de 500nM con 17-DMAG
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2. Perfil de expresion de las isoformas Hsp90c y Hsp90p en inhibicion aguda y crénica.

2.1 Perfil de expresion de las isoformas Hsp90c y Hsp90p en inhibicion aguda y

cronica en linea celular renal normal HEK-293T.

Empleando células HEK-293T tratadas con una concentracion de 250nM y 500nM del 17-DMAG se
extrajeron proteinas totales de cada grupo celular y se evalu6 el perfil de expresion de las isoformas

Hsp90a y Hsp90P empleando anticuerpos anti-Hsp90a. y anti-Hsp90p3.

En la gréfica 4 se puede observar que la isoforma Hsp90o mostré un aumento significativo con
respecto al control (p < 0.025). Con respecto a la isoforma Hsp90p, se observa que el tratamiento
con 250nM de 17-DMAG mostr6 un ligero aumento de expresion con respecto al control y después
se mantuvo (p=0.019). Por el contrario, a una concentraciéon de 500nM con 17-DMAG, la isoforma
Hsp90a mostré un aumento entre los tiempos de 24 y 72h con una p < 0.0075. Por el contrario, la
isoforma Hsp903 mostré una disminuciéon de hasta un 65% a partir de las 24 h con respecto al

control (p=0.01).
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Hsp90¢.: * p < 0.025 con respecto al control Hsp90q.: *p < 0.0075 con respecto al control

Hsp90p: ** p < 0.031 con respecto al control Hsp90pB: == p < 0.01 con respecto al control

Graéfica 4. Perfil de expresion de las proteinas Hsp90« y Hsp90p durante la inhibicion aguda y crénica de

Hsp90 con 17-DMAG en la linea celular de rifion normal HEK-293T

2.2 Perfil de expresion de las isoformas Hsp90a y Hsp90p en inhibicién aguda y crénica en

linea celular de carcinoma renal humano 786-0, PTEN -/- y VHL -/-.

Empleando células 786-O tratadas con una concentraciéon de 250nM y 500nM del 17-DMAG se
extrajeron proteinas totales de cada grupo celular y se evalu el perfil de expresidn de las isoformas

Hsp90a y Hsp90p por ensayo de western blot.
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En la grafica 5 se observa que a una concentracion de 250nM la isoforma Hsp90a. mostrd un
aumento significativo a las 4 h con una p= 0.006 con respecto al control, pero después la expresion
se mantuvo en tiempos largos. Para la isoforma Hsp90p a partir del tiempo de 4 h y hasta 72 h se
observo una disminucion de expresién con una p= 0.01 con respecto al control. Por el contrario, a
una concentracién de 500nM la isoforma Hsp90o se mantiene y hasta las 72h baja drasticamente
sin ser casi apreciable con una p= 0.00009. Para la isoforma Hsp90p mostré una disminucion solo a
las 4 h'y a partir de las 24 h hubo un aumento de la expresién de la isoforma con una p < 0.004 con
respecto al control y a las 72 h se mantuvo el nivel de expresion. Tomando en cuenta los datos
obtenidos se observa que la linea carcinoma renal 786-O presenta una expresion basal de ambas
isoformas Hsp90a. y Hsp90P, y el cambio diferencial de expresion de dichas isoformas depende de

la concentracién de 17-DMAG.
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Hsp90a.: * p=0.006 con respecto al control Hsp90a.: * p= 0.0009 con respecto al control

Hsp90p: +* p=0.008 con respecto al control Hsp90p: ** p < 0.004 con respecto al control

Grafica 5. Perfil de expresion de proteinas Hsp90« y Hsp90 durante la inhibicién aguda y crénica de Hsp90 en la linea

celular de carcinoma renal humano 786-0O

3. Perfil de expresion de proteinas “cliente” de Hsp90 asociadas a muerte celular

Con el fin de determinar si las isoformas Hsp90a y Hsp90P pueden trabajar de manera diferencial
ante proceso de muerte celular inducido por 17-DMAG, a la linea de carcinoma renal 786-O y linea
normal HEK-293t

T se les administrd 17-DMAG a una concentracion de 500nM para evaluar a los tiempos de 4, 24 y
72 h por medio de western blot, y de la misma evaluar a proteinas asociadas a dicho proceso donde

Hsp90 presenta relacion con ellas, ya sea para su activacion o estabilizacion.
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Como se observa en la figura 13. las células HEK-293T muestran activacion de PARP independiente
de Caspasa 3, y una sobre expresion de Hsp70 conforme transcurre el tiempo. Para la linea 786-O
se muestra activacién de PARP desde las 4 h, independiente de Caspasa 3 y una ausencia de
Hsp70 incluso en el control. Para corroborar la expresion de dichas proteinas se empled un control
positivo empleando la linea de cancer de prostata donde ante un tratamiento con staurosporina

1.5uM se activan PARP y Caspasa 3 (figura 13).

Figura 13. Western blot de las proteinas “cliente” de Hsp90 asociadas a muerte celular por tratamiento con 17-DMAG

4. Cambios nucleares asociados a muerte celular por apoptosis por la inhibicion de Hsp90

con 17-DMAG en células de cancer renal 786-0.

Las células se trataron con 250 y 500 nM, y se visualizaron a partir de las 24 h y hasta las 72 h, y se
tuvo un grupo control sin tratamiento. En la figura 14 se observan células integras, con presencia de

nucleolos y sin dafio en membrana plasmatica alin a 72 h, y se observa una célula en division celular
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lo que indica que las células sin tratamiento incluso a 72 h mantiene su ciclo de divisién celular

normal.

Campo claro DAPI

Figura 14. Linea celular de céncer renal 786-O sin tratamiento: morfologia nuclear mediante tincion de DAPI

A diferencia de las células sin tratamiento, bajo una concentracién de 250nM y 500nM se observo
condensacion de la cromatina y un ligero dafio en la membrana plasmatica a partir de las 24 h
(figura 15 y 16), sin embargo, especificamente en concentracion de 500 nM es predominante la
fragmentacion del DNA que aumenta con el tiempo (figura 16). Esto indica que el dafio sobre el DNA

es sefial de apoptosis tardia.
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Campo claro DAPI

Figura 15. Linea celular 786-O tratadas con 17-DMAG a una concentraciéon 250nM: morfologia nuclear mediante
tincién de DAPI

Campo claro DAPI

Figura 16. Linea celular 786-O tratadas con 17-DMAG a una concentracion 500nM: morfologia nuclear mediante

tincion de DAPI.
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DISCUSION

En el presente trabajo, se establecié un modelo de inhibiciéon aguda y cronica de Hsp90 con 17-
DMAG en la linea de carcinoma renal 786-O y en la linea normal HEK-293T, evaluandose la
expresion de las proteinas Hsp90a y Hsp90pB, donde finalmente se estudiaron las proteinas que

intervienen en el proceso de muerte celular.

Diversos estudios sobre los inhibidores de Hsp90 han mostrado selectividad para las células
cancerosas en comparacion con muchas células normales. Nosotros corroboramos que la inhibicion
de Hsp90 presento mayor sensibilidad en las lineas celulares de carcinoma renal humano en
comparacion con la linea normal HEK-293T, la cual mantuvo su viabilidad y proliferacion celular por
encima del 90%, mientras que en la linea de carcinoma renal disminuyo de un 30-40% la cual fue
dependiente del tiempo de tratamiento. Esto se puede atribuir al hecho de que, en primer lugar,
Hsp90 se encuentra principalmente en heterocomplejo de chaperona el cual tiene mayor afinidad 17-
DMAG, en comparacién con la forma no complejada, que predomina en células normales. La
selectividad también puede producirse debido a la mayor dependencia de las células cancerosas en
las vias oncogénicas afectadas por la inhibicién de Hsp90 y debido al estado de estrés al que estan

sometidas muchas de las células cancerosas (Kamal et al., 2003).

El inhibidor 17-DMAG presenta una potente actividad antitumoral ya que inhibe la actividad de
ATPasa de Hsp90 y que actualmente se encuentra en fase clinica Il y muestra evidencia de
actividad bioldgica e implicacion clinica favorable. Sin embargo aln se cuestiona si la inhibicién es
especifica para alguna de las isoformas citosdlicas de Hsp90: Hsp90o y Hsp90B. Para poder
identificar que isoforma de Hsp90 pudiera conferir dicha sensibilidad en la linea de carcinoma renal
humano 786-0, se analiz su expresién por western blot. Para la linea celular de riidon normal la
expresion de Hsp90o aumento de manera dependiente del tiempo, y solo la isoforma Hsp90[3

mostré una expresién dependiente de la concentracidn. Esto corrobora los datos ya reportados
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sobre Hsp90a, donde en células normales Hsp90 es la isoforma constitutiva mientras que Hps90a.
es la isoforma inducible por estrés (Sreedhar et al., 2004).

En la linea de carcinoma renal humano 786-O presentdé una mayor expresion de Hsp90p en
condiciones normales, y durante la inhibicion con 17-DMAG hubo una disminucidn de su expresion;
mientras que Hsp90a ante una inhibicién crénica disminuyo drasticamente a las 72 h. Esto puede
explicarse debido a que Hsp90p es la isoforma constitutiva, y es probable que esté involucrada en la
adaptacion celular a largo plazo. Hsp90a es inducible y una alta expresion de ésta se demostrd que
se asocia con la progresion del tumor, la regulacion del ciclo celular y evasion de la apoptosis. En
contraste, la expresion de Hsp90pB se ha asociado con el desarrollo a resistencia a farmacos
(Bertram et al., 1996), y se ha observado que Hsp90p participa en funciones celulares normales
como el mantenimiento de la arquitectura celular, la diferenciacion y la citoproteccion (Sreedhar et
al., 2004). Dicho lo anterior, nuestras células ante una disminucion de Hsp90a inducida por el
inhibidor 17-DMAG y una expresion considerablemente baja de Hsp90p en comparacion con la

célula normal, se puede atribuir la disminucion de la viabilidad celular y proliferacion celular.

Tomando en cuenta que la linea celular 786-O mantiene un genotipo VHL-/- y PTEN -/-, la inhibicién
de Hsp90 fue mas sensible, pudiéndose explicar esta sensibilidad a una sobre expresion de las
proteinas Akt y HIF-1a., proteinas “cliente” de Hsp90. Lo anterior se asocia a la perdida de funcién
de PTEN y con ello permitir que la via de sefializacién de Akt continde hasta llegar a la induccion de
HIF-1o. A su vez HIF-1a. no puede ser degradado por la proteina VHL y la célula puede ser
dependiente de Hsp90 para la estabilizacion de dichas proteinas. Se sabe que 17-DMAG induce la
degradacion de la proteina HIF-1a. acompafiado por la inhibicién de la actividad transcripcional de
HIF-1a inducida (Isaacs et al., 2002). Lo anterior es debido a que Hsp90 desempefia su funcion
como chaperona mediante la regulacién de la actividad de HIF-1a incluso en normoxia (Minet et al.,
1999). También se ha reportado que la inhibicion de Hsp90 desregula a la baja la regulacién de la
via dependiente de PI3K/Akt causando una disminucion de la expresion de la proteina Akt (Hostein I.
et al., 2001). Dicha disminucion de Akt sugiere que requiere la asociacion con Hsp90 funcional, y

ante una disminucion de la misma, la estabilidad de Akt se pierde. Considerando que en nuestros
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estudios de expresion, la abundancia entre Hsp90a y Hsp90p fue diferencial y dependiente de la
concentracion del inhibidor 17-DMAG, nuestro modelo de inhibicion presenta cierta asociacion con lo
ya reportado por Cortés-Gonzélez y colaboradores, donde exponen que Hsp90B previene la
fosforilacion de Akt en la serina 473, y Hsp90a permite su activacién por el mismo residuo. Por lo
tanto una disminucién de Hsp90a podria favorecer la sensibilidad de la célula ante el tratamiento

con 17-DMAG potenciando un efecto por-apoptotico.

Como ya se menciond, 17-DMAG es un inhibidor competitivo de la actividad ATPasa dirigiendo a
degradacion proteinas “cliente” de Hsp90 agotando las oncoproteinas y la detencion del ciclo celular
y la apoptosis consecuente (Pearl y Prodromou, 2000). También se sabe que la inhibicién de Hsp90
por 17-DMAG promueve un incremento de Hsp (ej. Hsp27 y Hsp70) y su activacion se da como
respuesta al estrés, la cual podria ser responsable de la proteccion de las células contra la induccién

de apoptosis (Georgakis et al., 2006).

Durante la inhibicién de Hsp90 con 17-DMAG, la linea celular renal normal HEK-293T present6 una
sobre-expresion de Hsp70, una activacién de la Caspasa 3 y activacion de PARP, encargada de la
reparacion del DNA. Se ha reportado que la expresién de Hsp70 también puede rescatar a las
células de la apoptosis, rio abajo de la activacion de Caspasa 3 (Jaattela et al., 1998). Durante las
fases finales de la apoptosis, el DNA es digerido por la DNAasa CAD (DNAasa activada por
Caspasa), después de la activacién por Caspasa 3. La actividad enzimatica y el replegamiento
correcto de CAD se ha informado que se regula por Hsp70 (Sakahira y Nagata, 2002), por lo tanto,
los altos niveles de Hsp70 puede rescatar a la célula de la apoptosis aln después de una activacion
de Caspasa 3. Esto explicaria el por qué las células de tejido normal se mantuvieron viables a pesar

del tratamiento.

En el caso de la linea 786-O, hubo ausencia de Hsp70, activacion de PARP independiente de
Caspasa 3. Estos datos correlacionan con la ausencia de Hsp70, el cual conduce a la inhibicion de
la proliferacién celular y apoptosis. Podria deberse a que existe un posible mecanismo de accion a

través de la unién de Hsp70 con proteinas pro-apoptoticas, ante la ausencia de esta chaperona y la
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inhibicion de Hsp90, las proteinas que intervienen en la muerte celular podrian degradarse
perdiendo la proteccion contra la muerte celular inducida por 17-DMAG. Afadiendo que existe

activacion de PARP, la cual es crucial para dictaminar la célula a apoptosis.

Finalmente se evalu6 la muerte celular por apoptosis a través de la tincion con DAPI solo en la linea
celular 768-O. Los datos demuestran que a una concentracion de 250nM se promueve la
condensacion de la cromatina, y a una concentraciéon de 500nM se favorece la fragmentacion del
DNA vy por lo tanto la pérdida de la estructura nuclear. Tomando en cuenta que Hsp90p esta
relacionada con el mantenimiento celular y la citoproteccion, una disminucion de esta proteina por el
tratamiento con 17-DMAG permite a la célula entrar en apoptosis y observar cambios en la

morfologia nuclear.
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CONCLUSION

En conclusion, 17-DMAG ejerce una actividad pro-apoptética y esto parece estar relacionado con la
degradacion de proteinas cliente de Hsp90 en células cancerosas VHL-/- y PTEN -/-, debido a que
existe una sobre-expresion de proteinas que intervienen en la angiogénesis, tales como, Akt y HIF-
1a, la cuales son proteinas “cliente” de Hsp90. Tomando en cuenta los datos obtenidos se observa
que la linea carcinoma renal 786-O presenta una expresion basal de ambas isoformas Hsp90a y
Hsp90p, y el cambio diferencial de expresion de dichas isoformas depende de la concentracion de
17-DMAG.

Una disminucién de Hsp90a podria dictaminar la sensibilidad de la célula, favoreciendo el efecto
pro-apoptético de 17-DMAG. La ausencia de PTEN en el desarrollo de CCR podria sugerirse como
un marcador prondstico como agente terapéutico en combinacion con un inhibidor de Hsp90
especifico de isoforma. Por otro lado, la biodisponibilidad oral y la solubilidad de 17-DMAG podrian
ser ventajoso para un programa de administracién de forma crénica para mantener la inhibicion de
Hsp90 por periodos prolongados, asegurando por lo tanto el agotamiento sostenido de proteinas

“cliente”.
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ANEXOS

1. Figuras suplementarias

Figura S1. Ensayos de viabilidad celular con 1 uM de 17-DMAG en lineas de carcinoma renal
humano (786-O y ACHN) y linea normal (HEK-293). Grafica de concentracion 1uM, se observa un
comportamiento similar de las lineas de carcinoma renal humano: 786-O (azul) y ACHN (rojo) ante la
inhibicion de Hsp90 con 17-DMAG.
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Figura S2. Ensayos de viabilidad celular con 500nM de 17-DMAG en lineas de carcinoma renal
humano (786-O y ACHN) y linea normal (HEK-293T). Gréfica de inhibicién de Hsp90 con 17-
DMAG con una concentracion de 500nM. Se observa un comportamiento similar de las lineas de

carcinoma renal humano: 786-O (azul) y ACHN (rojo) ante la inhibicién de Hsp90 con 17-DMAG.
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2. Lineas celulares

a) morfologia de células HEK-293T: obtenidas del catalogo de la ATCC

Organismo:  |Homo sapiens, humano

Tejido:

Rifion, embrionario.

Morfologia: |Epitelial

cultivo:

Propiedades de|Adherentes

Nivel de

bioseguridad: [adenovirus)

2 (Células que contienen

b) morfologia de células 786-0: Fotografia a 10X en microscopio 6ptico compuesto.

Organismo: Homo sapiens, humano
Tejido: Rifion.

Morfologia : Epitelial

Propiedades de Adherentes

cultivo:

Nivel de 1

bioseguridad:

( Adenocarcinoma de células

renales)

c¢) morfologia de células ACHN: Fotografia a 10X en microscopio dptico compuesto.

Organismo: Homo sapiens, humano

Tejido: Rifién, derivado de sitio
metastasico.

Morfologia : Epitelial

Propiedades de Adherentes

cultivo:

Nivel de 1

bioseguridad: (Adenocarcinoma)
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Tabla 3. Anticuerpos empleados en western blot

Anticuerpo  Diluciéon  Anticuerpo Tipo de Ab Incubacion  Compaiiia N°
(Ab) secundario (tiempo) catalogo
Anti-Hsp90o EBZA0] Anti-Rb Monoclonal ~ “Over-night” Merck 05-594
(Conejo) Millipore
Anti-Hsp90pB 1:250  Goat (Cabra) Policlonal ~ “Over-night”  SantaCruz ~ Sc-1057
Biothecnology
Anti-actina 1:1000  Acoplado a 1h SantaCruz 0869100
HRP Biothecnology
Anti- Anti-Ms Affymetrix
human/mouse WA (Ratdn) Monoclonal  “Over-night”  eBioscience  60-6663
Caspasa 3
Anti-PARP 1:500 Anti-Rb Policlonal Merck AB16661
(Conejo) Millipore
Anti-Hsp70 1:2,500 Anti-Ms Monoclonal  “Over-Night” Merck 386032
(Ratdn) Millipore
Anti-Mouse RIN0} Santa Cruz Sc-2005
1h Biothecnology
ORI 1:10,000 1h Merck 401353
Millipore
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Tabla 4. Preparacion de geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 10% SDS-PAGE

Solucion/ reactivo  Separador Concentrador

H,0 9.68 mL 19mL
Acri-Bis (29:1) 5mL 415 L
Tris HCI (1M) 315 pL
Tris HCI (1.5M) 5mL
SDS 10% 200 pL 25 L
APS 10% 160 pL 45 plL
TEMED 20 L 5 L

Tabla 5. Preparacion de geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 15% SDS-PAGE

Solucion/ reactivo  Separador Concentrador

H20 2.3mlL 1.9mL

Acri-Bis (29:1) 5.0 mL 415 pL

Tris HCI (1M) 315 L

Tris HCI (1.5M) *—
SDS 10% 100 pL 25 uL
APS 10% 100 plL 27.5 uL
TEMED 4 L 3l
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