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"With every advance in our scientific knowledge new elements come 

up, often forcing us to recast our entire picture of physical reality. No 

doubt, theorists would much prefer to perfect and amend their theories 

rather than be obliged to scrap them continually. But this obligation is 

the condition and price of all scientific progress."  

Louis-Victor de Broglie 

 

 

 

"You cannot discover new oceans unless you have the courage to lose 

sight of the shore."  

Andre Gide  

 

 

"Science is the search for the truth. It is not a game in which one tries 

to beat his opponent, to do harm to others. We need to have the spirit 

of science in international affairs."   

Linus Pauling  
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ABREVIATURAS 

 

4E-BP1 

 

Factor 4e eucariótico de iniciación de la traducción de unión a 

proteína 1 (por sus siglas en inglés: eukaryotic translation 

initiation factor 4e binding protein 1). 

 

17-AAG 17-alil-demetoxi-geldanamicina. 

 

17-DMAG 17-(2-dimetil-aminoetil)-amino-17-dimetoxi-geldanamicina. 

 

aa Aminoácidos. 

 

ADN Ácido desoxirribonucleico. 

 

ADP 

 

Adenosín difosfato (por sus siglas en inglés: adenosine 

diphosphate).  

 

Aha1 

 

Proteína activadora de la actividad de ATPasa de Hsp90 1 

(por sus siglas en inglés: activator of Hsp90 ATPase 1). 

 

AKT Proteína cinasa B/Akt, enzimas que constituyen una familia de 

proteínas serina/treonina cinasas. 

 

Apaf-1 

 

Factor 1 activador de la peptidasa apoptótica (por sus siglas 

en inglés: apoptotic peptidase activating factor 1). 

 

APS 

 

Antígeno prostático específico. 

AR Receptor de andrógeno (por sus siglas en inglés: androgen 

receptor). 
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ARE 

 

Elementos de respuesta a andrógeno (por sus siglas en 

inglés: androgen response elements). 

 

ATP 

 

Adenosín trifosfato. 

Bad 

 

Proteína promotora de muerte asociada a Bcl-2 (por sus siglas 

en inglés: Bcl-2-associated death promoter). 

 

BAX 

 

Proteína X asociada a Bcl-2 (por sus siglas en inglés: Bcl-2 

associated X protein). 

 

Bcl-2 

 

Proteína célula-B CLL/linfoma 2 (por sus siglas en inglés: B-

cell CLL/lymphoma 2). 

 

Bcl-XL 

 

Proteína linfoma de células B extra grande (por sus siglas en 

inglés: B-cell lymphoma-extra large). 

 

Bcr-Abl 

 

Oncoproteína expresada por el gen Brc-Abl que resulta de una 

translocación entre los cromosomas 9 y 22. En particular parte 

del gen BCR (por sus siglas en inglés: Breakpoint Cluster 

Region) del cromosoma 22 (región q11) se fusiona con parte 

del gen ABL (por sus siglas en inglés: Abelson murine 

leukemia viral oncogene homolog 1) del cromosoma 9 (región 

q34). 

 

C-terminal  Dominio carboxilo terminal. 

 

CaP Cáncer de próstata. 

 

Cdc2 (CDK1) Homólogo de la proteína 2 de control de la división celular (por 
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 sus siglas en inglés: cell division control protein 2 homolog). 

 

Cdc25c 

 

Proteína ciclo de división celular 25C (por sus siglas en inglés: 

cell division cycle 25C). 

 

Cdc37 

 

Proteína homóloga ciclo de división celular 37 (por sus siglas 

en inglés: cell-division cycle 37 homologue). 

 

CDK4 

 

Proteína cinasa 4 dependiente de ciclina (por sus siglas en 

inglés: cyclin dependent kinase 4). 

 

CPRC Cáncer de próstata resistente a la castración. 

 

DAPI  

 

4',6-Diamidino-2-Fenilindol, Dihidrocloruro. 

DHT 

 

Dihidrotestosterona. 

DMSO 

 

Dimetil sulfóxido (por sus siglas en inglés: dimethyl sulfoxide). 

 

D.O.  Densidad óptica. 

 

DU145 

 

Línea celular de cáncer de próstata, de Homo sapiens, 

derivada de sitio metástasico (cerebro), carcinoma. 

 

EGFR 

 

Receptor del factor de crecimiento epidérmico (por sus siglas 

en inglés: epidermal growth factor receptor). 

 

eNOS 

 

Óxido nítrico sintasa endotelial (por sus siglas en inglés: 

endothelial nitric oxide synthase). 

 

ERK Cinasa regulada por señales extracelulares (por sus siglas en 
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 inglés: extracellular signal–regulated kinase). 

 

FACS 

 

Selección de células activadas por fluorescencia (por sus 

siglas en inglés: fluorescence activated cell sorting) 

 

FAK 

 

Cinasa de adhesión focal (por sus siglas en inglés: focal 

adhesion kinase). 

 

FDG 

 

Fluorodesoxiglucosa. 

Fes/Fps 

 

Oncoproteína de sarcoma felino (por sus siglas en inglés: 

feline sarcoma oncoprotein). 

 

FIH-1 

 

Factor inhibidor de HIF-1 (por sus siglas en inglés:  factor 

inhibiting HIF-1). 

 

FKBP 

 

Proteína de unión a FK506 (por sus siglas en inglés: FK506-

binding protein). 

 

GAPDH 

 

Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (por sus siglas en 

inglés: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). 

 

GM 

 

Geldanamicina. 

Grp94 Proteína regulada por glucosa de 94 KDa (por sus siglas en 

inglés: glucose-regulated protein). 

 

HER-2 

 

Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (por 

sus siglas en inglés: human epidermal growth factor receptor 

2). 
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HIF-1α Factor inducible por hipoxia 1 alfa (por sus siglas en inglés: 

hipoxia inducible factor 1 alpha). 

 

HOP 

 

Proteína organizadora de Hsp70-Hsp90 (por sus siglas en 

inglés: Hsp70-Hsp90 organizing protein) . 

 

HSE Elementos transcripcionales de respuesta a estrés térmico 

(por sus siglas en inglés: heat shock element). 

 

HSF1 Factor de transcripción de choque térmico (por sus siglas en 

inglés: heat shock transcription factor 1). 

 

HSP Gen que codifica para las proteínas de choque térmico (por 

sus siglas en inglés: heat shock protein). 

 

Hsp Proteína de choque térmico (por sus siglas en inglés: heat 

shock protein). 

 

Hsp27 Proteína de choque térmico de 27 kDa. 

 

Hsp40 Proteína de choque térmico de 40 kDa. 

 

Hsp60 Proteína de choque térmico de 60 kDa. 

 

Hsp70 Proteínas de choque térmico de 72 kDa. 

 

Hsp90 Proteínas de choque térmico de 90 kDa. 

 

Hsp90α Proteínas de choque térmico de 90 kDa, isoforma alfa. 

 

Hsp90β Proteínas de choque térmico de 90 kDa, isoforma beta. 
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HSP90AA1 

 

Gen que codifica para la isoforma alfa de Hsp90 (Hsp90α). 

 

HSP90AB1 

 

Gen que codifica para la isoforma beta de Hsp90 (Hsp90β). 

Hsp90N Proteínas de choque térmico de 90 kDa asociada a 

membrana. 

 

Hsp90T Proteínas de choque térmico de 90 kDa total. 

 

Hsp100 

 

Proteínas de choque térmico de 100 kDa total. 

 

IκBα 

 

Inhibidor NFKB alfa (por sus siglas en inglés: NFKB Inhibitor 

alpha). 

 

iHsp90 

 

Inhibidores de Hsp90. 

ILK1 

 

Cinasa unida a integrina 1 (por sus siglas en inglés: integrin-

linked kinase 1). 

 

IRS 

 

Substrato de receptor de insulina (por sus siglas en inglés: 

insulin receptor substrate). 

 

kDa Kilodaltones. 

 

LRR 

 

Repetición rica en leucina (por sus siglas en inglés: leucine-

rich repeat). 

 

Mdm2 

 

Proteína ratón doble minuto 2 (por sus siglas en inglés: mouse 

double minute 2). También conocida como oncoproteína 

ubiquitina ligasa E3. 
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MDR 

 

Proteína de resistencia a múltiples fármacos (por sus siglas en 

inglés: multidrug resistance protein). 

 

MEEVD 

 

Pentapéptido localizado en el dominio C-terminal, responsable 

de la interacción de Hsp90 con co-chaperonas que poseen el 

dominio TPR. 

 

MEK 

 

Cinasa MAPK/ERK (por sus siglas en inglés: MAPK/ERK 

kinase). 

 

MMP2 

 

Metaloproteinasa de matriz 2 (por sus siglas en inglés: matrix 

metalloproteinase 2). 

 

MPT 

 

Poro de transición de permeabilidad mitocondrial (por sus 

siglas en inglés: mitochondrial permeability transition pore). 

 

mTOR Proteína blanco de Rapamicina en Mamíferos (por sus siglas 

en inglés: mammalian target of rapamycin). 

 

MTT 

 

Metiltiazolildifenil-tetrazolio. 

MutL 

 

Proteína mutadora L (por sus siglas en inglés: mutator L). 

 

NF-κB 

 

Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de 

las células B activadas (por sus siglas en inglés: nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). 

 

NQO1 

 

NAD(P)H quinona deshidrogenasa 1 (por sus siglas en inglés: 

NAD(P)H quinone dehydrogenase 1). 

 



Mejía‐Hernández J. O. (2017). Hsp90α y Hsp90β durante el efecto anti‐proliferativo y pro‐apoptótico del 17‐DMAG en 

líneas celulares de CaP 

14
 

N-terminal Dominio amino terminal. 

 

p23 (PTGES3) 

 

Prostaglandina E sintasa 3 (por sus siglas en inglés: 

Prostaglandin E synthase 3). 

 

p53 

 

Proteína de 53 kDa (por sus siglas en inglés: protein 53 kDa). 

 

PARP 

 

Poli ADP ribosa polimerasa (por sus siglas en inglés: poly ADP 

ribose polymerase). 

 

PAS 

 

Los dominios Per-ARNT-Sim (PAS) se encuentran 

ampliamente distribuidos y sirven de sensores e 

interagradores de señales en las proteínas de transductoras. 

  

PBS Buffer salino de fosfatos (por sus siglas en inglés: phosphate 

buffered saline). 

 

PC-3 Línea celular de cáncer de próstata, de Homo sapiens, 

derivada de sitio metástasico (hueso), grado IV 

adenocarcinoma. 

 

PDK1 Cinasa dependiente de fosfoinositol 1 (por sus siglas en 

inglés: phosphoinositide dependent kinase 1). 

 

P-gp 

 

P-glicoproteína. 

 

pH 

 

Potencial de hidrógeno. 

 

PI3K Fosfatidilinositol 3 cinasa (por sus siglas en inglés: 

phosphoinositide 3-kinase). 
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PIP2 

 

Fosfatidil-inositol (4,5)-bifosfato (por sus siglas en inglés: 

phosphatidyl-inositol (4,5)-biphosfate). 

 

PIP3 Fosfatidil-inositol (3,4,5)-trifosfato (por sus siglas en inglés: 

phosphatidyl-inositol (3,4,5)-triphosfate). 

 

p-mTOR 

 

Proteína mTOR fosforilada (por sus siglas en inglés: 

phosphorylated mTOR). 

 

PrEC Línea celular epitelial de próstata normal de Homo sapiens. 

 

PTEN 

 

Supresor de tumor fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfato-3-

fosfatasa. Fosfatasa y homólogo de tensina (por sus siglas en 

inglés: phosphatase and tensin homolog). 

 

Pts 

 

Pacientes.  

PVDF 

 

Difluoro polivinilideno (por sus siglas en inglés: polyvinylidene 

difluoride). 

 

pVHL 

 

Proteína von Hippel Lindau supresora de tumor (por sus siglas 

en inglés: von Hippel Lindau tumour suppressor protein). 

 

RAF 

 

Proteína fibrosarcoma acelerado rápidamente (por sus siglas 

en inglés: rapidly accelerated fibrosarcoma). 

 

RAS 

 

Proteína de sarcoma de rata (por sus siglas en inglés: rat 

sarcoma). 

 

RB 

 

Proteína retinoblastoma (por sus siglas en inglés: 

retinoblastoma). 
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R.E.  Retículo endoplásmico. 

 

RhoA 

 

Proteína homóloga de Ras miembro de la familia A (por sus 

siglas en inglés: Ras homolog family member A). 

 

RP 

 

Respuesta parcial. 

RTKs Receptores de tirosina cinasa (por sus siglas en inglés: 

receptors tyrosine kinases). 

 

S6K 

 

Cinasa S6 (por sus siglas en inglés: S6 kinase). 

SBD Dominio de unión a sustrato (por sus siglas en inglés: 

substrate-binding domain). 

 

SFB Suero fetal bovino.  

 

SGT1 

 

Supresor del alelo G2 de skp1  (por sus siglas en inglés: 

suppressor of G2 allele of skp1). 

 

STAT3 

 

Transductor de señales y activador de la transcripción 3 (por 

sus siglas en inglés: signal transducer and activator of 

transcription 3). 

 

TBS-T Buffer salino de tris con tween (por sus siglas en inglés: tris-

buffered saline with tween). 

 

TERT 

 

Telomerasa transcriptasa inversa (por sus siglas en inglés: 

telomerase reverse transcriptase). 
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TEP 

 

Tomografía de emisión de positrones.  

TOM70 

 

Translocasa de la membrana mitocondrial externa 70 (por sus 

siglas en inglés: translocase of outer mitochondrial membrane 

70). 

 

TPR Repetidos de tetratricopeptido, secuencia de 34aa repetidos 

en tándem (por sus siglas en inglés: tetratricopeptide repeat). 

 

TRAP1 Proteína asociada al receptor del factor de necrosis tumoral 1 

(por sus siglas en inglés: tumor necrosis factor receptor-

associated protein 1). 

 

UNC45 

 

Unc-45 miosina chaperona A (por sus siglas en inglés: Unc-45 

myosin chaperone A). 

 

WB Western blot. 
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RESUMEN 

 

Introducción: El cáncer de próstata (CaP) es una enfermedad con evolución 

heterogénea, ocupando en México el primer lugar en incidencia y mortalidad en la 

población masculina, y situándose en el quinto lugar como causa de muerte por 

cáncer a nivel mundial. 

En la terapéutica actual contra el CaP existen estudios fase clínica I y II 

empleando inhibidores de la proteína de choque térmico de 90 kDa (iHsp90), los 

cuales han exhibido resultados prometedores, solos y/o en combinación con otras 

terapias. No obstante, algunas células malignas han mostrado resistencia al efecto 

anti-proliferativo y pro-apoptótico de los iHsp90 a través de mecanismos poco 

caracterizados. Recientemente se ha sugerido que algunos iHsp90 pueden ser 

selectivos de isoforma y, por lo tanto, afectar de diferente manera la expresión y 

actividad de cada una de las isoformas de Hsp90 y como consecuencia la de sus 

proteínas cliente.  

En el CaP la expresión de las diferentes isoformas de Hsp90 no se ha 

determinado, ni su implicación funcional. Por esta razón en el presente trabajo se 

evaluó el efecto de la inhibición de Hsp90 sobre los perfiles de expresión de las 

principales isoformas citóplasmicas de Hsp90 (Hsp90α y Hsp90β) en líneas 

celulares de CaP. 

Objetivo: Determinar si la expresión de las isoformas, Hsp90α y Hsp90β, 

participan en la resistencia intrínseca o adquirida al inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, 

en líneas celulares de CaP. 

Metodología: Las líneas celulares de CaP fueron tratadas con el iHsp90, 17-

DMAG. Se evaluó el efecto de la inhibición de Hsp90 utilizando ensayos de 

proliferación y migración. La expresión de las isoformas, Hsp90α y Hsp90β, y la de 

algunas proteínas “cliente” fue determinada por Western blot. Además, se 

estudiaron los cambios en el ciclo celular de las líneas celulares por citometría de 

flujo. Finalmente, se evaluó el efecto del 17-DMAG sobre la integridad del ADN de 

las células empleando la tinción nuclear con DAPI.  
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Resultados: El inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, provocó cambios en los perfiles de 

expresión de Hsp90α y Hsp90β en las líneas celulares de CaP. Dichos cambios 

fueron asociados con diferencias en la migración celular, en la integridad del ADN, 

con cambios en el ciclo celular de las líneas celulares de CaP, y con cambios en 

los perfiles de expresión de proteínas “cliente” de Hsp90. 

Conclusiones: En conjunto, nuestro estudio identificó que el 17-DMAG posee una 

alta actividad contra la línea celular PC-3 y una baja citotoxicidad contra la línea 

celular DU145. La línea celular PC-3, que mostró ser sensible al inhibidor 17-

DMAG, fue incapaz de reestablecer sus niveles de Hsp90α. Por otro lado la 

resistencia adquirida por la línea celular DU145 al 17-DMAG, fue asociada al 

restablecimiento de los niveles de Hsp90α y al arresto en la fase G1 del ciclo 

celular. 
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El desarrollo normal de las células y el mantenimiento de la homeostasis celular 

requieren una estricta regulación de los procesos de proliferación, diferenciación y 

muerte celular (1,2). Dichos procesos son regulados por diversas vías de 

transducción de señales, encargadas de transmitir la información del medio 

extracelular a moléculas efectoras intracelulares (2). La desregulación de 

cualquiera de estos procesos puede tener consecuencias graves, dando como 

resultado enfermedades tales como la autoinmunidad, las infecciones virales, los 

trastornos alérgicos, los trastornos neurodegenerativos y el cáncer (1,2). 

La perturbación de la homeostasis conduce a un estado de estrés celular. El 

estrés es capaz de generar daño a nivel molecular y celular (3). La respuesta de las 

células a los estímulos estresores depende de la intensidad y duración de éstos, 

sin embargo, de manera general el estrés induce una respuesta adaptativa que 

normalmente compensa la noxa (3). 

La respuesta celular al estrés es un mecanismo altamente conservado en casi 

todos los organismos y se basa en la interrupción de toda síntesis proteíca y la 

rápida inducción de chaperonas moleculares, comúnmente denominadas como 

proteínas de choque térmico (Hsp’s) (2,3). Estas proteínas, principalmente aquellas 

pertenecientes a la familia de Hsp70, la familia Hsp90 y Hsp27, son esenciales en 

el plegamiento de proteínas, la translocación de proteínas a través de 

compartimentos celulares, en el montaje y el mantenimiento de complejos 

multiprotéicos en su estado activo, evitando la agregación proteica y favoreciendo 

la degradación proteasomal de las proteínas mal plegadas y de vida media corta 
(1,2,3). De esta manera, las Hsp's son capaces de restablecer la proteostasis 

celular, a través de sus funciones citoprotectoras (1,2,3). 

Las Hsp’s inducidas por estrés, le confieren a las células un estado de 

citoprotección (1,2,4). Esta respuesta adaptativa, también conocida como 

termotolerancia inducida, permite que las células respondan rápidamente a 

desafios continuos, repetidos y letales que de otra manera conducirían a las 

células a apoptosis, necrosis y/o cualquier otro tipo de muerte celular (4).  La 

respuesta celular al estrés dependerá entonces de los niveles preexistentes de las 

proteínas de choque térmico (1,4). 
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Muchos tipos de tumores poseen de manera constitutiva niveles elevados de 

diferentes Hsp's que protegen a las células malignas de condiciones o agentes 

citotóxicos (1,2,3). La expresión anormal y el incremento en la actividad de las Hsp's 

han sido implicados en la quimio-resistencia y en la carginogénsis en diferentes 

tipos de cáncer (5,6,7). 

 

i. Proteínas de choque térmico (Hsp’s) 

 

Las proteínas tienen diversas funciones intracelulares que incluyen la 

señalización, el transporte, la catálisis, la protección de las células y la regulación 

de muchos procesos intercelulares (8). Después de la síntesis ribosomal, las 

proteínas deben plegarse y adoptar una estructura tridimensional adecuada para 

ser funcionales (9). 

Las células se encuentran expuestas a condiciones continuas de estrés tales 

como el calor, el estrés oxidativo, la inflamación, metales pesados u otros 

compuestos tóxicos, que pueden causar la desnaturalización de las proteínas y la 

agregación inespecífica de éstas, dando como resultado una perdida de la 

proteostasis (10). Las proteínas son las biomoléculas más sensibles a las 

condiciones de estrés celular (11). El equilibrio entre la síntesis, el plegamiento y la 

degradación de las proteínas controla la correcta función del proteoma y hay dos 

formas por las cuales la célula es capaz de mantener éste equilibrio: (i) a través de 

la maquinaria de degradación proteíca, y (ii) a través de las Hsp’s, que impiden la 

agregación y garantizan el adecuado plegamiento de las proteínas (12,13). 

Las Hsp's ganaron su nombre tras los experimentos de Ritossa en 1962, en los 

que expusieron glándulas salivales de Drosphilia a calor, a dinitrofenol o salicilato 
(14). Ritossa observó un nuevo patrón de "puffing" cromosómico después de haber 

expuesto las glándulas a los estresores (14). Años más tarde, Tissieres demostró 

que después de exponer las glándulas salivales de Drosphilia a un choque 

térmico, se inducía la síntesis de un número pequeño de polipéptidos y se inhibía 

la síntesis de muchos otros (15) . 
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Las Hsp's comprenden una gran superfamilia de proteínas altamente conservadas 

en todos los organismos (1,2,10). Éstas proteínas también se conocen como 

"chaperonas moleculares", debido a su capacidad para estabilizar polipéptidos y 

proteínas denominadas como proteínas “cliente” (1,2). Las Hsp’s existen en altas 

concentraciones en la célula y juegan un papel crucial en el mantenimiento de la 

proteostasis durante estrés (10,11). Las Hsp's no sólo son inducidas por estrés, sino 

que algunas Hsp’s se expresan constitutivamente, desempeñando funciones 

celulares en condiciones normales (2). 

Las proteínas de choque térmico pertenecen a una familia multigénica con pesos 

moleculares que varían entre los 10 y los 150 kDa (21) (ver Tabla 1).  

 

Tabla 1. Clasificación y propiedades de las proteínas de choque térmico (21) 

Subfamilia 

Hsp 
Isoformas Localización Intracelular Función Intracelular  

Hsp100 
Hsp104-110 

ORP150 

Citosol, núcleo, retículo 

endoplásmico 

Termotolerancia, tolerancia 

isquemia 

Hsp90 

Hsp90α 

Hsp90β 

TRAP-1 

Grp94 

Hsp90N 

Citosol, mitocondria, retículo 

endoplásmico, núcleo 

Interacción con receptores 

de hormonas esteroideas 

Hsp70 

Hsp72 

Hsc73 

mtHsp70 

Citosol, núcleo, mitocondria, 

retículo endoplásmico 

Termotolerancia, 

plegamiento de proteínas, 

transporte de proteínas a 

mitocondria 

Hsp60 Hsp60 Citosol, mitocondria Plegamiento de proteínas  

Hsp40 
Hsp40 

Hsp47 

Citosol, núcleo, retículo 

endoplásmico 

Co-chaperona de Hsp72, 

plegamiento de proteínas 

Hsp’s 

pequeñas  

Ubiquitina 

Hsp10 

Hsp20-30 

Citosol, núcleo, mitocondria  

Degradación de proteínas, 

tolerancia al estrés 

oxidativo, cofactor de 

Hsp60 
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Hay cuatro familias ATP-dependientes clasificadas de acuerdo a su peso 

molecular como Hsp100, Hsp90, Hsp70 y Hsp60 (10,16). Existen además, 2 familias 

de chaperonas moleculares independientes de ATP: Hsp40 y Hsp's pequeñas (16).  

Los miembros de la familia Hsp60 fungen como chaperoninas que evitan la 

agregación y asisten el plegado correcto de las proteínas (principalmente 

proteínas mitocondriales) (17).  Hsp70 y Hsp90 se unen a polipéptidos no-plegados 

en el citoplasma e inducen su correcto plegameinto (18). Hsp27 asiste el 

plegamiento de sus proteínas “cliente” de manera ATP-independiente (19). El 

trabajo coordinado de todas las chaperonas es importante para el plegamiento 

eficiente de todas sus proteínas “cliente” y para manetener el equilibrio de la 

homeostasis celular (20). En la Tabla 1 se resume la clasificación y las principales 

propiedades de las proteínas de choque térmico (21). 

 

ii. Función y estructura de las proteínas de choque térmico  

 

Aunque no todas las funciones de las Hsp's se han esclarecido, la mayoría de las 

Hsp's actúan como chaperones moleculares asistiendo el plegamiento adecuado 

de las proteínas y reparando el daño de éstas (22).  

Las proteínas de choque térmico se clasifican en dos grupos: las Hsp's ATP-

dependientes y las Hsp's ATP-independientes (11,23). Las Hsp's de alto peso 

molecular son chaperonas dependientes de ATP, mientras que las co-chaperonas, 

que pertenecen a ésta misma clasificación, se encargan de estabilizar el estado de 

unión a ATP o ADP de las chaperonas (10). A diferencia de las Hsp's de alto peso 

molecular, las Hsp's pequeñas son ATP-independientes (10). El miembro mejor 

estudiado de esta familia es Hsp27 (23). 

 

 Hsp27 

 

Hsp27 es una proteína ubicua que se inducen en respuesta a diversas 

condiciones de estrés. Su función principal es evitar la acumulación de proteínas y 
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evitar la agregación inespecífica de éstas (23). 

La Hsp27 difiere de otras Hsp's porque Hsp27 (i) es independiente de ATP, (ii) 

tienen una masa molecular pequeña (27 kDa), (iii) puede formar oligómeros 

grandes, y (iv) porque posee un dominio α-cristalino (dominio conservado en todas 

en las Hsp's pequeñas) (24,25). Hsp27 tiene la capacidad de formar oligómeros 

grandes de hasta 800 kDa (26). La oligomerización de Hsp27 es un proceso 

dinámico que depende de la fisiología de las células, el estado de fosforilación de 

la proteína y la exposición al estrés (26). La fosforilación de Hsp27 conduce a la 

desagregación de los multimeros de Hsp27 afectando la localización celular de 

ésta chaperona y sus proteínas “cliente” (23). 

Asimismo la Hsp27 fosforilada puede favorecer la degradación de proteínas 

citosólicas y nucleares (23). Lanneau D., et al, demostraron que la actividad 

catalítica de la subunidad 26S del proteasoma se ve incrementa por la expresión 

de Hsp27, induciendo así la degradación de las proteínas ubiquitinadas bajo 

condiciones de estrés. Además Hsp27 podría actuar como un factor E4, capaz de 

cooperar con la ubiquitina ligasa E3 (23,27). Por otro lado, Hsp27 podría afectar de 

manera indirecta la apoptosis a través de la degradación de la proteína IκBα y 

como consecuencia estimular a la proteína reguladora de muerte NF-κB (23). 

 

 Hsp70 

 

La proteína de choque térmico de 70 kDa tiene un papel activo en el ensamblaje 

de proteínas recién sintetizadas, la translocación de proteínas secretoras y 

membranales, el repliegue de proteínas mal plegadas y/o agregadas y el control 

de algunas funciones de proteínas reguladoras (28,29,30). Hsp70 es crucial para la 

proteostasis tanto en condiciones normales, como en condiciones de estrés (31). 

La isoforma constitutiva de Hsp70 (Hsc70) mantiene funciones celulares 

fisiológicas, mientras que la isoforma inducible por estrés (Hsp72) previene 

principalmente el daño a las proteínas y la agregación de éstas en condiciones de 

éstres (18). Hsp70 tiene un dominio de ATPasa N-terminal y un dominio de unión a 

sustrato C-terminal (SBD), que puede ser un dominio β-sandwich o un subdomínio 
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α-helicoidal (18). El dominio ATPasa es responsable de su actividad de chaperona 
(10). 

Es importante mencionar que Hsp40 mantiene la especificidad de Hsp70 por el 

sustrato. Hsp40 reconoce las cadenas alifáticas y arómaticas de las proteínas y 

las marca como sustrato para Hsp70 (18,32). 

 

 Hsp90 

 

La familia de Hsp90 es expresada y altamente conservada en muchos organismos 

(procariotas y eucariotas) (33). Las Hsp90 son ubicuas y se han encontrado en el 

retículo endoplásmico, en el citoplasma, núcleo, mitocondria y en el cloroplasto 

desempeñando funciones necesarias para la viabilidad de las células eucariotas 
(10,34). Hsp90 se expresa en condiciones normales, sin embargo bajo condiciones 

de estrés, su expresión se incrementa hasta 10 veces (35). 

Hsp90 desempeña funciones esenciales para mantener la homeostasis celular, 

tales como el plegado de novo de proteínas durante el proceso de síntesis 

ribosomal, la translocación de proteínas a través de membranas y el control de la 

calidad de las proteínas en el retículo endoplasmático (36,37). En contraste con otras 

Hsp's, Hsp90 es responsable de mantener a sus proteínas “cliente” en un estado 

plegado funcional (36). Además, Hsp90 participa en funciones celulares de orden 

superior como la regulación post-traduccional de algunas moléculas de 

señalización, el montaje/desmontaje de complejos transcripcionales y el 

procesamiento de antígenos (38,39,40,41). Las funciones más importantes de la 

Hsp90 se resumen esquemáticamente en la Figura 1 (36).  

Hsp90 posee tres dominios, que son: el dominio C-terminal, con sitios de unión 

para co-chaperones y con un motivo de dimerización; El dominio N-terminal, con 

sitios de unión a ATP y co-chaperonas; Y el dominio medio, que proporciona sitios 

de unión para proteínas “cliente” y otras co-chaperonas (Figura 2) (42,43,44,45). 
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Figura 1. Participación de Hsp90 en la regulación de la proteostasis. Las proteínas “cliente” 

recién sintetizadas y conformacionalmente lábiles, se asocian a complejos multiproteícos constituidos por 

Hsp90, algunas co-chaperonas y proteínas accesorias (formas de diferentes colores). Los componentes 

particulares de cada complejo multiproteíco varían según la proteína cliente. La asociación dinámica de las 

proteínas “cliente” con los complejos chaperónicos previene la agregación de éstas y ayudan en su tráfico 

intracelular, especialmente en la translocación a través de estructuras membranales. La asociación entre las 

proteínas “cliente” involucradas en las vías de señalización y la maquinaria chaperónica de Hsp90 es de 

particular importancia, ya que Hsp90 mantiene a éstas proteínas en un estado meta-estable, permitiéndoles 

ser activadas por estímulos específicos tales como unión a ligando, fosforilación o su ensamblaje en otros 

complejos de señalización. En ausencia de los estímulos apropiados, los complejos chaperónicos pueden 

favorecer la degradación de sus proteínas “cliente” a través de la vía ubiquitina-proteasoma. Figura modificada 

de Whitesell et al. (2005) (36). 

 

El dominio N-terminal (~ 25 kDa) está compuesto por dos capas de estructuras α/β 

en sandwich que da lugar a la formación de un pocket (46,47). Este pocket sirve 

como sitio de unión para nucleótidos de adenina (48). 

Mutaciones en diferentes cepas de levadura confirmaron que la función de Hsp90 
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es completamente dependiente de hidrólisis de ATP (49,50). El patrón de plegado 

del dominio N-terminal y la actividad ATPasa de Hsp90, se asemejan con la 

proteína MutL (Mutator L) y con las toposimerasas de tipo II (48,51). 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura y conformación de Hsp90. Hsp90 forma homodímeros flexibles. Cada dímero 

posee un dominio N-terminal con un sitio de unión a ATP (dominio N-terminal representado en color azul), 

seguido de un dominio medio (dominio M representado en color verde) con sitios de unión para las proteínas 

“cliente” y co-chaperones y un dominio C-terminal de dimerización (dominio C-terminal representado en color 

naranja) con su motivo MEEVD de anclaje a proteínas con dominio TPR. Todas las formas de Hsp90, existen 

naturalmente como homodímeros, sólo así Hsp90 es capaz de hidrolizar ATP. En la figura se muestra a 

Hsp90 en la conformación abierta (izquierda) y Hsp90 unida a núcleotidos en la conformación cerrada 

(derecha). La conformación de Hsp90 depende de las cochaperonas unidas a los diferentes dominios y de la 

unión de ATP. Figura modificada de Didenko et al. (2012) (73).  

 

El dominio medio de Hsp90 (~35 kDa) es el sitio de unión para las proteínas 

“cliente” y está implicado en el reconocimiento específico de éstas y de algunas 

co-chaperonas reguladoras que coordinan la activación apropiada del sustrato 

(52,53).  

conformación abierta   conformación cerrada 
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El dominio C-terminal (~10 kDa) es responsable de la dimerización de Hsp90. La 

dimerización es necesaria para una actividad de ATPasa eficiente (54,55,56). Los 

últimos cinco aminoácidos del domino C-terminal de Hsp90 forman el motivo 

MEEVD, que sirve como sitio de unión para una gran variedad de co-chaperonas 

que posean un dominio TPR de unión a péptidos (57,58). 

Todas las isoformas de Hsp90, existen naturalmente como homodímeros, sólo así 

Hsp90 es capaz de hidrolizar ATP con el fin de regular eficazmente la maduración 

de sus proteínas “cliente” a través de un ciclo dinámico dependiente de ATP (59). 

Éste ciclo chaperónico es controlado y orquestado por una amplia gama de co-

chaperonas (60,61). Hsp90 interactúa con sus proteínas “cliente” de una manera 

cíclica e iterativa que fue descrita en detalle por primera vez por Smith et al (62).  

Hsp90 no modifica covalentemente los sustratos sobre los que actúa para 

prevenir/resolver la agregación o alterar su conformación (36).   

Una versión simplificada del ciclo que describe los requisitos mínimos para la 

maduración de una proteína “cliente” de Hsp90, se muestra en la Figura 3 (59).  

Las cinco isoformas de Hsp90 (Tabla 1) que han sido identificadas, difieren en su 

localización celular (59,63,65,65). Las dos principales isoformas citoplasmáticas de 

Hsp90 son: Hsp90α (denominada como isoforma inducible) y Hsp90β 

(denominada como la isoforma constitutiva), ambas poseen aproximadamente un 

86% homología (66).  Estas dos isoformas comprenden el 80% de la subfamilia de 

proteínas de choque térmico de 90 kDa y son las encargadas de modular la 

mayoría de los procesos intracelulares dependientes de las chaperonas de 90 kDa 
(21,67,68).  

El gen HSP90AA1 para Hsp90α consta de 10 exones que codifican para un 

transcrito de 5.3 Kb lo que da lugar a una proteína de 733aa con un peso 

molecular de 86 kDa. A pesar de que el gen HSP90AB1 de Hsp90β consta de 11 

exones y el transcrito de 6.8 Kb, la proteína resultante es más pequeña, con 726 

aa y con un peso molecular de 84 kDa (21,34). 
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Figura 3. Ciclo chaperónico de Hsp90. A medida que se sintetizan nuevas proteínas cliente, se unen 

rápidamente a Hsp40, ésta unión es independientemente de ATP y de otras proteínas. La Hsp40 entonces se 

asocia con Hsp70, esta unión estimula la actividad de ATPasa de Hsp70, facilitando que Hsp70 se una a la 

proteína cliente, formando así el complejo chaperónico Hsp70-Hsp40. Determinadas proteínas clientes, tales 

como los factores de transcripción, se unen a la conformación abierta de Hsp90 a través del dominio TPR de 

la co-chaperona HOP asociada al complejo chaperónico Hsp70-Hsp40. HOP se une al motivo MEEVD, 

permitiendo la unión reversible entre Hsp70 y Hsp90, esto facilita la transferencia de las proteínas clientes a 

Hsp90. Los homodímeros de Hps90 adoptan una conformación cerrada como consecuencia de los cambios 

conformacionales generados por la unión de la proteína “cliente” al dominio medio de las Hsp90. p23 se une 

entonces y estimula la disociación del complejo HOP-Hsp70-Hsp40. p23 se une preferente a la conformación 

cerrada de Hps90 que se encuentre unida a ATP.  Las cinasas son transferidas a Hsp90 mediante un 

proceso alternativo que implica la participación de la proteína Cdc37. Cdc37 permite la interacción entre el lid 

del pocket de ATP en el domino N-terminal de Hsp90 y las asas altamente conservadas y ricas en glicina de 

los lóbulos N-terminales de las proteínas cinasas. Las diferentes interacciones entre las co-chaperones y 

Hsp90 inducen cambios conformacionales en las proteínas “cliente” que permiten su maduración y 

activación. El ciclo termina cuando Hsp90 se une a la proteína Aha 1. Aha1 estimula la hidrólisis del ATP por 

Hsp90, dando lugar a la liberación proteína “cliente” madura y activa. Figura modificada de Butler et al. (2015) (59). 

 



Mejía‐Hernández J. O. (2017). Hsp90α y Hsp90β durante el efecto anti‐proliferativo y pro‐apoptótico del 17‐DMAG en 

líneas celulares de CaP 

34
 

Aunque estas isoformas muestran papeles superpuestos, su expresión varía entre 

tejidos (69,70). Además se ha observado que la región promotora juega un papel 

importante en las diferencias de expresión de cada una de las isoformas, 

sugiriendo que cada isoforma es regulada de diferente manera (21). 

Hay evidencia que sugiere que bajo condiciones de estrés, Hsp90 y Hsp90 

desempeñan diferentes funciones intracelulares (59,63). En particular, el gen de 

Hsp90α (HSP90AA1) posee 5 elementos de respuesta a estrés térmico (HSE) en 

la región promotora, lo que le permite ser inducida rápidamente como respuesta al 

estrés, desempeñando un papel de citoprotección celular, mientras que el gen de 

Hsp90β (HSP90AB1) solo posee dos HSE y se ha vinculado a una respuesta al 

estrés más lenta que implica adaptación celular (21,63,71,72). 

 

iii. Proteínas “cliente” de Hsp90 

 

Con el fin de comprender la diversidad de las funciones de Hsp90, es crucial 

identificar las proteínas “cliente” de la chaperona que juegan papeles esenciales 

en los procesos biológicos (74).  Las proteínas clientes de Hsp90 son generalmente 

proteínas intrínsecamente inestables (75).    

Una proteína es “cliente” de Hsp90 si (i) interactúa físicamente con Hsp90 y si (ii) 

la inhibición de la función de Hsp90 resulta en una menor actividad de la proteína 
(76).   

Muy poco se sabe sobre como Hsp90 reconoce a sus proteínas cliente. Las 

proteínas “cliente” de Hsp90 son muy diversas en estructura y función, lo que 

sugiere que Hsp90 es capaz de interactuar con ellas a través de un proceso 

general de reconocimiento, probablemente modulado por sus co-chaperonas (74).   

Los primeros experimentos identificaron dos clases principales de proteínas 

“cliente” de Hsp90: proteínas cinasas y receptores nucleares de esteroides (76). 

Hsp90 se descubrió durante la purificación por afinidad de la proteína tirosina 

cinasa v-Src (76,77). Una proteína de 90 kDa (en ese entonces denominada pp90) 

co-precipitó con la proteína v-Src de células de pollo transformadas con el virus 
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del sarcoma de Rous (77). También se co-purificaron otras tirosina cinasas del tipo 

Src codificadas viralmente tales como Fes/Fps y Yes (78). Al mismo tiempo, se 

detectó Hsp90 en varios complejos proteicos de receptores hormonales nucleares 
(79,80,81).  

Aunque las proteínas “cliente” de Hsp90 mejor estudiadas son receptores de 

hormonas esteroideas y cinasas, se han descubierto muchos otras proteínas 

“cliente” como la eNOS, la telomerasa transcripasa reversa (TERT), factores de 

transcripción y proteínas remodeladoras de la cromatina (tales como los factores 

de transcripción de la familia PAS, p53, STAT3 y trithorax)  (76,82,83,84,85,86,87). El 

gran número de proteínas “cliente” de Hsp90 convierte a esta chaperona en un 

regulador maestro de diversas actividades celulares esenciales. (Figura 4). 

Se sabe que muchas de las proteínas “cliente” de Hsp90 contribuyen a la 

adquisición de un fenotipo maligno. Las razones de este hecho subyacen sobre 

que muchas de las proteínas “cliente” de Hsp90 son cruciales en el control del 

crecimiento, la supervivencia y el desarrollo celular (36,88). La sobreexpresión de 

Hsp90 hallada en los diferentes tipos de cáncer, refleja una respuesta 

citoprotectora al estrés generado por un microambiente hostil (hipóxico, ácido y 

desprovisto de nutrientes) característico de los tumores (76). En general, la 

evidencia indica que el aumento en la expresión de Hsp90 contribuye a la 

oncogénesis en varios niveles (76). 
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Figura 4. Hsp90 regula diversos procesos celulares a través de su interacción con diferentes 

proteínas “cliente”. Las proteínas “cliente” de Hsp90 son principalmente transductores de señales tales 

como cinasas y factores de transcripción, sin embargo Hsp90 es capaz de estabilizar una gama más amplia 

de proteínas con funciones intracelulares extremadamente diversas. Hsp90 regula diferentes funciones 

celulares ejerciendo efectos marcados en la biología celular normal, patologías y procesos evolutivos. Hsp90 

se asocia con diferentes co-chaperonas centrales (p23, HOP, Hsp70; en rosa). Las cochaperonas 

adaptadoras (Cdc37, RAR1, SGT1, UNC45, FKPBs, TOM70; en verde) se asocian a un número limitado de 

proteínas o dominios (proteínas en azul). Para la mayoría de las proteínas “cliente” de Hsp90, se desconoce 

con qué co-chaperonas se asocian (proteínas indicadas por signos de interrogación). Los ejemplos anteriores 

proporcionan sólo un vistazo de la clientela extraordinariamente diversa de Hsp90. Cdc37; proteína homóloga 

ciclo de división celular 37; eNOS, sintasa de óxido nítrico endotelia; FKBP, proteína de unión a FK506; HSF1, 

Factor de transcripción de choque térmico; LRR, repetición rica en leucina; TERT, telomerasa transcripasa 

reversa; TOM70, translocasa de membrana externa de 70 kDa. Figura modificada de Taipale et al. (2010) (76). 
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iv. Papel de Hsp90 en cáncer  

 

La característica principal de las células malignas es su capacidad para proliferar 

sin control (89,90). Las células normales poseen una maquinaria molecular capaz de 

regular con precisión la proliferación, el crecimiento, la diferenciación y la muerte 

celular (89). Las células malignas, por el contrario, tienen defectos en muchas vías 

reguladoras de señalización que gobiernan la proliferación celular normal y la 

homeostasis (89). 

La interrupción o desregulación de una sola vía maestra de señalización en las 

células es insuficiente para que una célula adquiera un fenotipo maligno por el 

contrario múltiples alteraciones en la fisiología celular conducen a la adquisición 

de diferentes capacidades biológicas que favorecen la transformación celular 

(hallmarks del cáncer) (89,90).  

Los hallmarks del cáncer comprenden diez capacidades biológicas adquiridas 

durante el desarrollo de tumores: mantenimiento de señalizaciones de 

proliferación, evasión de los supresores del crecimiento, resistencia a la muerte 

celular, inmortalidad replicativa, inducción de angiogénesis, invasión, metástasis, 

desregulación del metabolismo celular, evasión del sistema inmune, inestabilidad 

genómica e inflamación (90). Debido a que los hallmarks del cáncer son 

compartidos por la mayoría de los tumores, Hanahan y Weinberg propusieron que 

estas capacidades biológicas apoyan colectivamente el crecimiento maligno (90). 

Hsp90 está involucrada ampliamente en diversos procesos de señalización 

aberrante, desempeñando un papel importante en el establecimiento de los 

hallmarks del cáncer (35,36,89,90).  Esto se debe a que las proteínas “cliente” de 

Hsp90 juegan un papel clave en las principales vías de señalización que conducen 

a la tumorigénesis (1,3,21,34,35,36,48). 

La exacerbada proliferación y la inestabilidad genómica en las células malignas 

dan lugar a una gran cantidad de proteínas mutadas (34,35,36,89,90). Estas 

mutaciones son generalmente ventajosas para el crecimiento del tumor. Hsp90 se 

une a las proteínas mutadas estabilizándolas y evitando su degradación 
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permitiendo que las proteínas mutadas funcionen normalmente (89,90). 

Un número sorprendentemente grande de proteínas “cliente” de Hsp90 juegan un 

papel crucial en el establecimiento de los hallmarks del cáncer (Figura 5) (89). 

Algunas de las oncoproteínas que son proteínas “cliente” de Hsp90 son: HER-2, 

Akt, Raf-1, CDK4, HIF-1α, Bcr-Abl, p53, entre otras (1,3,21,34,35,36,48,89,90).  

 

Figura 5. Hsp90 y los Hallmarks del cáncer. El cáncer es una enfermedad compleja, pero la mayoría 

de los tipos de cáncer comparten determinadas capacidades biológicas. Los hallmarks del cáncer son 

capacidades biológicas funcionales adquiridas que permiten a las células malignas proliferar y sobrevivir. Un 

número sorprendentemente grande de proteínas “cliente” de Hsp90 juegan un papel crucial en el 

establecimiento de los hallmarks del cáncer. En la imagen se muestra de manera resumida algunos tipos de 

proteínas “cliente” de Hsp90 involucradas en el establecimiento de diferentes hallmarks del cáncer. Figura 

modificada de Verma et al. (2016) (48). 
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v. Terapia contra el cáncer basada en la inhibición 

farmacológica de Hsp90 

 

Muchos factores promotores de tumores dependen de la función de Hsp90 (89). 

Esto explica por qué la inhibición farmacológica de Hsp90 disminuye 

considerablemente la proliferación y el crecimiento de las células malignas (89). Las 

células normales también requirieren de la función de Hsp90, sin embargo, cuanto 

más rápido proliferen las células, más dependerán de la actividad de ésta 

chaperona (89). En otras palabras, la función de Hsp90 es imprescindible para la 

proliferación de las células malignas (Figura 6) (91,89). 

 

 

Figura 6. Dependencia de las células malignas a Hsp90. Ilustración esquemática que muestra los 

diferentes requerimientos cuantitativos de Hsp90 entre las células normales y las células tumorales. Tanto las 

células normales como las células tumorales requieren de Hsp90, sin embargo las células malignas muestran 

una mayor dependencia a la actividad de Hsp90. Cuando se trata con iHsp90, se reduce el nivel de actividad 

de Hsp90 y la actividad restante de Hsp90 es suficiente para las células normales, pero no para células 

tumorales, induciendo así la muerte selectiva de las células malignas. Figura modificada de Miyata et al (2013) (89). 
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En un tumor sólido, un gran número de células crecen rápidamente, consumiendo 

una enorme cantidad de nutrientes y oxígeno (89). Además, las células de rápida 

proliferación producen una gran cantidad de desechos metabólicos, provocando la 

disminución del pH en el microambiente (91,89). El hecho de que las células 

tumorales se encuentren expuestas a muchos estresores en un microambiente 

hostil (hipóxico, ácido y sin nutrientes) sustenta el por qué éstas células requieren 

mayores cantidades de Hsp90 (89).   

Por otro lado, existe una importante acumulación de proteínas “cliente” de Hps90 

(ya sea de tipo silvestre o mutadas) en las células malignas, lo que da lugar a un 

mayor requerimiento de la actividad de chaperona de Hsp90 (89).  Aunado a todo 

esto, Hsp90 existe preferencialmente en complejos multichaperónicos con una alta 

afinidad por sus proteínas “cliente” y con una alta actividad de ATPasa en las 

células tumorales (92). En contraste, Hsp90 se encuentra mayoritariamente en un 

estado latente en las células normales (89,91,92). Todas estas razones explican 

porque las células tumorales son más sensibles a la inhibición de Hsp90 que las 

células normales. De hecho, la Hsp90 aislada de las células tumorales tiene una 

afinidad de unión a los inhibidores entre 20 y 200 veces mayor que la Hsp90 

aislada de las células normales (92).  

La asociación de Hsp90 con una amplia gama de transductores de señales ha 

posicionado a ésta chaperona como una diana terapéutica prometedora para el 

tratamiento del cáncer (93,94). La inhibición farmacológica de Hsp90 resulta en la 

interrupción simultánea de múltiples vías de transducción de señales oncogénicas 
(95). Esta estrategia es de particular interés en el tratamiento de cánceres en 

etapas avanzadas, en las que se producen múltiples alteraciones oncogénicas (95). 

En 1994, se encontró que la geldanamicina, un compuesto de origen natural con 

potencial antitumoral, era inhibidor de Hsp90 (iHsp90) (Figura 7) (96). El 17-AAG 

(tanespimicina), un análogo de la geldanamicina, fue el primer iHsp90 en 

emplearse en ensayos clínicos en 1999 (Figura 7) (97). Desde entonces, se ha 

avanzado considerablemente en la optimización de las propiedades 

farmacológicas de esta clase de inhibidores (97).  
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Figura 7. Los primeros inhibidores 

derivados de la geldanamicina. El primer 

ligando que se encontró con la capacidad de 

interferir con la hidrolisis de ATP de la Hsp90 fue el 

antibiótico ansamicina geldanamicina (GM). Aunque 

la GM poseía una potente actividad antitumoral, su 

progreso hacia la clínica se detuvo debido a su 

inestabilidad y hepatotoxicidad observada a dosis 

terapeúticas durante los estudios preclínicos. Debido 

a esto, se desarrollaron nuevos análogos de la clase 

de ansamicina para uso clínico (17-AAG y 17-

DMAG). El anillo de benzoquinona se marca en rojo. 

17AAG, 17 - Alilamino - 17 - 

desmetoxigdaldanamicina; 17DMAG, 17 - 

dimetiletilamino - 17 - desmetoxigdaldanamicina; 

GM, Geldanamicina. Figura tomada de Chiosis et al. 

(2008) (136). 

 

La mayoría de los iHsp90 que encuentran actualmente disponibles, y todos los 

que se han evaluado clínicamente, se unen al pocket de unión a ATP en el 

dominio N-terminal (Tabla 2), lo que resulta en la interrupción del procesamiento 

de las proteínas “cliente” mediante la prevención de la hidrólisis de ATP (59,98,99).  

Esta acción frustra la finalización del ciclo cheperónico de Hsp90 y las proteínas 

clientes son posteriormente marcadas para ser degradadas vía el proteasoma (59).  

Los iHsp90 son capaces de inducir la degradación de todas las proteínas “cliente” 

de Hsp90 incluyendo las oncoproteínas fusionadas, factores de transcripción y 

cinasas activas (36,100).  

A pesar de que en los ensayos pre-clínicos se predijo que los iHsp90 serían 

efectivos en una amplia variedad de tumores, se han observado resultados 

variables en los ensayos clínicos (Tabla 2) (108). Aunque la actividad anti-

neoplásica de algunos iHsp90 se han demostrado en algunos ensayos, en muchos 

otros se han obtenido resultados decepcionantes (95,109,110,111). En la Tabla 2 se 

muestran algunos de los iHsp90 empleados en diferentes ensayos clínicos para 

diferentes tipos de cáncer. 
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Tabla 2.  Ensayos clínicos de inhibidores de Hsp90 

Tipo de 

tumor 
Tratamiento 

Tipo de 

molécula 

Sitio de 

Unión a 

Hsp90 

Respuesta Clínica Referencias 

Cáncer de 

mama 

Luminespib 

(AUY922) 

Derivado del 

resorcinol 

N-terminal 

Pocket de 

unión a ATP 

RP 1/10 pts, respuesta 

metabólica parcial por TEP-

FDG observada en 2 pacientes 

HER-2+ 

Schroder et al. 2011 (101) 

Tumores del 

estroma 

gastrointestinal 

Clorhidrato de 

Retaspimicina 

(IPI-504) 

Análogo de la 

geldanamicina 

N-terminal 

Pocket de 

unión a ATP 

RP TEP 8/54 pts (22%) Wagner et al. 2008 (102) 

Melanoma 

Alvespimicina 

(17-DMAG) 

Análogo de la 

geldanamicina 

N-terminal 

Pocket de 

unión a ATP 

RP 1/7 pts Pacey et al. 2011 (103) 

Ganetespib 

(STA-9090) 

Derivado del 

resorcinol 

N-terminal 

Pocket de 

unión a ATP 

1 RP Cleary et al. 2010 (104) 

Carcinoma de 

células no 

pequeñas 

Clorhidrato de 

Retaspimicina 

(IPI-504) 

Análogo de la 

geldanamicina 

N-terminal 

Pocket de 

unión a ATP 

RP  2/11 pts: wild-type EGFR 

(18%), 0 pts con RP con EGFR 

mutado 

Sequist et al. 2009 (105) 

Cáncer de 

próstata 

Alvespimicina 

(17-DMAG) 

Análogo de la 

geldanamicina 

N-terminal 

Pocket de 

unión a ATP 

RP 2/25 pts (8%) Pacey et al. 2011 (103) 

Tanespimicina 

(17-AAG) 

Análogo de la 

geldanamicina 

N-terminal 

Pocket de 

unión a ATP 

Sin respuesta objetiva ni 

confirmada a través APS 
Heath et al. 2005 (106) 

Cáncer renal 

(papilar y de 

células claras) 

Tanespimicina 

(17-AAG) 

Análogo de la 

geldanamicina 

N-terminal 

Pocket de 

unión a ATP 

Sin respuesta objetiva Ronnen et al. 2006 (107) 

TEP-Tomografía de Emisión de Positrones; FDG-Fluorodesoxiglucosa; RP-Respuesta Parcial; APS- Antígeno Prostático Específico; Pts- Pacientes. 
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vi. Terapeútica actual contra el cáncer de próstata. Papel de 

Hsp90  

 

La inhibición de Hsp90 es de particular relevancia en el cáncer de próstata (CaP) 

debido a que Hsp90 es sobreexpresa por las células malignas de la próstata en 

comparación con las células del epitelio prostático normal, por tanto, Hsp90 

proporciona un diana potencial selectiva (112). Además, muchas proteínas “cliente” 

de Hsp90 participan en la carcinogénesis de la próstata incluyendo HER-2, EGFR, 

CDK4, AKT, MEK, y en particular el receptor de adrógenos (AR) (Figura 8) (113). 

 

Figura 8. Principales vías de señalización desreguladas en cáncer de próstata. Ilustración 

esquemática y resumida que muestra el crosstalk entre las principales vías de señalización que participan en 

el desarrollo y progresión del CaP. Encerradas en rojo se encuentran las proteínas “cliente” de Hsp90. La 

inhibción de Hsp90 conduce a la interrupción simultánea de multiples vías de señalización. AKT; proteína 

cinasa B/Akt; ARE, elementos de respuesta a andrógeno; AR, receptor de andrógeno; DHT, 

Dihidrotestosterona; ERK, cinasa regulada por señales extracelulares.; 4E-BP1, factor 4e eucariótico de 

iniciación de la traducción de unión a proteína 1; IRS, Substrato de receptor de insulina; MEK, Cinasa 

MAPK/ERK; PI3K, Fosfoinositol 3-cinasa; PDK1, proteína cinasa 1 dependiente de fosfoinositido; PIP2, 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; PIP3, fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato; PTEN, fosfatasa y homólogo de tensina; 

RAF,  fibrosarcoma acelerado rápidamente; RAS, oncogen de sarcoma de rata; RTK receptor de tirosina 

cinasa; S6K, Cinasa S6; mTOR, blanco de rapamicina en mamíferos. 
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El cáncer de próstata (CaP) es un padecimiento caracterizado por la activación 

persistente del eje andrógeno-AR (89,95,113). La inhibición de Hsp90 en el CaP 

proporciona un enfoque distinto y multifacético en comparación con los agentes 

quimioterpeúticos actuales tales como el acetato de abiraterona que bloquea la 

síntesis de andrógenos o el agente MDV3100 que inhibe la unión de andrógenos a 

su receptor (113). Los iHsp90 promueven la degradación del AR y suprimen el 

crecimiento dependiente de hormonas de las células tumorales (89). Sin embargo la 

inhibición de Hsp90 en el CaP parece ser poco efectiva (Tabla 2) (113).  

El IPI-504 (retaspimicina), un derivado hidrosoluble del 17-AAG, no fue eficaz 

como monoterapia en el CaP en un ensayo clínico Fase II (114).  Por otro lado, no 

se observó ningún beneficio en un ensayo cliníco fase II con el inhibidor 17-AAG 

en pacientes con CaP (106). Estos resultados son consistentes con los 

experimentos en ratones que mostraron que el 17-AAG favorece el cremiento del 

CaP en los huesos (115).  Muchos de los iHsp90 que han sido ampliamente 

evaluados en el CaP no pudieron proporcionar pruebas convincentes de actividad 

antitumoral en los ensayos clínicos (113). 

El diseño de terapias eficaces basadas en la inhibición de Hsp90 requiere de una 

comprensión adecuada de los mecanismos moleculares por los cuales los tumores 

no siempre responden al tratamiento (108).  Hay que considerar muchos aspectos, 

tales como la conformación de Hsp90, variaciones en el metabolismo del fármaco, 

los efectos de la inhibición de Hsp90 tanto en la fisiología normal como en la de 

células tumorales, la capacidad de causar quiescencia celular o apoptosis, y las 

diferencias en la acción del inhibidor sobre las diversas isoformas de Hsp90 
(108). En la Tabla 3 se muestran los mecanismos de resistencia a los iHsp90 

reportados hasta la fecha.  
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Tabla 3. Resumen de los mecanismos de resistencia a los inhibidores de Hsp90 

Mecanismo Comentarios 
Relevancia en tumores 

humanos 
Referencias 

Hsp90 latente 

(monomérica) 

Casi todos los tumores poseen 

preferentemente Hsp90 en un complejo 

multi-chaperónico con alta afinidad por 

iHsp90 

Los monómeros de Hsp90 tienen baja 

afinidad por los iHsp90 

Moulick et al. (116) 

Kamal et al. (92) 

Mutaciones de Hsp90 

Estudios genéticos en levadura y en 

células de mamíferos revelaron cierto 

grado de resistencia a los inhibidores del 

dominio N-terminal de Hsp90 

A la fecha no hay evidencia de 

resistencia como consecuencia de 

mutaciones en humanos 

Millson et al. (117) 

McLellan et al. (118) 

David et al. (119)  

MDR 

sobre-expresión de P-gp 

Únicamente relevante para los 

inhibidores derivados de la 

geldanamicina 

Los iHsp90 derivados de purinas y de 

pirazol no son sustrato de la P-pg 

Kim et al. (120) 

Benchekroun et al. (121) 

Zhang et al. (122) 

Sub-expresión de NQO1 

Únicamente relevante para los 

inhibidores derivados de la 

geldanamicina 

Incierto 

Guo et al. (123) 

Gaspar et al. (124) 

Kelland et al. (125) 

Inducción respuesta de 

choque térmico por 

HSF-1 

Los inhibidores del dominio N-terminal de 

Hsp90 aumentan los niveles de 

chaperonas (Hsp27 y Hsp70) que 

favorecen la sobrevivencia a través de 

HSF-1 

Una terapias combinada adecuada podría 

evitar la inducción de la respuesta de 

choque térmico por HSF-1 

Powers et al. (126) 

McCollum et al. (127) 

Modificaciones post-

traduccionales de 

Hsp90 

Un estado de fosforilación alterado de la 

Hsp90 es un probable mecanismo de 

resistencia 

Incierto 

Scroggins et al. (128) 

Mollapour et al. (129) 

Kurokawa et al. (130) 

Niveles de co-

chaperonas 

Las co-chaperonas tienen diferentes 

efectos sobre las propiedades y la 

actividad de Hsp90 

Se ha demostrado que la pérdida o la 

subexpresión de algunas co-chaperonas 

vuelve a las células hipersensibles a los 

inhibidores del dominio N-terminal de 

Hsp90 

Piper et al. (131) 

Holmes et al. (132) 

Forafonov et al. (133) 

Isoformas de Hsp90 

Distinta capacidad para activar algunas 

proteínas “cliente” y diferente 

selectividad  de los iHsp90 por las 

isoformas 

Aún no se esclarece si la inhibición 

selectiva de isoforma será ventajosa para 

un tipo particular de cáncer 

Millson et al. (134) 

Chan et al. (135) 
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vii. Expresión de las principales isoformas citoplásmicas de 

Hsp90 en tumores 

 

Las funciones específicas de las principales isoformas citoplásmicas de Hsp90 

(Hsp90α y Hsp90β) aún no han sido esclarecidas en su totalidad, sin embargo se 

ha encontrado una expresión alterada de éstas isoformas en los diferentes tipos 

de cáncer (137).  

Ogata et al. demostraron que en los tumores pancreáticos crónicos y malignos 

había una marcada expresión de Hsp90α, mientras que los tumores benignos no 
(138). Además, la sobreexpresión de Hsp90α se ha asociado con un mal pronóstico 

en el cáncer de mama, carcinoma pancreático y en la leucemia (139,140,141,142).  En 

pacientes con lupus eritematoso sistémico, la enfermedad se asoció con una 

mayor transcripción Hsp90β (143). Se ha demostrado que la expresión de Hsp90β 

se ve aumentada en tumores crónicos (138). Además, la expresión de Hsp90β está 

implicada en la resistencia a múltiples fármacos, debido a que ésta isoforma es 

capaz de interaccionar con la glicoproteína-P, un componente clave en el 

desarrollo de resistencia a múltiples agentes quimioterapeúticos (144). 

Se ha descrito que las isoformas tienen distinta capacidad para activar a sus 

proteínas cliente, además ambas isoformas difieren en su selectividad por los 

iHsp90 (134,135). Por ejemplo: Hsp90α es más eficaz para activar a la proteína v-Src, 

que Hsp90β (134); por otro lado, la Hsp90α extracelular interactúa y regula la 

actividad de la metaloproteinasa de matriz  2 (MMP2) (145). 

A pesar de que toda la evidencia sugiere una función diferencial de las isoformas, 

Hsp90α y Hsp90β, en la progresión del fenotipo maligno, todavía no es claro si un 

inhibidor isoforma-específico de Hsp90 sería más beneficioso en un tipo particular 

de cáncer (136). Se requieren estudios que permitan dilucidar la función individual 

de Hsp90α y Hsp90β en diversas vías de señalización, así como su papel en la 

biología del cáncer. 

En el CaP la expresión de las diferentes isoformas de Hsp90 no ha sido 

determinada ni su implicación funcional en la regulación de sus proteínas cliente.  
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Si la actividad y expresión de Hsp90α y Hsp90β se ven afectadas como 

consecuencia del tratamiento con un iHsp90 (inespecífico de isoforma), la 

actividad y expresión de las proteínas “cliente” de cada isoforma también se verán 

afectadas. Esto podría tener diferentes consencuencias sobre la progresión, 

agresividad (invasión y metástasis) y desarrollo de resistencia a los iHsp90 en el 

cáncer de próstata.  

Esto destaca la importancia de investigaciones dirigidas a estudiar mecanismos 

moleculares isoforma-dependiente de Hsp90 que pueden explicar y mejorar la 

terapia basada en la inhibición de Hsp90. 
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La inhibición de Hsp90 conduce a la interrupción de múltiples vías de señalización 

y redes de transcripción en el cáncer de próstata, un padecimiento caracterizado 

por la activación persistente del eje andrógeno-receptor de ándrogeno. Sin 

embargo, en el CaP ha sido poco explorado el papel específico de las principales 

isoformas citoplásmicas de Hsp90, Hsp90α y Hsp90β; las cuales podrían 

determinar o conducir a niveles variables de resistencia a los inhibidores de 

Hsp90, tales como los derivados de la geldanamicina. 
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Hipótesis 

El perfil de expresión de Hsp90α y Hsp90β dictaminará la resistencia al efecto pro-

apoptótico y anti-proliferativo del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, en células de 

cáncer de próstata. 
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Objetivo General  

 

Determinar si la expresión de las isoformas, Hsp90α y Hsp90β, participan en la 

resistencia intrínseca o adquirida al inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, en líneas 

celulares de cáncer de próstata. 

 

Objetivos Particulares 

 

1. Evaluar el efecto del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, sobre la viabilidad de 

las líneas celulares de próstata PrEC, PC-3 y DU145. 

 

2. Estudiar el efecto del inhibidor 17-DMAG sobre los niveles de expresión de 

las proteínas Hsp90T, Hsp90α, Hsp90β, co-chaperonas y algunas proteínas 

“cliente” de Hsp90, en las líneas celulares de próstata, a través de ensayos 

de Western blot. 

 

3. Mediante ensayos de herida, evaluar la migración celular de las líneas de 

próstata tratadas con el inhibidor 17-DMAG. 

 

4. Estudiar los cambios en el ciclo celular de las líneas celulares de próstata 

tratadas con 17-DMAG mediante la tinción con yoduro de propidio.  

 

5. Mediante tinción nuclear don DAPI, evaluar la integridad del ADN de las 

líneas celulares de próstata, tratadas con 17-DMAG.  
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i. Reactivos 

Los medios de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (D-

MEM F-12) y Dulbecco's Modified Eagle Medium (D-MEM), así como el suero fetal 

bovino (SFB), tripsina, antibiótico y otros suplementos, se obtuvieron de Gibco-

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). El bromuro de metiltiazolildifenil-

tetrazolio (MTT) (Cat. M-5655), el yoduro de propidio (Cat. P4170) y el 4',6-

diamidino-2-fenilindol, dihidrocloruro (DAPI) (Cat. D9542-1MG) se adquirieron de 

Sigma-Aldrich. El inhibidor de Hsp90, 17-(2-dimetil-aminoetil)-amino-17-dimetoxi-

geldanamicina (17-DMAG) (Cat. 100069) y la RNAsa (Cat. 556746) se obtuvieron 

de Calbiochem. Todos los buffers, reactivos para Western blot, el Kit Immobilon 

Western Chemiluminescent HRP Substrate (Cat. WBKLS0500) y el Kit DC Protein 

Assay (Cat. 500-0116) se obtuvieron de Bio-Rad Laboratories (Herpes, CA, USA). 

El RIPA Lysis Buffer (Cat. 20-188) y el Blot-QuickBloker Reagent (Cat. WB57) se 

adquirieron de Millipore. La membrana de difluoro polivinilideno (PVDF) (Cat. 

NEF1002) se adquirió de PerkinElmer. 

 

Anticuerpos utilizados:  

i. Anticuerpos primarios: anti-pmTOR pS2448 (Cat. 441125G, Invitrogen) 

(1:1000); anti-GAPDH (Cat. (FL-335): sc-25778, Santa Cruz Biotechnology) 

(1:500); anti-Hsp90T (Cat. NBP2-12878, Novus Biologicals) (1:5000); anti-

Hsp90α (Cat. AB82588, Abcam) (1:2000); anti-Hsp90β (Cat. AB32568, 

Abcam) (1:2000); anti-Hsp70 (Cat. AB9920, Millipore) (1:2500); anti-Hsp27 

(Cat. MAD88051, Millipore) (1:1000); anti-HIF-1α (Cat. ABE279, Millipore) 

(1:500); anti-Bcl-2 (Cat. 05-729, Millipore) (1:500); anti-Bax (Cat. 06-499, 

Millipore) (1:800); anti-PARP (Cat. AB16661, Millipore) (1:500); anti-

caspasa 3 (Cat. 60-6663-82, eBioscience) (1:250). 

 

ii. Anticuerpos secundarios acoplados a HRP: anti-mouse (Cat. F2612, Santa 

Cruz) (1:10000), anti-rabbit (Cat. AP132p, Millipore) (1:20000), anti-goat 

(Cat. V805A, Promega) (1:10000). 
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ii. Estrategía experimental  

Se evaluó el efecto del inhibidor de Hsp90 (17-DMAG) sobre la viabilidad de las 

líneas celulares de próstata. Posteriormente se evaluó el perfil de expresión de 

Hsp90α y Hsp90β y la migración de las líneas celulares de prósta tratadas con 17-

DMAG. Además se estudiaron los cambios en el ciclo celular de las líneas 

celulares de próstata tratadas con 17-DMAG. Los hallazgos fueron validados 

mediante la tinción nuclear con DAPI.   

         

Figura 9. Estrategia experimental.  Se emplearon tres líneas celulares de próstata con genotipo diferente 

para el gen PTEN. PrEC es una línea normal de próstata, mientras que PC-3 y DU145 son líneas celulares de 

cáncer de próstata. ADN, ácido de desoxirribonucleico; DAPI, 4',6-diamidino-2-fenilindol, dihidrocloruro; DU145, 

línea celular de cáncer de próstata, de Homo sapiens, derivada de sitio metástasico (cerebro), carcinoma; MTT, 

metiltiazolildifenil-tetrazolio; PC-3, línea celular de cáncer de próstata, de Homo sapiens, derivada de sitio 

metástasico (hueso), grado IV adenocarcinoma; PrEC, línea celular epitelial de próstata normal de Homo 

sapiens; PTEN, gen que codifica para la proteína PTEN (fosfatasa y homólogo de tensina).  

 

iii. Cultivo celular 

Las líneas celulares empleadas en éste estudio fueron PrEC, PC-3 y DU145. Las 

células PrEC y PC-3 se mantuvieron en el medio de cultivo D-MEM F-12 con 

antibiótico-antimicótico 1X, con 10% de SFB. Las células DU145 se mantuvieron 

en el medio D-MEM, antibiótico-antimicótico 1X, con 10% de SFB. Todas las 

líneas celulares se mantuvieron a 37°C en una atmosféra de CO2 al 5%. En la 
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Tabla 4 se presenta en detalle las características de las líneas celulares 

reportadas en la literatura (146).  

 

Tabla 4. Características genotípicas y fenotípicas de las líneas celulares de próstata 

empleadas (146) 

Línea celular  PTEN* Sensibilidad a andrógenos Metástasis 

PrEC +/+ ++++ - 

PC-3 -/- - ++++ 

DU145 +/- - ++ 

*PTEN: gen que codifica para la proteína supresora de tumor fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfato-3-fosfatasa. 

 

El inhibidor 17-DMAG fue empleado en los ensayos de inhibición. El 17-DMAG se 

disolvió en PBS 1X y se almancenó a -20ºC. El inhibidor siempre fue protegido de 

la luz. 

 

iv. Determinación de la viabilidad celular a través del 

compuesto bromuro de metiltiazolildifenil-tetrazolio (MTT) 

La viabilidad celular se evaluó con MTT. Las células fueron cultivadas en placas 

de 96 pozos hasta que alcanzaron una confluencia del 75%. 24 horas antes del 

tratamiento, se reemplazó el medio de cultivo con medio sin antibiótico y sin SFB. 

Transcurridas las 24 horas, se trataron las células con 17-DMAG (50 ηM - 1.0 μM). 

20 μL/pozo de MTT (5 mg/mL) fueron añadidos depués de haber transcurrido 0, 

18, 36, 54, 72 horas después de la administración del iHsp90. Las células con 

MTT eran incubadas durante 4 horas a 37ºC, transcurrido ese tiempo, los cristales 

formados eran disueltos con 150 μL de DMSO al 10%. La absorbancia fue 

determinada en un espectrofotómetro (longitud de onda 570 nm).  

 

v. Inmunodetección por Western blot 

Se sembraron y cultivaron las células de próstata en cajas petri P60 hasta que se 

alcanzó una confluencia celular del 85%. Una vez alcanzada la confluencia, se 
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sincronizaron las células con medio de cultivo sin SFB y sin antibiótico durante 24 

horas. Transcurridas las 24 horas, se trataron las células con el iHsp90, 17-DMAG.  

Se extrajo proteína total de las células no tratadas y tratadas con 17-DMAG.  Para 

ello se utilizó un buffer de lisis, constituido por RIPA, inhibidor de proteasas e 

inhibidor de fosfatasas. Después de haber obtenido los homogenados, éstos se se 

centrifugaron a 13,000 x g/20 minutos a 4°C. Se obtuvo el sobrenadante y se 

determinó la concentración de proteínas por el método de Lowry. Los extractos 

proteicos se almacenaron a -20°C. 

La electroforesis se realizo en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 10%, 

empleando 30 μg de proteína. La condiciones electroforéticas fueron 60 volts por 

30 minutos para el gel concentrador y 120 volts por 90 minutos para el gel 

separador.  

Al finalizar la electroforesis las proteínas se transfirieron en un Transblot (método 

semi-seco) a una membrana de PVDF. Las condiciones de transferencia fueron 10 

volts por 150 minutos. 

Las membranas se bloquearon con leche (Blot-QuickBloker) al 5% en buffer salino 

de tris (TBS); se bloqueó durante 1 hora a temperatura ambiente. Se incubaron a 

4°C durante toda la noche los anticuerpos primarios. Por otro lado los anticuerpos 

secundarios se incubaron 1 hora a temperatura ambiente. Después de la 

incubación de los respectivos anticuerpos se le hicieron seis lavados con buffer 

TBS-T a las membranas. Se realizó la inmunodetección de las proteínas sobre la 

membrana y se expusieron las placas radiográficas sobre la quimioluminiscencia. 

Las placas radiográficas se revelaron y se fijaron. Las proteínas se cuantificaron 

por análisis densitométrico.  

 

vi. Migración celular mediante ensayo de cierre de herida  

La migración celular se evaluó mediante el ensayo de cierre de herida en placas 

de 24 pozos. Cuando se alcanzó una confluencia celular del 90%, se reemplazó el 

medio de cultivo con medio nuevo, esta vez sin SFB y sin antibiótico. Después de 
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24 horas se reemplazó nuevamente el medio con medio de cultivo con SFB al 

10% y se realizó una herida sobre la monocapa celular empleando una punta de 

micropipeta de 20 µL. Una vez que la herida fue hecha, se retiro el medio de 

cultivo y se realizaron lavados con PSB 1X. Posteriormente se trataron las células 

con el inhibidor de Hsp90 17-DMAG. Empleando un microscopio invertido (Marca 

Leica) se obtuvieron microfotografías de la herida a tiempos de 0 h, 24 h y 48 h 

con y sin tratamiento (17-DMAG 500 ηM). 

 

vii. Determinación del ciclo celular por citometría de flujo 

(tinción con yoduro de propidio) 

Se sembraron y cultivaron las células de próstata en cajas petri P60 hasta que se 

alcanzó una confluencia celular del 75%. Una vez alcanzada la confluencia, se 

sincronizaron las células con medio de cultivo sin SFB y sin antibiótico durante 24 

horas. Pasadas las 24 horas, se trataron las células con el con 17-DMAG. 

Transcurridas las horas del tratamiento con el 17-DMAG, se retiró el medio y se 

hicieron lavados con PBS 1X atemperado a 37ºC. Se agregó tripsina 1X a cada 

caja y se dejó actuar el tiempo mínimo necesario para que las células se 

desprendieran de la superficie de la placa. Una vez que las células se 

desprendieron, se neutralizó la tripsina con medio de cultivo con SFB al 10%. Se 

recolectó la suspención celular en tubos y se centrifugó a 1110 x g por 5 minutos. 

Se desecho el sobrenadante y se resuspendió el botón de células en 5mL de PBS 

frío. Se centrifugó nuevamente (1110 x g/5 minutos). El sobrenadante fue aspirado 

y se resuspendió el botón de células, esta vez en 85μL de PBS frío. 

Posteriormente se agregaron 700μL de etanol frío al 80%. Las muestras se 

pasarón a tubos de FACS y se centrifugaron a 1110 x g durante 5 min. Se 

resuspendieron las muestras en 500 μL de solución de tinción (buffer de citrato de 

sodio al 1.1%, RNAsa 1.0 mg/mL, yoduro de propidio 0.01 mg/mL) y se incubaron 

en la obscuridad a 37ºC por tres horas. Finalmente, se leyeron las muestras en el 

citómetro de flujo. 
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viii. Determinación de la integridad del ADN a través de la 

tinción nuclear con el compuesto 4',6-diamidino-2-

fenilindol, dihidrocloruro (DAPI) 

Se sembró la cantidad adecuada de células sobre cubreobjetos para obtener una 

confluencia aproximada del 80%. Se sincronizaron las células con medio de cultivo 

sin SFB y sin antibiótico durante 24 horas. Pasadas las 24 horas, se reemplazó el 

medio de cultivo con medio con 17-DMAG. Transcurridas las horas del tratamiento 

con el 17-DMAG, se retiró el medio y se hicieron lavados con PBS 1X. 

Posteriormente se fijaron las células con paraformaldehído al 4.0% (preparado en 

PBS), durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después se lavaron las células 

con PBS 1X y se incubaron las células con triton X-100 0.1% (preparado en PBS), 

a temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente se lavaron las células 

con PBS 1X y se tiñeron con con DAPI (1.0 µg/µL) por 30 minutos a temperatura 

ambiente. Finalmente se montaron los cubreobjetos en los portaobjetos 

empleando medio de montaje. Las imagénes se obtuvieron por microscopia de 

fluorescencia (AxioImager, Zen Software, Carl Zeiss). 

 

ix. Análisis estadístico  

Para el análisis estadístico se empleó el software Graphpad Prism 6. Los 

experimentos se hicieron por triplicado. Los resultados se expresan como la media 

± error estándar. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor p 

fue menor a 0.05 empleando una prueba de t de student y/o de varianza. 

Asimismo para la representación gráfica de los datos se utilizó el software 

Graphpad Prism 6. 
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i. Efecto del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, sobre la viabilidad 

celular en líneas celulares de cáncer de próstata  

PrEC, PC-3 y DU145 son líneas celulares de próstata con diferente genotipo para 

el gen PTEN (Tabla 4), el principal regulador negativo de la vía de señalización 

PI3K-AKT-mTOR. La vía PI3K-AKT-mTOR regula y modula el crecimiento, la 

supervivencia y la proliferación celular. Evidencia emergente ha demostrado un 

papel clave del eje de señalización PI3K-AKT-mTOR en el desarrollo y 

mantenimiento de CaP.  

PrEC es una línea normal de próstata mientras que PC-3 y DU145 son líneas 

celulares de cáncer de próstata que difieren en su capacidad invasiva y en su 

capacidad para generar metástasis en modelos in vivo (Tabla 4).  Es importante 

mecionar que PC-3 al ser una línea celular de cáncer de próstata con genotipo 

PTEN -/- es mucho más agresiva y metastásica que la línea celular DU145 con 

gentipo PTEN +/-. 

Con la finalidad de determinar el efecto del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, sobre la 

viabilidad de las tres líneas celulares con diferente genotipo, se empleó el ensayo 

de MTT. Se evaluaron diferentes concentraciones del iHps90 [50 ηM - 1.0 μM] a 

diferentes tiempos (0 h - 72 h). Todas las concentraciones evaluadas 

disminuyeron el crecimiento de las tres líneas celulares, sin embargo se observó 

que la disminución de la viabilidad fue tiempo-dependiente (Figura 10).  

Por el contrario, no se observó una relación clara entre la concentración del 

iHsp90 y la disminución de la viabilidad celular en las tres líneas celulares. De 

manera interesante, casi todas las concentraciones evaluadas condujeron al 

mismo porcentaje de viabilidad celular después de 72 horas de tratamiento con el 

iHsp90 en cada una de las líneas celulares (Figura 10). 
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         C 

     
Figura 10. Efecto del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, sobre la viabilidad celular en líneas celulares de 

próstata. Las líneas celulares de próstata PrEC (A), PC-3 (B) y DU145 (C) fueron incubadas con diferentes 

concentraciones de 17-DMAG [50 ηM - 1.0 μM], durante varios intervalos de tiempo (0 h - 72 h). La viabilidad celular fue 

evaluada mediante MTT. Los datos representados en porcentaje son la media ± error estandar de cuatro experimentos 

diferentes. p < 0.0001 en todos los casos usando anova de dos vías y prueba de comparación múltiple de Dunnett para la 

comparación entre el control (0 h) y cada intervalo de tiempo, para una sola concentración de 17-DMAG. 

 

 

A 500 ηM se observaron diferencias estadísticamente significativas entre las tres 

líneas celulares (Figura 11). A las 18 horas se observó que el iHsp90 no es capaz 

de disminuir la viabilidad celular de PC-3 (Figura 11.B). Por otro lado el 17-DMAG 

redujo a casi un 80% la viabilidad de las líneas celulares PrEC y DU145 después 

de 18 horas de tratamiento (Figura 11.B). Curiosamente, después de 72 horas de 

tratamiento con 500 ηM del iHsp90, las tres líneas celulares alcanzaron el mismo 

porcentaje de viabilidad celular.  

Debido a estas observaciones se seleccionó la concentración de 500 ηM de 17-

DMAG y los tiempos 18 h (inhibición aguda) y 72 h (inhibición crónica) para los 

experimentos posteriores. 
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              A 

   

              B 

   
Figura 11. Diferencias estadísticamente significativas en la viabilidad celular de las líneas celulares de 

próstata a una concentración de 500 ηM. (A) Se muestran los cambios en la viabilidad celular de las líneas 

celulares PrEC, PC3 y DU145 tratas con una concentración de 500 ηM de 17-DMAG. Los datos representados en 

porcentaje son la media ± error estandar de cuatro experimentos diferentes. p < 0.0001 en todos los casos usando anova 

de dos vías y prueba de comparación múltiple de Dunnett para la comparación entre el control (0 h) y cada intervalo de 

tiempo. (B) Se hallaron diferencias estadísticamente significativas entre las líneas celulares de próstata a 18 h de 

tratamiento con 500 ηM de 17-DMAG. Los datos representados en porcentaje son la media ± error estandar de cuatro 

experimentos diferentes. p < 0.0001 en todos los casos usando anova de dos vías y prueba de comparación múltiple de 

Tukey para la comparación entre las líneas celulares de próstata a cada intervalo de tiempo. 
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ii. Efecto del inhibidor 17-DMAG sobre los niveles relativos de 

las proteínas Hsp90α, Hsp90β, cochaperonas y proteínas 

“cliente” de Hsp90 en líneas celulares de cáncer de próstata  

El siguiente objetivo fue determinar el efecto del inhibidor 17-DMAG [500 ηM] 

sobre el perfil de expresión de Hsp90T y de las principales isoformas 

citoplásmicas de Hsp90, Hsp90α y Hsp90β, en las líneas celulares de próstata, a 

través de ensayos de Western blot. 

El tratamiento indujo la sobreexpresión de Hsp90 total (Hsp90T) tanto en la línea 

celular PrEC como en PC-3 (Figura 12.A y 12.E). Por otro lado, la línea celular 

DU145 sobreexpresó Hsp90T a las 18 h, sin embargo a las 72 h de tratamiento, la 

expresión de Hsp90T fue reestablecida (Figura 12.D) 

De manera general se observa (Figura 12) que el iHsp90, 17-DMAG, indujo 

cambios en el perfil de expresión de las isoformas de Hsp90 en las tres líneas 

celulares de próstata.  

De manera interesante se observó que la sobreexpresión de Hsp90α fue 

directamente proporcional al tiempo de inhibición de Hsp90 en las líneas celulares 

PrEC y PC-3 (Figura 12.A y 12.E). Por el contrario, la línea celular DU145 sólo 

sobreexpresó Hsp90α después de 18 horas de tratamiento con el iHsp90.  
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Figura 12. Efecto de la inhibición de Hsp90 sobre el perfil de expresión de Hsp90T, Hsp90α y Hsp90β. 

Las líneas celulares de próstata PrEC, PC-3 y DU145 fueron tratadas con el inhibidor de Hsp90, 17-DMAG [500 ηM] por 18 

h y 72 h. (A) El efecto de la inhibición de Hsp90 sobre los perfiles de expresión de Hsp90T, Hsp90α y Hsp90β fue evaluado 

por Western blot. Se muestra de manera gráfica los niveles relativos de Hsp90 y de sus principales isoformas citoplásmicas 

en las líneas celulares PrEC (B), PC-3 (C) y DU145 (D). Los datos representados son la media ± error estandar de tres 

experimentos diferentes. Las p se calcularon usando anova de dos vías y prueba de comparación múltiple de Dunnett para 

la comparación entre el control (0 h) y cada tiempo de cada proteína. (E) Se muestra de manera gráfica y resumida, el 

efecto del 17-DMAG sobre el perfil de expresión de Hsp90α y Hsp90β en las tres líneas celulares de próstata. Para el 

análisis estadístico, se normalizaron los valores con el respectivo control de cada línea y cada proteína. Las p se calcularon 

usando anova de dos vías y prueba de comparación múltiple de Sidak para la comparación entre las isoformas. 

 

Curiosamente, después de 72 horas de tratamiento, la expresión de Hsp90α fue 

reestablecida en la línea celular DU145.  
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Se observó una ligera sobreexpresión de Hsp90β como consecuencia del 

tratamiento con el 17-DMAG en la línea celular PrEC (Figura 12.B). Por otra parte, 

no se observaron cambios estadísticamente significativos en el perfil de expresión 

de Hsp90β en la línea celular PC-3 (Figura 12.C). Cabe destacar que el 

tratamiento con el iHsp90, 17-DMAG, indujo la subexpresión de Hsp90β en la 

línea celular DU145 (Figura 12.D) 

Posteriormente se quisó evaluar el efecto del inhibidior 17-DMAG sobre el perfil de 

expresión de la co-chaperonas Hsp27 y Hsp70 (Figura 13). El iHsp90 indujo la 

sobreexpresión tanto de Hsp27 como de Hsp70 en las líneas celulares PrEC y PC-

3 (Figura 13.B y 13.C). Ésta sobreexpresión fue directamente proporcional al 

tiempo de inhibición de Hsp90.  

No obstante, la inhibición de Hsp90 en la línea celular DU145 indujo la 

sobreexpresión de Hsp70 después de 18 horas de tratamiento (Figura 13.D). Sin 

embargo tras 72 horas de inhibición de la Hsp90, los niveles de expresión de 

Hsp70 fueron restablecidos en la células DU145 (Figura 13.D). En cambio, Hsp27 

sólo fue sobreexpresada después de 72 horas de tratamiento con el 17-DMAG en 

la línea celular DU145 (Figura 13.D). 
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Figura 13. Efecto de la inhibición de Hsp90 sobre el perfil de expresión de las co-chaperonas Hsp70 y 

Hsp27. Las líneas celulares de próstata PrEC, PC-3 y DU145 fueron tratadas con el inhibidor de Hsp90, 17-DMAG [500 

ηM] por 18 h y 72 h. (A) El efecto de la inhibición de Hsp90 sobre los perfiles de expresión de Hsp70 y Hsp27 fue evaluado 

por Western blot. Se muestra de manera gráfica los niveles relativos de Hsp70 y Hsp27 en las líneas celulares PrEC (B), 

PC-3 (C) y DU145 (D). Los datos representados son la media ± error estandar de tres experimentos diferentes. Las p se 

calcularon usando anova de dos vías y prueba de comparación múltiple de Dunnett para la comparación entre el control (0 

h) y cada tiempo de cada proteína. (E) Se muestra de manera gráfica y resumida, el efecto del 17-DMAG sobre el perfil de 

expresión de Hsp70 y Hsp27 en las tres líneas celulares de próstata. 

 

Además se evaluó el efecto del inhibidior 17-DMAG sobre el perfil de expresión de 

HIF-1α y los niveles relativos de pmTOR (Figura 14). El tratamiento con el iHsp90 

condujo a la disminución de los niveles de pmTOR de una manera tiempo-
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dependiente en la línea celular PrEC (Figura 14.B). Sucedió lo opuesto para la 

línea celular PC-3, donde la abundancia de pmTOR fue directamente proporcional 

al tiempo de inhibición de Hsp90 (Figura 14.C). Por otro lado, no se detectó 

pmTOR en la línea celular DU145. 

Tanto para la línea celular PrEC como PC-3, el 17-DMAG indujo la 

sobreeexpresión de HIF-1α. La inhibición de Hsp90 en la línea celular DU145 

indujo la sobreexpresión de HIF-1α después de 18 horas de tratamiento (Figura 

14.D). Sin embargo, tras 72 horas de inhibición de la Hsp90, los niveles de 

expresión de HIF-1α fueron restablecidos en la células DU145 (Figura 14.A y 

14.D). 
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Se evaluó el efecto de la inhibición de Hsp90 sobre el perfil de expresión de la 

proteína anti-apoptótica Bcl-2 y la proteína pro-apoptótica BAX (Figura 15).  

No se detectó a la proteína Bcl-2 en la línea celular PrEC en ninguna de las 

condiciones (Figura 15.A y 15.B). Por el contrario, tras 18 horas de tratamiento con 

el iHsp90, se encontró una ligera sobreexpresión de la proteína BAX en las células 

PrEC, sin embargo a las 72 horas de tratamiento, el perfil de expresión de ésta 

proteína se reestableció (Figura 15.A y 15.C). 

La proteína Bcl-2 fue sobreexpresada tras 72 horas de tratamiendo con el 17-

DMAG en la línea celular PC-3 (Figura 15.A y 15.B). Por otra parte, la ligera 

expresión de BAX se mantuvo casi igual en los tres tiempos evaluados en las 

células PC-3 (Figura 15.A y 15.C). 

Se encontró una marcada sobreexpresión de las proteínas Bcl-2 y BAX en la línea 

D 

 

E 

 

Figura 14. Efecto de la inhibición de Hsp90 sobre el perfil de expresión de HIF-1α y los niveles 

relativos de p-mTOR (pS2448). Las líneas celulares de próstata PrEC, PC-3 y DU145 fueron tratadas con el inhibidor 

de Hsp90, 17-DMAG [500 ηM] por 18 h y 72 h. (A) El efecto de la inhibición de Hsp90 sobre el perfil de expresión de HIF-

1α y los niveles relativos de p-mTOR fue evaluado por Western blot. Se muestra de manera gráfica los niveles relativos de 

HIF-1α y p-mTOR en las líneas celulares PrEC (B), PC-3 (C) y DU145 (D). Los datos representados son la media ± error 

estandar de tres experimentos diferentes. Las p se calcularon usando anova de dos vías y prueba de comparación múltiple 

de Dunnett para la comparación entre el control (0 h) y cada tiempo de cada proteína. (E) Se muestra de manera gráfica y 

resumida, el efecto del 17-DMAG sobre el perfil de expresión de HIF-1α y los niveles relativos de p-mTOR en las tres 

líneas celulares de próstata. 
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celular DU145 únicamente tras 72 horas de tratamiento con el 17-DMAG (Figura 

15).  

 

 

              A  

 

               
              B  

         
               
 
 
 
 

0 18 72 0 18 72 0 18 72
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

Tiempo de inhibición de Hsp90 (horas)

D
.O

. B
cl

-2
 / 

G
A

P
D

H
 

Niveles relativos de la proteína Bcl-2 en las líneas celulares 
de próstata tratadas con 17-DMAG [500 M]

PrEC PC-3 DU145

****
****

p < 0.0001****



Mejía‐Hernández J. O. (2017). Hsp90α y Hsp90β durante el efecto anti‐proliferativo y pro‐apoptótico del 17‐DMAG en 

líneas celulares de CaP 

72
 

              C 

         
 

Figura 15. Efecto de la inhibición de Hsp90 sobre el perfil de expresión de la proteína anti-apoptótica 

Bcl-2 y la proteína pro-apoptótica BAX. Las líneas celulares de próstata PrEC, PC-3 y DU145 fueron tratadas con 

el inhibidor de Hsp90, 17-DMAG [500 ηM] por 18 h y 72 h. (A) El efecto de la inhibición de Hsp90 sobre el perfil de 

expresión de Bcl-2 y BAX fue evaluado por Western blot. Se muestra de manera gráfica los niveles relativos de Bcl-2 (B) y 

BAX (C) en las líneas celulares de próstata PrEC, PC-3 y DU145. Los datos representados son la media ± error estandar 

de tres experimentos diferentes. Para el análisis estadístico, se normalizaron los valores con el respectivo control de cada 

línea y cada proteína. Las p se calcularon usando anova de dos vías y prueba de comparación múltiple de Tukey para la 

comparación entre las líneas celulares de próstata. 

 

Finalmente se evaluó el efecto del inhibidior 17-DMAG sobre el perfil de expresión 

de las proteínas caspasa 3 y PARP (Figura 16).   

Al parecer la expresión de la caspasa 3 es inversamente proporcional al tiempo de 

inhibición de Hsp90 en la línea celular PrEC (Figura 16.A y 16.B). Por otro lado, se 

observó una subexpresión de la caspasa 3 en los grupos tratados con el iHsp90 

en la línea celular PC-3 (Figura 16.A y 16.B). No se observaron cambios en los 

niveles de expresión de la caspasa 3 en la línea celular DU145 (Figura 16.A y 

16.B).  

Únicamente se encontró a la proteína PARP en la línea celular PC-3. La ligera 

expresión de PARP parace ser directamente proporcional al tiempo de inhibición 

de Hsp90 (Figura 16.A y 16.C). Es importante mecionar que no se encontró PARP 

escindido en ningúna línea celular de próstata (datos no presentados).  
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Figura 16. Efecto de la inhibición de Hsp90 sobre el perfil de expresión de Caspasa 3 y PARP. Las 

líneas celulares de próstata PrEC, PC-3 y DU145 fueron tratadas con el inhibidor de Hsp90, 17-DMAG [500 ηM] por 18 h y 

72 h. (A) El efecto de la inhibición de Hsp90 sobre el perfil de expresión de caspasa 3 y PARP fue evaluado por Western 

blot. Se muestra de manera gráfica los niveles relativos de Caspasa 3 (B) y PARP (C) en las líneas celulares de próstata 

PrEC, PC-3 y DU145. Los datos representados son la media ± error estandar de tres experimentos diferentes. 

 

iii. Efecto del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, sobre la migración 

celular en líneas celulares de cáncer de próstata  

Se evaluó la capacidad de migración que poseen las líneas celulares de próstata 

mediante ensayos de cierre de herida (Figura 17). Las líneas celulares de próstata 

se trataron con el inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, durante 0, 24 y 48 horas 

respectivamente. Solamente se evaluó la migración de la línea celular PrEC a las 

48 horas porque a ese tiempo se observó que el grupo de células control (sin 17-

DMAG) fue capaz de cerrar la herida. Como era de esperarse las células control 

PrEC tardaron más en cerrar la herida que las células control de las líneas de 

cáncer de próstata. Las células control de las líneas celulares de cáncer de 

próstata fueron capaces de cerrar la herida a las 24 horas (Figura 17.B).  

La inhibición de Hsp90 condujo a una disminución en la capacidad migratoria de 

todas las líneas celulares de próstata. Sin embargo de las dos líneas celulares de 
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cáncer de próstata, la línea celular DU145 fue la más sensible a la inhibición de 

Hsp90, mientras que la línea celular PC-3 pareciera ser resistente al iHsp90, ya 

que fue capaz de migrar muchísimo más que DU145 (Figura 17.A).  

A 

a 

B 

 
Figura 17. Efecto del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, sobre la migración de las líneas celulares de CaP. 

Se evaluó de manera cualitativa la migración celular de las líneas celulares de próstata a través del ensayo de cierre de 
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herida. (A) Se evaluó la migración de las líneas celulares de cáncer de próstata PC-3 y DU145 tratadas (500 ηM 17-DMAG) 

y no tratadas a 0 h y 24 h. Magnificación 400X. (B) Se evaluó la migración de la línea celular normal de próstata PrEC 

tratada (500 ηM 17-DMAG) y no tratada a 0 h, 24 h y 48 h. Magnificación 400X. 

 

iv. Efecto del inhibidor 17-DMAG sobre el ciclo celular en líneas 

celulares de cáncer de próstata  

El efecto del inhibidor 17-DMAG sobre el ciclo celular de las líneas celulares de 

próstata fue determinado por tinción con yoduro de propidio y citometría de flujo.  

De manera general se observó que el iHsp90 condujo a cambios en el ciclo celular 

de las tres líneas celulares de próstata (Figura 18).  

En la línea celular PC-3, después de 72 horas de tratamiento con el 17-DMAG, se 

observó una disminución en el porcentaje de células en la fase G1 del ciclo celular 

y un aumento marcado en el porcentaje de células en la fase S del ciclo celular 

(Figura 18.A). 

De manera interesante el inhibidor de Hsp90 indujo el arresto en la fase G1 del 

ciclo celular de la línea celular DU145 después de 72 horas de tratamiento con el 

iHsp90 (Figura 18.A). 

Además, cabe destacar que el 17-DMAG indujo más muerte celular en la línea 

celular PC-3 que en DU145 (Figura 18.A). 

Por otro lado, el inhibidor 17-DMAG provocó el arresto de las células PrEC en la 

fase G2/M del ciclo celular después de 18 horas de tratamiento (Figura 18.B). 
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A

Línea celular  
Tiempo de inhibición de Hsp90 
con 17-DMAG [500 ηM] (horas) 

G1  (%) S (%) G2/M (%) Muertas (%) 

PC-3 

0* 60.4 27.9 11.7 0.0

18* 67.6 11.2 21.2 0.0

72* 49.0 34.5 16.5 29.8

DU145 

0 * 59.5 34.6 5.9 0.0

18 * 66.9 22.0 11.1 0.0

72* 82.4 13.8 3.8 9.5

* 10,000 eventos contados (por grupo)
 

 

B 
 

 

Figura 18. Efecto del inhibidor 17-

DMAG sobre el ciclo celular de las 

líneas celulares de CaP. Se muestran 

los cambios en el ciclo celular de las líneas 

celulares de próstata PrEC (B), PC-3 (A) y 

DU145 (A) tratadas con el inhibidor de 

Hsp90, 17-DMAG. La distribución del ciclo 

celular se midió por citometría de flujo 

utilizando yoduro de propidio. El 

porcentaje de las fases del ciclo celular se 

evaluó después de 18 h y 72 h del 

tratamiento. Se registraron 103 eventos por 

grupo. 
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v. Efecto del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, sobre la integridad 

del ADN en líneas celulares de cáncer de próstata  

Para corroborar los hallazgos encontrados por citometría de flujo y observar el 

efecto del inhibidor de Hsp90 sobre la integridad del ADN de las tres líneas 

celulares, se tiñó el ADN con el compuesto 4',6-Diamidino-2-Fenilindol, 

dihidrocloruro (DAPI).  

El 17-DMAG provocó la condensación del ADN en las tres líneas celulares de 

próstata tras 18 horas de tratamiento (Figura 19), no obstante, se encontró un 

mayor número de células con ADN condensado en las línea celular PC-3 (Figura 

19.B).  

Tras 72 horas de tratamiento con el iHsp90, tanto la línea celular PrEC como 

DU145 fueron capaces de recuperar la integridad de su ADN (Figura 19.A y 19.C). 

Sin embargo y de manera muy interesante, la línea celular PC-3 fue incapaz de 

esto y por el contrario, se observó fragmentación del ADN en un gran número de 

células (Figura 19.B). 
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Figura 19. Efecto del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, sobre la integridad del ADN de las líneas celulares de CaP. Las 

células no tratas y tratadas con 17-DMAG [500 ηM] se tiñeron con DAPI y se observaron bajo un microscopio fluorescente (400X). Se 

observan cambios morfológicos (condensación de la cromatina y fragmentación del ADN) en las células PrEC, PC-3 y DU145 . Se 

contaron al menos 150 células por grupo de tiempo, para cada línea celular. 
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En el CaP la expresión de las diferentes isoformas de Hsp90 no había sido 

determinada, ni su implicación en la resistencia (intrínseca o adquirida) al inhibidor 

de Hsp90 derivado de la geldanamicina, 17-DMAG. En el presente proyecto se 

asoció, por primera vez, la expresión de las proteínas Hsp90α y Hsp90β, con la 

resistencia al inhibidor 17-DMAG, en líneas celulares de CaP. Estos hallazgos son 

novedosos ya que sugieren que los iHsp90 (inespecíficos de isoforma) empleados 

en la clínica, podrían favorecer la progresión y agresividad (invasión y metástasis) 

de algunos subtipos de CaP, probablemente a través de las proteínas “cliente” que 

regula cada isoforma.  

 

i. Efecto del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, sobre la viabilidad 

celular en líneas celulares de cáncer de próstata  

Con base en la literatura, se seleccionaron tres líneas celulares de próstata: PrEC, 

PC-3 y DU145. Estas líneas celulares poseen diferente genotipo para el gen PTEN 

(Tabla 4), el principal regulador negativo de la vía de señalización PI3K-AKT-

mTOR (147).  

La evidencia emergente ha demostrado un papel clave del eje de señalización 

PI3K-AKT-mTOR en el desarrollo y mantenimiento del CaP (147). Se ha 

demostrado que la desregulación de la vía PI3K-AKT-mTOR como resultado de la 

pérdida de PTEN está asociada con la insensibilidad a andrógenos y con el 

desarrollo de cáncer de próstata resistente a la castración (CPRC) (147,148,149). 

Además, la vía de señalización PI3K-AKT-mTOR que se ve desregulada en la 

mayoría de los CaP avanzados, sirve como un nexo crítico en la integración de 

señales de crecimiento con procesos celulares tales como la síntesis de proteínas, 

la proliferación, la supervivencia, el metabolismo y la diferenciación (147). Por otro 

lado, los estudios preclínicos han elucidado que existe una interacción dinámica 

entre la vía de señalización PI3K-AKT-mTOR y el eje andrógeno-AR 
(149,150,151,152,153,154).  
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Una vez seleccionado el modelo experimental, se evaluó el efecto del inhibidor 17-

DMAG sobre la viabilidad de las tres líneas celulares de próstata con diferente 

genotipo.  

Se ha informado que la geldanamicina y sus análogos (17-AAG y 17-DMAG), 

poseen una actividad inhibitoria y afinidad de unión en el intervalo de 0.3-10.0 μM 
(50,99,155). Sin embargo en este estudio se evaluaron concentraciones en el rango 

de 50 ηm - 1.0 μM del inhibidor 17-DMAG, ya que se ha observado que la adición 

de los inhibidores en concentraciones nanomolares a los medios de cultivo, dan 

lugar a concentraciones micromolares intracelulares, debido a su acumulación 
(50,156,157). Al emplear concentraciones en el rago de 50 ηm - 1.0 μM del iHsp90 nos 

aseguramos que los cambios en la viabilidad celular fueron el resultado biológico 

de la inhibición de Hsp90 y no de un efecto citotóxico del 17-DMAG. Todas las 

concentraciones del iHsp90 provocaron la disminución de la viabilidad celular de 

las tres líneas celulares de próstata de una manera tiempo-dependiente. No 

obstante, se hallaron diferencias estadísticamente significativas entre la viabilidad 

de las líneas celulares de próstata a una concentración de 500 ηM. Después de 18 

horas de tratamiento con 17-DMAG [500 ηM], la línea celular PC-3 mostró ser 

resistente a la inhibición de Hsp90, en comparación con las otras líneas celulares. 

Esto sugiere que la línea celular de cáncer de próstata PC-3, posee una 

resistencia intrínseca al inhibidor 17-DMAG. Curiosamente, después de 72 horas 

de tratamiento con 500 ηM del iHsp90, las tres líneas celulares alcanzaron el 

mismo porcentaje de viabilidad celular.  

La evidencia sugiere que en varias líneas celulares tumorales, incluidas las de 

próstata, Hsp90 podría estar complejada con co-chaperonas en un estado de alta 

afinidad por ATP/ADP, mientras que en tejidos normales Hsp90 podría existir 

principalmente en un estado latente de baja afinidad, sin asociarse a otras 

proteínas (92,158). Kamal et al. han proporcionado pruebas bioquímicas y celulares 

de que los iHsp90 derivados de la geldanamicina se unen con una alta afinidad e 

inhiben principalmente a los complejos multiproteícos de Hsp90 que consisten de 

Hsp90, Hsp70, Hsp40, Hop y p23 (92). El hecho de que la línea celular PC-3 fuera 

menos sensible al 17-DMAG después de 18 horas de tratamiento, probablemente 
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se debe a que a ese tiempo, la fracción de Hsp90 que se encontraba formando 

complejos multiproteícos no era tan abudante.  

Por otro lado, se ha propuesto que las propiedades fisicoquímicas de las 

ansamicinas dan lugar a su acumulación intracelular, lo que conduce a una 

actividad antiproliferativa potente (50,156,157). Probablemente a las 18 horas de 

tratamiento con el 17-DMAG [500 ηM] no hubo una acumulación suficiente del 

iHsp90, capaz de inhibir la proliferación de la línea celular PC-3, esto explicaría 

por qué la línea celular mostró resistencia. Si la acumulación intracelular del 17-

DMAG y por lo tanto su efecto anti-proliferativo, son directamente proporcionales 

al tiempo del tratamiento, entonces esto explicaría por qué tras 72 horas de 

tratamiento, las tres líneas celulares de próstata alcanzaron el mismo porcentaje 

de proliferación celular. Es necesario demostrar que la acumulación del inhibidor 

17-DMAG, es responsable del efecto observado en la viabilidad celular a las 72 h 

de tratamiento en las tres líneas celulares de próstata, para ello se podrían tratar 

las células con 17-DMAG marcado radiactivamente y tras 18 h y 72 h de 

tratamiento medir la radioactividad asociada a las células.  

Las tres líneas celulares de próstata empleadas en este estudio, poseen diferente 

genotipo y fenotipo y ello determinó en parte la resistencia o sensibilidad al 17-

DMAG. Además la resistencia a los iHsp90 se puede ver influenciada por la 

activación/inactivación del fármaco, las diferentes isoformas de Hsp90, el eflujo del 

fármaco, la inhibición de la muerte celular, la heterogeneidad celular inherente o 

cualquier combinación de estos factores.  

 

ii. Efecto del inhibidor 17-DMAG sobre los niveles relativos de 

las proteínas Hsp90α, Hsp90β, cochaperonas y proteínas 

“cliente” de Hsp90 en líneas celulares de cáncer de 

próstata  

 

 Hsp90α y Hsp90β 
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El paradigma actual y en particular el de este estudio, fue determinar la 

participación de las principales isoformas citoplásmicas de Hsp90, Hsp90α y 

Hsp90β, en la resistencia (ya sea intrínseca o adquirida) al inhibidor 17-DMAG. 

Para ello, se determinó el efecto del inhibidor 17-DMAG [500 ηM] sobre el perfil de 

expresión de Hsp90T, Hsp90α y Hsp90β, en las líneas celulares de próstata, a 

través de ensayos de Western blot. 

La inhibición de Hsp90 con 17-DMAG indujo cambios en los perfiles de expresión 

de las principales isoformas citoplásmicas de Hsp90 en las líneas celulares de 

próstata. Estudios recientes sugieren que algunos iHsp90 pueden ser selectivos 

de isoforma y, por lo tanto, afectar de diferente manera la expresión y actividad de 

cada una de las isoformas de Hsp90 (134,135). La existencia de una mayor fracción 

de Hsp90α o Hsp90β en complejos multichaperónicos con alta afinidad por 

proteínas cliente, podría explicar porque algunos iHsp90 son selectivos de 

isoforma, ya que estos complejos multiproteícos poseen una mayor afinidad por 

los iHsp90.  

La expresión de Hsp90α y Hsp90β se vio claramente influenciada por el tiempo de 

exposición al iHsp90. La línea celular de cáncer de próstata PC-3, que mostró 

resistencia al 17-DMAG a las 18 horas de tratamiento, sobreexpresó Hsp90α de 

una manera tiempo-dependiente. Por otro lado, la línea celular DU145 

sobreexpresó Hsp90α tras 18 horas de tratamiento, sin embargo a las 72 horas se 

observó que los niveles de Hsp90α fueron reestablecidos. 

Estos hallazgos son relevantes y novedosos, ya que no ha sido reportado, que la 

expresión de Hsp90α y Hsp90β varíe entre líneas celulares de un mismo tipo 

tumoral. Mucho menos han sido descritas las diferencias en la expresión Hsp90α y 

Hsp90β en líneas celulares de próstata tratadas con un iHsp90.  

 

 Papel Hsp70 y Hsp27 

Hsp90 es un regulador negativo del factor de transcripción de choque térmico 1 

(HSF-1), de tal manera que la inhibición de Hsp90 conduce a la formación de 

homotrímeros activos de HSF-1 necesarios para la inducción de la respuesta de 
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choque térmico (159,160). La respuesta de choque térmico se ha reconocido como 

una de las causas más importantes de resistencia adquirida a los inhibidores de 

Hsp90 del dominio N-terminal (108). Las chaperonas que están sujetas a una fuerte 

inducción por HSF-1 (notablemente son Hsp70 y Hsp27) tienen importantes 

funciones que favorecen la supervivencia al inhibir al citocromo c y la muerte 

celular mediada por TNF (126,127,161,162). Varios estudios han demostrado que la 

regulación positiva de estas chaperonas conduce a la evasión de la apoptosis (108). 

Como se esperaba, la inhibición de Hsp90 con el 17-DMAG indujo la 

sobreexpresión de Hsp70 y Hsp27 de una manera tiempo-dependiente en las 

línea celulares PrEC y PC-3. Estos hallazgos son interesantes ya que como se 

verá en los apartados siguientes, la sobreexpresión de Hsp70 y Hsp27 en la línea 

celular PC-3, no fue asociada a la supervivencia celular. A pesar de que las 

funciones anti-apoptóticas de la proteínas Hsp70 y Hsp27 han sido ampliamente 

descritas, en los últimos años se ha hablado de que su función depende del tipo 

tumoral y del contexto celular. Existen estudios que han demostrado 

contundentemente que tanto Hsp70 como Hsp27 son capaces de sensibilizar a las 

células a ciertos estímulos apoptóticos (163,164,165,166,167). Por el contrario, la 

sobreexpresión de Hs27 y Hsp70 fue asociada con la sobrevivencia de la línea 

celular PrEC. 

No obstante, para la línea celular DU145 sólo se observó la sobreexpresión de 

Hsp70 a las 18 horas ya que tras 72 horas de inhibición, los niveles de Hsp70 

disminuyeron (algo similar a lo ocurrido con la expresión de Hsp90α). Por otra 

parte, solamente se observó sobreexpresión de Hsp27 a las 72 horas de 

tratamiento. La expresión tardía de Hsp27 y el reestablecimiento de los niveles de 

expresión de Hsp70 en ésta línea celular, probablemente se debe a que el 17-

DMAG no es insulto fisiológico capaz de inducir una respuesta al estrés. 

 

 p-mTOR y HIF-1α 
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En nuestro modelo de estudio, las dos líneas celulares de cáncer de próstata 

tienen defectos en la vía de señalización PI3K-AKT-mTOR. Dentro de esta vía de 

señalización, mTOR juega un papel clave en la activación de proteínas río abajo.  

mTOR es una proteína cinasa de serina/treonina, que se expresa de forma ubicua 

en todo el cuerpo, capaz de modular el metabolismo, la supervivencia celular, la 

transcripción génica y los componentes del citoesqueleto (168). mTOR existe en dos 

complejos distintos denominados como mTOR complejo 1 (mTORC1) y complejo 

2 (mTORC2) (169,170). mTOR se activa a través de la fosforilación de sus residuos 

específicos en respuesta a factores de crecimiento, nutrientes, mitógenos y 

hormonas (168).  La serina 2448 es un blanco de fosforilación de la cinasa AKT y la 

cinasa p70 ribosomal S6 (p70S6K) y ocurre predominantemente en mTORC1 
(168,171). El hallmark del cáncer mejor caracterizado en el que contribuye mTORC1 

es la angiogénesis a través de la proteína HIF-1α (168,172,173,174). La activación de 

mTORC1 estabiliza el factor inducible de hipoxia 1-alfa (HIF-1α), ésta última es 

una oncoproteína implicada en la angiogénesis, el efecto de Warburg y la 

metástasis (168,173,175,176).  HIF-1α es una oncoproteína que orquesta una amplia 

gama de procesos intracelulares que conducen a la adaptación de las células 

tumorales a su microambiente hostil (177,178).  

La síntesis de HIF-1α es regulada a través de mecanismos independientes de O2, 

mientras que su degradación se regula principalmente a través de mecanismos 

dependientes de O2 
(177,178). Dentro de los mecanimos independientes de O2 que se 

encuentran desregulados en el CaP destacan la vía de señalización P13K-AKT-

mTOR, Hsp90, Ras/Raf/MEK (177,178). Cabe destacar que HIF-1α es proteína 

“cliente” de Hsp90 (177,178). 

A diferencia de lo descrito en la literatura (2,3,59), el tratamiento con 17-DMAG no 

provocó la disminución de la proteína “cliente” de Hsp90, HIF-1α, en ninguna de 

las líneas celulares de próstata. A la fecha no se ha reportado si HIF-1α es una 

proteína “cliente” de Hsp90α y/o de Hsp90β. Sin embargo se ha reportado que los 

iHsp90 son selectivos de isoforma y eso afecta la expresión y abundacia de las 

proteínas “cliente” de cada isoforma de Hsp90. Al parecer la abundancia de HIF-
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1α depende de Hsp90α, ya que el perfil de expresión de ambas proteínas en las 

tres líneas celulares de próstata es muy parecido.  

En la línea celular PC-3 se observó que los niveles de p-mTOR (serina 2448) y de 

HIF-1α incrementaron de una manera tiempo-dependiente. La sobreexpresión de 

HIF-1α fue asociada con la activación de mTOR en la línea celular PC-3.  

Por otra parte en la línea celular PrEC, los niveles de p-mTOR (serina 2448) 

disminuyeron abruptamente como consecuencia del tratamiento con el 17-DMAG. 

No obstante se observó un incremento tiempo-dependiente en la expresión de 

HIF-1α. Probablemente el incremento en los niveles de HIF-1α fue provocado por 

una acumulación de ésta proteína o porque su síntesis fue estimulada por otra 

vías de señalización. 

De manera interesante no se encontró a p-mTOR (serina 2448) en la línea celular 

DU145 en ninguna de las condiciones evaluadas. Por otro lado, se encontró que la 

inhibición de Hsp90 condujo a una sobreexpresión de HIF-1α tras 18 horas de 

tratamiento, sin embargo a las 72 horas se observó que los niveles de ésta 

proteína disminuyeron. No cabe duda que los cambios en los niveles de HIF-1α 

son independientes de p-mTOR. Seguramente la expresión o acumulación de HIF-

1α se ve influenciada por otras vías tales como las vías relacionadas con pVHL, la 

vía FIH-1, la vía de degradación proteasomal mediada por Mdm2-p53, 

Ras/Raf/MEK, entre otras (177,178). 

 

 Bcl-2, BAX, Caspasa 3 y PARP. 

Diferentes estímulos pueden provocar que una célula sufra apoptosis, ya sea por 

la vía de muerte intrínseca o mitocondrial, o por la vía de muerte extrínseca o 

mediada por receptores (108). Ambas vías (intrínseca o extrínseca) tienen como 

denominador común la inhibición o activación de proteínas de la familia de 

proteínas Bcl-2. Dentro de esta familia estan incluidas proteínas pro-apoptóticas 

(por ejemplo, Bax) y anti-apoptóticas (por ejemplo, Bcl-2) (108). Éstas proteínas son 

capaces de promover o inhibir la apoptosis, respectivamente, a través de su 

acción directa sobre el poro de transición de permeabilidad mitocondrial (MPT) 
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(108). Bax forma el poro, mientras que Bcl-2 inhiben su formación (108). En general, 

la apoptosis se produce en respuesta a la liberación de citocromo c mitocondrial, 

que luego se une al apoptosoma Apaf-1/caspasa-9 (108). El apoptosoma escinde a 

la pro-caspasa-9 dando lugar a la forma activa: caspasa-9, ésta a su vez activa a 

la caspasa-3 (108). 

PARP es una proteína con dominios de unión al ADN (dedos de Zinc) que cataliza 

la síntesis de poli(ADP-ribosa) a partir de su sustrato β-NAD+ (179). PARP está 

implicada en la cascada de señalización que se desencadena por el daño al ADN 

y en el mantenimiento de la estabilidad genómica (179). PARP puede ser escindida 

selectivamente por las caspasas durante la apoptosis volviendola incapaz de 

responder al daño del ADN (179). La escisión de PARP es catalizada por la caspasa 

7 pero principalmente por la caspasa 3 (180,181,182). Puesto que PARP es una de las 

potenciales moléculas diana de las caspasas efectoras (activas o escindidas), la 

escisión de PARP se ha considerado como una evidencia de la activación de 

caspasas y se ha utilizado ampliamente como una característica distintiva de la 

apoptosis celular (179,180,181,182). 

La línea celular PC-3 fue la única línea celular donde se encontró a PARP, al 

parecer el tratamiento con 17-DMAG indujo ligeramente la expresión de esta 

proteína de una manera tiempo-dependiente. Además, es importante mencionar 

que no se encontró PARP escindido en ningúna línea celular. Esto sugiere que la 

muerte celular que genera el 17-DMAG en estas líneas celulares de próstatas es 

independiente de la activación de caspasas.  

De manera interesante la línea celular de cáncer de próstata DU145, 

sobreexpresó las proteínas BAX y Bcl-2 sólo después de 72 horas de tratamiento 

con 17-DMAG. Esto sugiere que el 17-DMAG induce estrés mitocondrial, sin 

embargo ésta línea celular es capaz de mantener el equilibrio entre las proteínas 

proteínas pro- y anti-apoptóticas, de hecho, como se verá mas adelante, ésta línea 

celular mostró ser resistente al tratamiento.  

La expresión de BAX y Bcl-2 varía con respecto al tiempo de inhibición de Hsp90 

en la línea celular PC-3, sin embargo se observa que a las 72 h de tratamiento 

hubo una marcada sobreexpresión de Bcl-2. A pesar de que la proteína anti-
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apoptótica fue sobreexpresada a las 72 h la línea celular PC-3 fue sensible al 

tratamiento (se muestra en las secciones siguientes).  

A las 72 horas de tratamiento no hubo expresión de Bcl-2 ni de BAX en la línea 

celular PrEC sin embargo, como se verá más adelante ésta línea celular mostró 

ser resistente al tratamiento con 17-DMAG.  

Finalmente, no se observaron cambios significativos en la expresión de caspasa 3 

total en ninguna de las líneas celulares de próstata.  

Bcl-2 y Bax no son lás únicas proteínas anti y pro-apoptóticas dentro de la célula 

que dictaminan el destino de una célula. La resistencia que mostraron las líneas 

celulares PrEC y DU145 se puede deber a la participación o cambios en la 

expresión de otras proteínas tales como, survivina, Apaf-1, NF-κB, Bad y Bcl-XL. 

 

iii. Efecto del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, sobre la 

migración celular en líneas celulares de cáncer de próstata  

Empleando nuestro modelo de inhibición de Hsp90, se evaluó el efecto del 

inhibidor sobre la migración celular de las líneas celulares de CaP. El 17-DMAG 

provocó cambios en la migración de las tres líneas celulares de próstata. De las 

dos líneas celulares de cáncer de próstata, las células tumorales DU145 fueron las 

más sensibles al tratamiento con el 17-DMAG, por el contrario la línea celular PC-

3 fue la menos sensible a la inhibición de Hsp90. Como se esperaba de una línea 

celular normal de próstata y a diferencia de las células tumorales, las células 

control PrEC tardaron 48 horas en cerrar la herida, incluso tratándolas con el 17-

DMAG no fueron capaces de cerrar la herida a las 48 horas. 

 La fuerte inhibición de la migración no podía explicarse únicamente por la 

reducción en la viabilidad o proliferación de las líneas celulares de próstata. 

Algunos estudios han demostrado por Western blot que los mecanismos 

complejos que subyacen a los efectos anti-migratorios y anti-invasivos de los 

iHsp90, implican múltiples vías de señalización aparentemente específicas de 

líneas celulares y tipo mural (183,184). 
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Se ha demostrado además que los iHsp90 regulan a la baja la expresión de varias 

proteínas “cliente” de Hsp90 tales como ILK1, Raf-1, MEK, FAK/p-FAK, y también 

alteran la expresión y abundancia de las proteínas RhoA y Erk2, todas estas 

proteínas están involucradas en la regulación del citoesqueleto de actina, la 

adhesión celular y la motilidad (183,184). Esto explicaría por que el 17-DMAG 

disminuyó la migración de las líneas celulares.  

De particular relevancia para este estudio, las vías de señalización 

Ras/Raf/MEK/MAPK y PI3K-AKT-mTOR desempeñan un papel clave en la 

regulación de la migración e invasión de las células tumorales (183,184,185,186).   

De manera interesante, la migración de las líneas celulares de cáncer de próstata 

se asoció con su capacidad para mantener la expresión de Hsp90β. Esta 

reportado en la literatura que PC-3 es una línea celular agresiva, invasiva y 

metástasica (146), ésta línea celular matuvo la expresión de Hsp90β hasta las 72 

horas de tratamiento con el 17-DMAG. Por el contrario, en la línea celular DU145 

el tratamiento con el 17-DMAG provocó la disminución en los niveles de expresión 

de Hsp90β.  

 

iv. Efecto del inhibidor 17-DMAG sobre el ciclo celular en 

líneas celulares de cáncer de próstata  

Las células tumorales tratadas con iHsp90 derivados de ansamicinas (como lo es 

el 17-DMAG) generalmente arrestan las células en la fase G2/M del ciclo celular, 

sin embargo, algunas líneas celulares son arrestan en la fase G1 (187,188,189,190). Los 

mecanismos moleculares que subyacen al arresto de las células tumorales, en 

alguna fase del ciclo celular en particular, son dependientes del tipo celular e 

implican la interrupción de múltiples y diferentes vías responsables de la 

señalización mitogénica (188,189). 

El tratamiento con el 17-DMAG provocó cambios en el ciclo celular de las tres 

líneas celulares de próstata.  
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Se ha descrito que la inhibición de Hsp90 tiene como consecuencia primaria la 

detención del ciclo celular en la fase G1 a causa de hipofosforilación de la proteína 

retinoblastoma (RB) y la regulación a la baja de las vías que requieren de la cinasa 

dependiete de ciclina tipo D (187,188). La subexpresión de la ciclina D debido al 

tratamiento con los iHsp90 derivados de ansamicinas parece ser uno de sus 

principales mecanismos de acción (187,188). Esto explica porque el tratamiento con 

17-DMAG indujo la disminución abrupta de la fase S y el arresto en la fase G1 del 

ciclo celular en la línea DU145 después de 72 horas de tratamiento.  

Se ha reportado en la literatura que el arresto de las células en la fase G2/M del 

ciclo celular como consecuencia del tratamiento con los iHsp90 se debe 

primordialmente a la regulación negativa de las proteínas cdc25c y cdc2 y a la 

pérdida subsiguiente de la actividad de cinasa de cdc2 (189,190). El tratamiento con 

los iHsp90 derivados de la ansamicina afecta la estabilidad de estas proteínas, 

induciendo su degradación (189,190). Ambas proteínas cdc2 y cdc25c son proteínas 

“cliente” de Hsp90. Cdc2 (o cdk1) es la cinasa dependiente de ciclina responsable 

de la entrada y salida de la fase G2 y mitosis (189,190). Esto explica porque el 

tratamiento con 17-DMAG provocó el arresto celular en la fase G2/M del ciclo 

celular en la línea PrEC después de 18 horas de tratamiento. Sin embargo tras 72 

horas de tratamiento se observó una disminución de la fase S y arresto en la fase 

G1 del ciclo celular ésta línea celular (comparando contra el control).  

Como era de esperar, la proporción de células muertas también aumentó con el 

aumento del tiempo de exposición al iHsp90, lo que sugiere que la muerte celular 

es el principal contribuyente a la actividad antiproliferativa de 17-DMAG a las 72 

horas de tratamiento pero no a las 18 horas. Es importante destacar que el 

inhibidor 17-DMAG provocó más muerte celular en la línea PC-3 en comparación 

con la línea celular DU145 (a las 72).  

Como se verá mas adelante, el arresto en la fase G1 del ciclo celular de las líneas 

celulares PrEC y DU145, a las 72 horas de tratamiento, fue asociado con la 

resistencia que presentaron estas líneas celulares al 17-DMAG.  
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v. Efecto del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, sobre la 

integridad del ADN en líneas celulares de cáncer de 

próstata  

Se ha descrito que las células que sufren apoptosis presentan cúpulas de 

ampollas, retracción nuclear e irregularidad en su forma (191).  Además las células 

apoptóticas pueden ser identificadas por la condensación de la cromatina (192,193).  

La inhibición de Hsp90 con el 17-DMAG provocó cambios en la morfología celular 

de las tres líneas celulares de próstata, sin embargo la morfología de la línea 

celular PC-3 fue la más afectada (datos no mostrados).  

La tinción con DAPI ha sido ampliamente utilizada para hacer evidente la 

condensación de la cromátina y para identificar a las células apóptoticas 
(194,195,196,197,198). La intensidad de la tinción con DAPI aumenta cuando la cromatina 

en los núcleos se condensa en varios pequeños gránulos, una morfología nuclear 

típica observada cuando las células están atravesando por un proceso de muerte 

de celular (192,193).  

El 17-DMAG indujo cambios en la integridad del ADN de todas las líneas celulares 

de próstata. Tras 18 horas de tratamiento se observó una condensación de la 

cromatina en todas las líneas celulares.  

De manera interesante las líneas celulares PrEC y DU145 fueron capaces de 

recuperar la integridad de su ADN después del 72 horas de tratamiento. No 

obstante el 17-DMAG provocó la fragmentación del ADN en la línea celular PC-3, 

después de 72 horas.  

 

En resumen, el desarrollo de la heterogeneidad celular dentro de los tumores de 

CaP es una característica importante para la promoción y progresión de estas 

neoplasias. No sólo este fenómeno es científicamente desafiante, sino que 

también tiene profundas connotaciones en el tratamiento del CaP. La generación 

de variantes resistentes a los fármacos con diferentes capacidades biológicas es 

un área de la biología del cáncer que está recibiendo atención considerable. Por lo 
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tanto, el estudio del papel de Hsp90 para la comprensión de las bases de la 

evolución del fenotipo maligno en el CaP es un paso lógico. 

Las redes de interacciones que han surgido de experimentos a gran escala 

demuestran que Hsp90 desempeña un papel central en múltiples vías de 

señalización y procesos celulares que favorecen la transformación y progresión 

maligna de las células de la próstata. Es por ésto que Hsp90 ha surgido como una 

potencial diana para el tratamiento del CaP, sin embargo en algunas 

circunstancias y modelos celulares específicos, se ha observado que los 

inhibidores de Hsp90 pueden promover en lugar de inhibir la progresión del 

cáncer.  Esta discrepancia podría estar relacionada con la inhibición preferencial 

de los iHsp90 por Hsp90α o Hsp90β (depende del fármaco y del tipo de celular).  

Debido a esto, en este proyecto se estudió el papel de las principales isoformas 

citoplásmicas de Hsp90, Hsp90α y Hsp90β, en la resistencia al efecto pro-

apoptótico y anti-proliferativo del inhibidor 17-DMAG, en células de CaP. En 

conjunto, nuestro estudio identificó que el 17-DMAG posee una alta actividad 

contra la línea celular PC-3 (PTEN -/-) y una baja citotoxicidad contra las líneas 

celulares PrEC (PTEN +/+) y DU145 (PTEN +/-). El 17-DMAG indujo cambios en el 

perfil de expresión de Hsp90α y Hsp90β en las tres líneas celulares de próstata, 

sin embargo la línea celular PC-3, que mostró ser sensible al inhibidor 17-DMAG 

después de 72 horas de tratamiento, fue incapaz de reestablecer sus niveles de 

Hsp90α. Por otro lado la resistencia adquirida por la línea celular DU145 al 17-

DMAG, después de 72 horas de tratamiento, fue asociada al restablecimiento de 

los niveles de Hsp90α y al arresto en la fase G1 del ciclo celular. Además la 

migración celular de las líneas celulares de próstata fue asociada con la capacidad 

de éstas para mantener la expresión de Hsp90β.  

Es claro que la muerte generada por el 17-DMAG en la línea celular PC-3 no fue 

dependiente de caspasas, por lo que la vía de apoptosis no fue la responsable de 

la fragmentación del ADN en ésta línea celular. Es necesario evaluar la expresión 

y participación de otras proteínas involucradas en otros procesos de muerte 

celular. Se ha sugerido que otras variantes de la apoptosis, así como la necrosis y 
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autofagia pueden ser responsables de la muerte celular como resultado de la 

inhibición de Hsp90.  

Nuestros datos sugieren que las vías de señalización que se encuentran 

prendidas en las líneas celulares de próstata estudiadas, son diferentes. Muchos 

estudios sugieren que Hsp90α y Hsp90β, podrían tener diferentes funciones en las 

células (134,135,138,139,140,141,142,143,144). Probablemente existen vías de señalización 

desreguladas en los diferentes subtipos de CaP donde la participación de alguna 

isoforma de Hsp90 en específico es imprescindible.  

Se hace cada vez más evidente el papel específico de la expresión de las 

isoformas de Hsp90 en la iniciación, progresión y resistencia a los iHsp90. No 

obstante la causa exacta de tal expresión en los diferentes tumores humanos no 

ha sido vinculada a la activación de vías de señalización específicas que pudieran 

dar lugar a una regulación transcripcional diferencial. Aunque nuestra comprensión 

básica del papel de Hsp90 en la biología del cáncer ha recorrido un largo camino 

en un corto tiempo, el reto sigue siendo traducir éstos hallazgos en el 

mejoramiento del tratamiento del cáncer en los próximos años. 
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El 17-DMAG posee una alta actividad contra la línea celular PC-3 y una baja 

citotoxicidad contra las líneas celulares PrEC y DU145.  

El 17-DMAG indujo cambios en el perfil de expresión de Hsp90α y Hsp90β en las 

tres líneas celulares de próstata, sin embargo la línea celular de CaP PC-3 (PTEN 

-/-) mostró ser sensible al inhibidor 17-DMAG, esto se asoció con su incapacidad 

para reestablecer sus niveles de Hsp90α. Por otro lado la resistencia adquirida al 

17-DMAG por la línea celular DU145 (PTEN +/-), fue asociada con el 

restablecimiento de los niveles de Hsp90α y al arresto en la fase G1 del ciclo 

celular.  

Por otra parte, la migración celular de las líneas celulares de próstata fue asociada 

con la capacidad de éstas para mantener la expresión de Hsp90β. 
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Como perspectivas del presente trabajo es necesario determinar que 

implicaciones tiene la expresión de una u otra isoforma a nivel funcional y como 

éstas isoformas afectan la sensibilidad y resistencia de las células de CaP a el 

inhibidor de Hsp90, 17-DMAG.  

Es necesario determinar qué tipo de muerte celular es responsable de la 

fragmentación del ADN en la línea celular PC-3, para ello se podría emplear la 

técnica de TUNEL y/o anexina V / yoduro de propidio.  

Con lo anterior, surge la necesidad de evaluar si las células de CaP son capaces 

de recuparse del estrés generado por la inhibición de Hsp90 y ver si éste estrés 

provoca que las células de CaP adquieran un fenotipo más agresivo en un modelo 

in vivo.  

Por otro lado, es importante estudiar el efecto de la inhibición de Hsp90 sobre la 

conformación (monómero/dímero) y localización subcelular de las isoformas 

Hsp90α y Hsp90β en las líneas celulares de CaP, así como asosociar éstos 

patrones a la resistencia (intrínseca o adquirida) o sensibilidad al 17-DMAG, dado 

que se ha observado que estas características juegan un papel importante en la 

progresión de la enfermedad.   

Asimismo, es necesario explorar y describir el efecto de la sobreexpresión y 

subexpresión de las isoformas Hsp90α y Hsp90β en un modelo in vitro e in vivo 

ortotópico de CaP empleando ARN’s de interferencia.  

Determinar por co-inmunoprecipitación qué proteínas “cliente” específicas de 

isoformas, podrían estar involucradas en la adquisición de resistencia al 17-

DMAG.  

Finalmente, sería interesante evaluar la expresión, conformación y localización de 

las principales isoformas de Hsp90, Hsp90α y Hsp90β, en un modelo in vivo e in 

vitro de cáncer de próstata resistente a la castración (CPRC).  
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