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Expresion y Asociacion de las Proteinas Alejandra Wendoly

de Estrés Térmico Hsp70, Hsp90 y p53 en
Cancer Mamario

Expression and Association of Hsp70,
Hsp90 and p53 Thermal Shock Proteins
in Breast Cancer

Resumen

Introduccion: En México, el cancer de mama es la primera causa de muerte en
mujeres. En el desarrollo del cancer de mama, participan las proteinas de estrés
térmico (Hsp); En particular la Hsp27, Hsp70 y Hsp90 que aseguran la sobrevida
de las células cancerosas, y en algunos casos de cancer de mama, se forman
complejos de Hsp70 y Hsp90 con p53. P53 interviene en la regulacién del ciclo
celular y en la apoptosis, donde mas del 50% de los tumores humanos contiene
mutaciones de este gen, permitiendo que las células anormales proliferen dando
como resultado cancer.

Objetivo: Analizar en muestras de cancer de mama, la expresién y asociacién de
las proteinas Hsp70, Hsp90 y P53. Material y métodos: Se obtuvieron 15 muestras
de tejido mamario mediante biopsia y/o cirugia (11 con céncer de mama, 3
alteraciones de la mama y 1 control negativo), donde se analizé la expresién y
asociacién de las proteinas Hsp70, 90 y p53 mediante inmunoprecipitacion,
Western Blot-ECL.

Resultados: Las proteinas Hsp70, Hsp90 y p53 se expresaron en todas las muestras
de tejido mamario canceroso, siendo mayor la expresion de Hsp70 seguido de
p53 y en menor cantidad la Hsp90, y al analizar su asociacion, se encontro a la
Hsp70 con Hsp90 y p53, en 6 muestras. Asi mismo, en alteraciones de la glandula
mamaria, se encontré una mayor expresion de Hsp70.

Conclusiones: Las proteinas Hsp70, Hsp90 y p53 se sobreexpresan en tejido
canceroso, y se asocian entre ellas en 66.6% de las muestras analizadas.
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Abstract

Introduction: In Mexico, breast cancer is the leading cause of death in women. In
the development of breast cancer, thermal shock proteins (HSPs) are involved. In
particular Hsp27, Hsp70 and Hsp90 ensure the survival of cancer cells, and in some
cases breast cancer complexes form between Hsp70 and Hsp90 with p53. P53 is
involved in cell cycle regulation and apoptosis, where more than 50% of human
tumors contain mutations of this gene, allowing abnormal cells to proliferate
resulting in cancer.

Objective: To analyze the expression and association of Hsp70, Hsp90 and P53 in
breast cancer samples.

Material and methods: 15 samples of breast tissue were obtained by biopsy and
/ or surgery (11 with breast cancer, 3 breast alterations and 1 negative control),
where the expression and association of the Hsp70, 90 and p53 proteins by
immunoprecipitation, Western Blot-ECL.

Results: The presence of Hsp70, Hsp90 and p53 was found in all samples of
cancerous mammary tissue, where the expression of Hsp70 followed by p53 was
higher, and Hsp90 was less abundant, and association analyzing, found the Hsp70
with Hsp90 and p53, it was found in 6 samples. Likewise, in alterations of the
mammary gland a greater expression of the Hsp70 was found.

Conclusions: A higher presence of Hsp70, Hsp90 and p53 proteins was observed

in cancerous tissue, and association among them in 66.6% samples analyzed.
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Introduccion

Existen factores exdgenos y enddgenos que pueden alterar la
multiplicacién celular, convirtiendo a una célula en cancerosa
[1,2]. Si las células cancerosas llegan a filtrarse en el torrente
sanguineo o en el sistema linfatico y se alojan en otros tejidos
producen metastasis [2]. En el cdncer de mama sus subtipos se
deben al crecimiento anormal y desordenado de las células del
epitelio en los conductos o lobulillos mamarios, y cuenta con
la capacidad de diseminarse a cualquier sitio del organismo e
invadirlo [3-5].

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el
cancer de mama es una de las principales causas de muerte en
el mundo, y es el tipo de cancer mas frecuente a nivel mundial,
es una enfermedad que se incrementa con la edad, cada afio
se detectan 1.38 millones de casos nuevos y ocurren 458 mil
muertes por esta enfermedad [6,7]. Asi mismo, la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) menciona que en el continente
Americano, la tendencia es similar, siendo el cancer de mama el
mas comun entre las mujeres, y es la segunda causa de muerte
por tumores malignos; para el afio 2030, la OPS estima mas de
596,000 casos nuevos y mas de 142,100 muertes en la regidn,
principalmente en la zona de América Latina y el Caribe [8,9]. En
México, el cancer de mama es un problema de salud publica, con
mayor presencia en mujeres en edades de 20 a 65 afios [10-12],
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en el afio 2005 el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
[13], reportd que el cancer de mama habia alcanzado cifras
alarmantes, y para el 2006 el cdncer de mama se convirtié en
la principal causa de muerte desplazando al cancer de cérvix
en mujeres de 25 anos en adelante [14]; Otros datos muestran
un incremento de cancer de mama en mujeres en el Estado de
Zacatecas desde 1990 hasta el [11,13]. Los datos epidemioldgicos
de acuerdo al sexo, indican que el cdncer de mama es la segunda
causa de mortalidad en las mujeres de 20 afios y mas (14.8%),
mientras que para los hombres del mismo grupo de edad apenas
representa 0.1% de las muertes por neoplasias. Durante 2013, en
México el cancer de mama fue la principal causa de morbilidad
hospitalaria entre los tumores malignos para la poblaciéon de
20 afios y mas (18.7 por ciento); tres de cada 10 mujeres son
hospitalizadas por dicha causa, y aunque en los varones apenas
representa 0.7% de los ingresos hospitalarios, desmitifica la
creencia de que esta enfermedad sea exclusiva de las mujeres.
El cdncer de mama en los varones puede presentarse a cualquier
edad, pero generalmente se detecta en aquellos de 60 a 70 afios,
y se asocia a la exposicidn a radiaciones, altas concentraciones de
estrégeno en la sangre producto de la cirrosis o el sindrome de
Klinefelter y por antecedentes heredofamiliares de mutaciones
en el gen BRCA2 [15].

Existen muchos factores y genes involucrados en el inicio del
cancer de mama, pero la mortalidad en este tipo de cancer
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se debe a los desérdenes por metastasis [10], algunos de los
factores de riesgo en cancer de mama son, la edad (conforme
aumenta la edad, incrementa el riesgo), cambios genéticos
(mutaciones de los genes BRCA1, BRCA2 y P53), historia familiar,
la raza, menarquia temprana, menopausia, entre otros [16].

Si bien, no existe un estudio que mida los factores de riesgo para
padecer cancer de mama, algunos médicos coinciden que el 30%
de los casos de cancer podrian evitarse modificando el estilo de
vida de las personas por ejemplo, evitar tener hijos después de
los 30 afos, uso de anticonceptivos orales, la terapia hormonal, el
alcoholismo, el sobrepeso, la mala alimentacidn, uso de sostenes
ajustados, abortos provocados, la contaminacién ambiental, el
tabaquismo, el estrés, la depresion, el uso de farmacos, no lactar,
la nuliparidad, el alto consumo de grasas, la inactividad fisica
[16,17], infecciones por VPH (Virus del Papiloma Humano) y VHB
(Virus de la Hepatitis B), entre otros [7,18].

En la progresion del cancer, estan implicadas un grupo de
proteinas conocidas como proteinas de estrés térmico (Thermal
Shock Proteins, Hsp), éstas fueron descubiertas en 1962 por
Feruccio Ritossa en estudios con Drosophila melanogaster
[19], como un conjunto de proteinas cuya sintesis se induce
rapidamente en respuesta a estrés térmico. Las Hsp participan
en el mantenimiento de la homeostasis celular [20], en todas las
células eucariotas, representando entre el 1y 2% de las proteinas
totales en células normales, y aumentando hasta un 4.6% bajo
condiciones de estrés. Tienen diversas funciones incluyendo
el secuestro de multiples complejos proteinicos, transporte de
cadenas polipeptidicas nacientes a través de la membrana celular,
regulacién del plegamiento proteico [21], actian como moléculas
chaperonas de otras proteinas inducidas en estados especificos
de desarrollo tales como la diferenciacion y oncogénesis [19,22].
En condiciones fisioldgicas colaboran en la adquisicion de la
estructura terciaria de las proteinas en formacion, interviniendo
en su ensamble, translocacién y secrecién, asi como también en
la degradacion o reparacién de proteinas anormales, bloquean
vias apoptdticas que implican la activacidn de cistein-proteasas,
y ayudan a determinar el destino de las células siendo dirigidas
hacia la apoptosis o la diferenciacidn. Las Hsp se sobreexpresan
en respuesta a agentes fisicos y quimicos (luz UV, calor, estrés,
hipoglucemia, frio, iones de metales pesados, infecciones
por virus, radiacién electromagnética, anoxia, etanol, etc.)
confiriendo proteccion a las células ante diferentes formas de
estrés [19,22]. Las proteinas de choque térmico se encuentran
clasificadas en 5 familias de acuerdo a su tamafio molecular en
Hsp100, 90, 70, 60 y pequefias Hsp [21,22].

La transcripcidon de estas proteinas esta regulada por el factor
de transcripcion HSF1, éste sensa la exposicion celular a estrés
e induce rapidamente la sintesis de las Hsp, esta induccion es
aprovechada por las células cancerosas durante la progresion
maligna y contribuyen en el desarrollo del cancer [21,23].
Algunos autores han demostrado que HSF1 juega un papel
clave en el desarrollo de tumores en donde se ha asociado a la
activacion de Ras o inactivacion de p53 en un amplio espectro de
tipos de cancer [24]. Las Hsp se expresan en tejidos neoplasicos
de ovario, endometrio, mama, aparato digestivo, entre otros,
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Yy su sobreexpresion esta asociada a un mal prondstico de la
enfermedad [25] Algunos autores las correlacionan con la
proliferacion y la diferenciacién de los tejidos neoplasicos, y
en el desarrollo de la resistencia a drogas quimioterapéuticas
[21,23]. Un ejemplo es la Hsp27 que participa en la progresion
tumoral [26-29], y es regulada por estrégenos [30], ésta funciona
como una proteina antiapoptética, que es independiente de
ATP, y se expresa en érganos sensibles al estrogeno [23]. Si bien
la expresion de la Hsp27 en tejido normal se ha encontrado
de manera moderada, en lesiones malignas se incrementa su
expresion la cual correlaciona con un aumento de receptores de
estrogenos, ganglios con metastasis e invasion vascular, siendo
ésta un marcador de agresividad tumoral en cancer de mama. La
Hsp27 y Hsp70 promueven la tumorogénesis mamaria inhibiendo
la apoptosis y senescencia [31,32].

Varios estudios demostraron que la sobreexpresion de la Hsp27
se correlaciona con el aumento de la resistencia a la apoptosis
inducida por farmacos quimioterapéuticos en las células
cancerosas [33,34]. Por otro lado, la proteina Hsp60 y Hsp70
han mostrado niveles elevados en un amplio espectro de células
malignas que incluyen las células en cancer de mama [35,36].

La funcidn de la Hsp90 se relaciona con receptores de hormonas
esteroideas en la regulacion de su actividad bioldgica, donde su
nivel basal se ve aumentada por el estrés. Su actividad parece ser
esencial para el crecimiento del cancer de mama y otros tipos de
cancer [23]. La sobreexpresion de Hsp90 ha sido observada en
una gran variedad de tumores malignos humanos, incluyendo el
cancer de mama, ya que estabiliza muchas proteinas oncogénicas
[26]. En cdncer de mama, su progresion estd dada por HER2 y
¢-SRC [37]. HER2 es una de las proteinas blanco de Hsp90, y se
ha demostrado la degradacién de ésta 2 horas después de haber
inhibido a la Hsp90 [38,39].

La funcion de la Hsp90 en células malignas es la inhibicion de la
apoptosis a través de varias interacciones tales como la unién al
factor activador apoptdtico (Apaf-1), e inhibir su oligomerizacién,
asi como el reclutamiento de procaspasa 9, bloqueando asi el
montaje del apoptosoma [40].

Otra proteina que participa en la trasformacion a células
cancerosas es p53, esta es una fosfoproteina supresora de
tumores que pertenece a una familia de factores de transcripcion.
En células normales, el nivel de la proteina p53 es bajo y se
encuentra asociada a Mdm2, lo cual induce su ubiquitinizacion
y destruccion por el proteosoma [31,41,42]. El 80% de las
mutaciones puntuales de p53 que se detectan en los canceres
humanos, estan localizadas en su dominio de unidn al ADN. En
estudios donde se han evaluado las implicaciones prondsticas
y predictivas de p53 en cancer de mama, se ha encontrado
una fuerte relacidn entre el fenotipo anormal de p53 y un mal
prondstico [31].

El cancer mamario representa un desafio en materia de salud
publica en México, ya que mantiene una tendencia ascendente.
En el cancer de mama existen alteraciones genéticas que afectan
o modifican la conformacién de proteinas celulares, una de ellas
es p53, o bien, proteinas que ayudan a la supervivencia celular y
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bloquen la apoptosis tales como las proteinas de choque térmico
Hsp70 y Hsp90. Por lo anterior, en el presente estudio se evalud
la presencia de estas proteinas y sus niveles de expresion en
células malignas. Por lo que el objetivo del presente estudio fue
determinar la expresidén y asociaciéon de las proteinas Hsp70,
Hsp90 y P53 en cancer de mama.

Materiales y Método

Obtencion de muestras de tejido canceroso

El tejido canceroso se obtuvo por cirugia o biopsia de pacientes
gue asistieron a consulta en el Instituto Mexicano del Seguro
Social, el Hospital General de la Secretaria de Salud y El Laboratorio
de Citopatologia del Hospital de la Mujer, todas del Estado de
Zacatecas. Se obtuvieron 15 muestras de tejido mamario, de las
cuales, 11 fueron determinadas como cancer de mama, 1 control
negativo se obtuvo a través del SEMEFO de una mujer de 24 afios
de edad aparentemente sana, y 3 muestras mas de alteraciones
mamarias no cancerosas. De las 11 muestras determinadas como
cancer de mama, 2 muestras solo eran tejido adiposo, no se pudo
valorar proteina. Las muestras fueron lavadas con agua destilada,
colocados en tubos eppendorf y posteriormente almacenadas en
congelacién (-20°C).

Lisis celular

Por separado, cada una de las muestras de tejido mamario se
colocaron en un mortero y se les agregd nitrégeno liquido para
la ruptura celular, posteriormente se les afiadiéo 1 ml de buffer
de lisis que contiene: Tritén X-100 al 1%, NaCl 140 mM, EDTA
1 mM, Tris-HCl 10 mM pH 7.6 e inhibidor de proteasas 1 mM,
PMSF (Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA, P-7626), el extracto
fue colectado y puesto en un tubo eppendorf y se homogenizé
con un Homogenizador IKA (Ultra-Turrax® T181351). El lisado
celular se centrifugd por 10 min a 14,000 rpm y el sobrenadante
se recupero para determinar la concentracion de proteinas [43].

Cuantificacion de proteinas

La cuantificacién de proteina se realizd a partir de la fraccidon
soluble obtenida en la lisis celular, mediante la técnica descrita
por Bradford, (1976) [43]. De cada condicién experimental, 15 (g
de proteina fueron separadas en geles de poliacrilamida (PAGE-
SDS al 10%) de acuerdo a la técnica descrita por Laemmli [44].

Western Blot e Inmunodeteccion

Las proteinas separadas en los geles de poliacrilamida-SDS
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Amersham
Biosciences Laboratories, Buckinghamshire, England, RPN303C),
tal como lo describié Towbin [45]. La membrana fue bloqueada
con soluciéon amortiguadora (PBS-Caseina 3%) durante toda la
noche, transcurridas las 12 h. las membranas fueron lavadas
con PBS e incubadas con anticuerpos monoclonales contenidos
en solucién bloqueadora para identificar las proteinas Hsp70
(SC-24 Santa Cruz Biotechnology®) en diluciéon 1:1000; Hsp90
(5C-101494 Santa Cruz Biotechnology®) en diluciéon 1:500; P53
(Invitrogen® Novex® PAB240 Lot 697229A) en dilucion 1:500; y
Actina (SC-8432 Santa Cruz Biotechnology®) en dilucién 1:1000
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como proteina control. Posteriormente las membranas fueron
puestas en contacto con un segundo anticuerpo peroxidado
anti-raton para identificar: Hsp70, Hsp90 y P53 (anti raton IgG-
HRP conjugado SC-2005 Lot F0412 Santa Cruz Biotechnology®).
La unién antigeno-anticuerpo fue observada de dos formas: la
primera, fue revelada mediante colorimetria empleando una
soluciéon de Diaminobencidina al 0.1% activada con perodxido
de hidrégeno, observando la aparicién de bandas de color café
sobre las membranas de nitrocelulosa; la segunda se determiné
por el método ECL (Amersham™ Prime Wester Blotting Detection
Reagment RPN2232 Lot 6762621) que al agregar sobre las
membranas el reactivo, este reacciona con la enzima peroxidasa
emitiendo luz, la cual se detectd mediante el foto-documentador
marca Bio-Rad© (Image Lab Bio-Rad® Laboratorioes) empleando
el software Image Lab version 2.0.1 build 18 (Copyright© 2009 de
Bio-Rad® Laboratories), lo anterior permité observar la expresion
y cuantificar la cantidad de proteina presente en cada muestra.

Inmunoprecipitacion

Los extractos celulares obtenidos por homogenizacion,
conteniendo el antigeno de interés mezclado con otra gran
variedad de antigenos celulares, fueron centrifugados a 13,000
rom por 10 min, el sobrenadante resultante de cada extracto
fue separado y colocado en un nuevo tubo eppendorf para su
posterior utilizacidon. Previamente se prepard una solucién al
10% de células de Staphylococcus aureus que tiene unida IgG de
raton (células de Pansorbine® sensibilizadas a ratén Calbiochem®
Novabiochem Lot B10903 CA92039), la cual fue lavada en 3
ocasiones con PBS y resuspendida en 500 plL de PBS, en seguida
esta solucién fue separada a partes iguales: la primera de ellas
se colocd en un tubo eppendorf y fue puesta en contacto con
un anticuerpo monoclonal para precipitar la proteina de interés
(10 pL anti-HSP70), por otro lado el segundo tubo con células de
Pansorbine® se utilizé para unir todo lo inespecifico del extracto
celular. Ambos tubos fueron dejados en incubacién en bafio de
hielo por 24 h. Transcurrido el tiempo de incubacién ambos tubos
fueron colocados en agitacidon a 17 rpm por 1 h a temperatura
ambiente, el tubo con la solucién de células de Pansorbine® y
el extracto celular fue centrifugado a 3,000 rpm por 5 min, de
éste tubo el sobrenadante fue recuperado y agregado al segundo
tubo que contenia las células de Pansorbine® y el anticuerpo
monoclonal Hsp70, en seguida fue incubado nuevamente por 2
h (con ello se dio paso a la formacion del complejo Antigeno-
Anticuerpo-célula de Pansorbine®). Una vez terminado el tiempo
de incubacion, el tubo fue centrifugado a 3,000 rpm por 5 min.
El sobrenadante se retiré y se desechd, y el precipitado se lavo
4 veces con BSL (Buffer de Super Lavado: NaCl 100 mM, Tris-HCI
pH 7.4, 50 mM, EDTA 2 mM TRITON® x-100 2% y SDS 0.5%) y 4
ocasiones mas con RIPA (NaCl 150 mM, Tris pH 8, 50 mM, NP-
40 1%, Desoxicolato de Sodio 0.5% y SDS 0.1%), centrifugando
entre cada lavado a 3000 rpm por 5 min. Los lavados permitieron
eliminar las proteinas y complejos inespecificos. Una vez
eliminado el sobrenadante del dltimo lavado se agregaron 100
pL de BM (Buffer de Muestra Laemmli: SDS 2%, Glicerol 10%, DTT
100 mM, TRIS pH 6.8, 60 mM, Azul de Bromofenol 0.0001%), el
precipitado se solubilizé con el BM mediante vértex y se coloco
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en bafio maria a 85°C por 5 min, finalmente se centrifugd a
10,000 rpm por 5 min., se recuperd el sobrenadante y éste fue
analizado por Western Blot e inmunodeteccion.

Los resultados obtenidos por densitometria de las proteinas:
Hsp70, Hsp90 y p53 de las muestras analizadas por Western
Blot e inmunoprecipitacién, fueron representados graficamente
mediante Excel®, y expresados como media + sem, donde n=15
es el numero de observaciones.

Resultados

Expresion de las proteinas Hsp70, Hsp90 y p53
en tejido canceroso

En las muestras de tejido mamario analizadas mediante Western
Blot-ECL utilizando anticuerpos monoclonales, se detectd la
presencia de las proteinas Hsp70, Hsp90 y p53. La cantidad de
proteinas detectadas presento variaciones en cada una de las
muestras, en algunas fue mayor y en otras menor (Figura 1).

Cuantificacion de la Hsp70, Hsp90 y p53

Las proteinas detectadas en tejido mamario canceroso por
Western Blot e ECL, se les determiné la cantidad de Hsp70, Hsp90
y p53, por densitometria observando una mayor expresidon
respecto al control de la Hsp70, seguido por p53 y en menor
proporcidn la Hsp90 (Figura 2).

Asociacion de las proteinas Hsp70, Hsp90 y P53

Para determinar si existe asociacidon entre las proteinas Hsp70,
Hsp90 y P53 en las muestras de tejido canceroso analizadas, se
realizé lainmunoprecipitacion con un anticuerpo monoclonal parala
Hsp70, y se analizé si Hsp90 y p53 co-precipitan con ésta. Se observo
asociacion de la Hsp70 con Hsp90 y p53 en 6 de las 9 muestras de
tejido canceroso de mama analizado (M3,M7,M12,M13,M14,M15).
Como ejemplo la muestra 3 en la Figura 3, y en la Tabla 1 todas
las muestras inmunoprecipitadas. Al analizar la expresion de
las proteinas Hsp70, Hsp90 y P53 en las muestras de tejido con
alteraciones de la glandula mamaria, se encontré una tendencia en
la expresion muy similar al encontrado en cdncer de mama, donde
el grado de expresidon para la Hsp70 fue discretamente superior
al control, mientras que para la Hsp90 y p53 estd por debajo del
control (Figuras 4y 5).

La disminucién del calibre del chorro fue el sintoma mas
frecuente 48.2%, con 1-12 meses de evolucion de sintomatologia
en 64.4% de los casos. Otros sintomas fueron nicturia 14.7%,
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Figural ExpresiondelasProteinas de Choque Térmico Hsp70, Hsp90
y P53 en tejido canceroso de mama. Western Blot e ECL.
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Figura 2 Expresion y cuantificacion de las proteinas de choque
térmico Hsp70, Hsp90 y p53 en Cancer de Mama por
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Figura 5 Expresion y cuantificacidon de las proteinas de choque
térmico Hsp70, Hsp90 y p53 en alteraciones de la

\ glandula mamaria por densitometria. /

hematuria 11.8% y miccién por goteo 11.6%. Solamente 10.8%
de los pacientes, tenian antecedente familiar de cancer de
préstata. El 52.5% presentaban un nivel de PSA menor o igual a 4
ng/dl, el 30% entre 4 a 20 ng/dl, y 8.4%>20 ng/dl. En 26.8% de los
pacientes no estaban consignados los niveles de PSA.

5



Con respecto a los resultados histopatoldgicos, la hiperplasia
prostatica benigna fue reportada en 52% de las biopsias y un 32%
fueron positivas por cancer, de los cuales el 42% corresponde
a tumores de alto grado (Gleason de 7 al0), 35.5% tumores
de bajo grado (Gleason 2 a 6) y 22.5% adenocarcinomas de
préstata (Gleason no especificado). Entre otros resultados
histopatoldgicos se reportaron como negativos por malignidad,
neoplasia prostatica intraepitelial, prostatitis crénica y prostatitis
aguda. (Figura 6).

Discusion

El objetivo del presente estudio fue determinar la expresién y
asociacién de las proteinas de choque térmico Hsp70, Hsp90y p53
en cancer de mamay en alteraciones mamarias. Los resultados de
la presente investigacién muestran la presencia de las proteinas
Hsp70, Hsp90 y p53 en todas las muestras analizadas, ya sea
de tejido canceroso o de alteracion de la glandula mamaria. Lo
anterior correlaciona con otros autores que han demostrado
gue las Hsp se expresan de manera constitutiva y ubicua en las

células eucariotas, donde participan en el mantenimiento de la
homeostasis celular [21,37].

4 N

Expresion de Hsp70, Hsp90 y P53
3.500 - Izgo'tme;rr;a: en Concer
HProteinas en

3.000 Alteracion de Mama

2.500
G 2000
0 1.500 -
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Ctrol HSPT70 HSP90 P53
Figura6 Expresion y cuantificacion de las proteinas de choque
térmico Hsp70, Hsp90 y p53 en Tejido Canceroso y

K alteraciones de la glandula mamaria por densitometrl’a.j

Tabla 1 Inmunoprecipitacién de la Hsp70 y su asociacién con Hsp90 y
p53. Las muestras con (+) indican presencia de las proteinas y el (-) indica
la ausencia de proteinas en las muestras inmunoprecipitadas.
Muestra de Tejido Hsp70 Hsp90 P53
Control Negativo M1 + = =
Alteraciones mamarias M2 + - -
Canceroso M3 + + +
Tejido Adiposo M4
Tejido Adiposo M5
Alteraciones mamarias M6
Canceroso M7
Canceroso M8
Alteraciones mamarias M9
Canceroso M10
Canceroso M11
Canceroso M12
Canceroso M13
Canceroso M14
Canceroso M15

+ 4+ o+

+ 4+ o+

+ 4+ o+ |+
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Al analizar el nivel de expresion de las Hsp en tejido canceroso,
se encontrd una mayor cantidad de Hsp70. Trabajos previos
han demostrado que las Hsp juegan un papel importante en el
desarrollo y evolucidn del cancer [22]. Los estudios de Joly et
al. [46]. Indican que la Hsp70 participa en la proliferacion de
células tumorales, invasidn, diferenciacidn, metdstasis y muerte.
También se ha visto que la Hsp70 tiene un papel fundamental
en varios puntos de control de inhibicion de la apoptosis [47],
por lo que se ha considerado un blanco ideal para el tratamiento
del cancer utilizando inhibidores de la Hsp70. Otros estudios han
mostrado que la Hsp70 en suero puede ser un biomarcador para
la deteccion temprana de cancer de pancreas [48] y puede ser
utilizado como un indicador para alta mortalidad en pacientes
con cancer colorectal sin metdstasis [49]. Ademds, sus niveles
séricos elevados se asocian con aumento del riesgo de cancer de
pulmén [50].

El segundo grado de expresién en tejido canceroso es la proteina
p53. La p53 interviene en la regulacion del ciclo celular y en la
apoptosis como respuesta al dafio del ADN, poco mas del 50% de
los tumores humanos contienen mutaciones de este gen, muchas
de estas son puntuales en exones, dando como resultado una
proteina no funcional, inactiva o sin regulacién de la apoptosis,
pero que es estable y se acumula en altos niveles dentro del
nucleo. Con algunas formas mutantes de p53, se ha observado la
formacion de complejos con las proteinas Hsp70 y Hsp90 [41,42].

En tercer grado de expresion en tejido canceroso se encontrd
la Hsp90. En células normales, la Hsp90 participa en la
transformacidnacélulascancerosas mediantelaunidnyactivacion
de las proteinas Her2 y AKT, y cuando se inhibe a la Hsp90
disminuye la actividad de las proteinas Her2 y AKT deteniendo
la proliferacion de las células cancerosas e insensibilizando las
sefiales de crecimiento. En células cancerosas la Hsp90 participa
en evadir la apoptosis, potencializa la replicacidn ilimitadamente,
sustentan la angiogénesis, la invasidn de tejidos y metastasis.
Existen indicadores que demuestran que la expresion de la
Hsp90 y el aumento de su actividad en mucho dependen del
potencial maligno de una célula. La Hsp90 juega un papel clave
en la progresién tumoral ya que acompafia oncogenes mutados
y se sobreexpresa en la transformacién completa y progresion
tumoral. La Hsp90 puede contribuir a la evolucién de la resistencia
de poblaciones celulares tumorales al tratamiento permitiendo
que emerjan diversas proteinas que pueden estar siendo
afectadas por el estrés de la terapia de cancer [31]. Inhibidores
de las Hsp90 conocidos como ansamicinas y benzoquinonas,
inhiben la via funcional de las Hsp90 por unidn competitiva del
ATP, disminuyendo la actividad de la ATPasa y degradacién de la
Hsp90 [31].

La relacidon que existe entre la Hsp70 y Hsp90 con p53 y su
participacion en cancer de mama, permite que sea de interés
valorar la asociacidn entre ellas analizado a través de la técnica
de inmunoprecipitacion. De las 9 muestras inmunoprecipitadas,
solo en 6 se encontrd asociacion, donde se identificaron al
menos 2 de las 3 proteinas de interés (Hsp70, Hsp90, P53). En
las 6 muestras se observd que al precipitarse la proteina Hsp70
también se encuentra presente la Hsp90 y/o la p53, observando la

Este articulo esta disponible en: www.archivosdemedicina.com



asociacion entre las proteinas: Hsp70, Hsp90 y p53. La asociacidn
de estas proteinas o formacion de complejos proteinicos han sido
también reportadas por Davidoff y colaboradores [41], donde
determinaron que algunas formaciones de complejos proteinicos
estan relacionadas en cancer de mama, debido a las mutaciones
que p53 presenta en algunos de sus exones. Las formas mutantes
de p53 forman complejos con proteinas celulares como Hsp70
y Hsp90, en donde una variante de p53 con mutaciones en el
exon 5 se une a Hsp70, aquellas variantes de P53 con mutaciones
en el exdon 8 simplemente no se unen al complejo [41]. Muy
probablemente esté presente alguna de estas mutaciones para
las 6 muestras positivas, donde encontramos asociacion de estas
proteinas.

Por otro lado, respecto a la cantidad de proteinas Hsp70, Hsp90
y P53 en tejido mamario identificadas como alteraciones de
la glandula mamaria (no cancerosas), se observé una mayor
expresion de la proteina Hsp70. Estos resultados se pueden
considerar como una “alerta” en pacientes con anomalias

© Bajo licencia de Creative Commons Attribution 3.0 License
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benignas, ya que si bien solo son alteraciones de tejido mamario,
en cualquier momento esta proteina podria ayudar a la célula
a evadir y ser independiente de los mecanismos de regulacién
celular, y permitir la transformacidn a células cancerosas [19].

Conclusion

Las Hsp son sobreexpresadas en muchos tumores humanos
malignos incluyendo el cédncer de mama, y la funcidon
citoprotectora de las Hsp es esencial para la supervivencia de las
células del cancer.

En el presente estudio se observé una mayor expresion de las
proteinas Hsp70, Hsp90 y p53 en tejido canceroso, y la asociacién
entre ellas en 6 muestras, en comparacién con el encontrado en
alteraciones de la glandula mamaria.
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