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Resumen 
 

El cáncer de páncreas es un tipo de tumor de baja incidencia, pero la mayoría de 

pacientes no sobreviven a la enfermedad. En el caso del cáncer colorrectal, hay muchos 

más pacientes que sobreviven, gracias en parte a la detección temprana, pero su 

incidencia en la población es muy alta y algunos casos son diagnosticados en estadios 

avanzados de la enfermedad. La búsqueda de nuevas terapias eficaces, capaces de 

incrementar la supervivencia a estas enfermedades, es un reto de la investigación 

oncológica.  

El uso de la proteína de choque térmico 90 (HSP90) como diana farmacológica 

ha surgido en los últimos años como una posible terapia antineoplásica prometedora. 

Esta chaperona está involucrada en el mantenimiento de la homeostasis celular, 

participando en procesos post-traduccionales, como el plegamiento, la translocación o 

activación de múltiples proteínas conocidas como proteínas "clientes". Muchas de estas 

proteínas "clientes" son parte clave en el desarrollo, proliferación, invasión y 

supervivencia de los tumores. Por este motivo, se pensó en el empleo de inhibidores de 

HSP90 sería una ventajosa estrategia antitumoral, ya que el incorrecto funcionamiento 

de HSP90 puede alterar simultáneamente numerosas proteínas con un importante 

función en las células tumorales. En este trabajo, se ha investigado el efecto de dos 

inhibidores de HSP90 diferentes. Por un lado, hemos estudiado los efectos de un 

inhibidor de HSP90 de primera generación, llamado 17-AAG o tanespimicina, y por otro, 

hemos investigado los efectos de un nuevo inhibidor sintético, llamado NVP-AUY922. 

Ambos tienen un mecanismo de acción común, que consiste en impedir el intercambio 

ADP/ATP necesario para que HSP90 pueda ejercer su acción, uniéndose de forma 

potente y selectiva al sitio de unión de ATP. La evaluación de 17-AAG y NVP-AUY922 

como agentes antitumorales ha sido realizada en dos modelos celulares de tumores 

gastrointestinales. Para ello se han utilizado líneas celulares humanas de cáncer de 

páncreas exocrino y de cáncer colorrectal. Además, se dispuso de cultivos primarios 

obtenidos de tumores colorrectales extirpados a pacientes. En resumen, los 

experimentos realizados han mostrado que NVP-AUY922 tiene un potente efecto 

antitumoral in vitro, por encima de los efectos producidos por 17-AAG, en modelos 

celulares de cáncer de páncreas y de cáncer colorrectal. 
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Abreviaturas y Acrónimos 

5FU: fármaco antineoplásico análogo del uracilo llamado 5-Fluorouracilo. 

5FU/LV: combinación de los fármacos 5FU/leucovorina. 

ADN: ácido desoxirribonucleico. 

AHA1: activador de HSP90 ATPasa homologo 1. 

Akt (PKB): proteína quinasa B. 

ALK: gen que codifica una proteína llamada quinasa de linfoma anaplásico. 

ARN: ácido ribonucleico. 

ARNm: ácido ribonucleico mensajero. 

APC: gen supresor de tumores (Adenomatous polyposis coli) que codifica la 

proteína de igual nombre. 

ATCC: American Type Culture Collection. 

ATP/ADP: adenosina trifosfato/difosfato. 

ATPasa: adenilpirofosfatasa. 

Blc-2: familia de proteínas cuyo nombre proviene de su primer miembro B-cell 

lymphoma 2. 

BCRP (ABCG2): proteína de resistencia del cáncer de mama. 

BD: Becton, Dickinson and Company. 

BRAF: gen homólogo del oncogén de sarcoma murino viral B. 

B-Raf: proteína quinasa perteneciente a la familia Raf codificada por BRAF. 

BRCA1: proteína susceptible de cáncer de mama tipo 1. 

BRCA2: proteína susceptible de cáncer de mama tipo 2. 

BSA: albúmina de suero bovino. 

CA 19.9: antígeno carbohidratado. 

CCR: cáncer colorrectal. 

ciclina B1: ciclina reguladora del ciclo celular. 

Cdc2 (Cdk1): quinasa dependiente de ciclina 1. 

Cdc25C: proteína fosfatasa que participa en la regulación del ciclo celular. 

Cdk: quinasa dependiente de ciclina. 

Cdk4 /Cdk6 / Cdk2: quinasa dependiente de ciclina 4, o 6, o 2. 

CDKN2A: gen que codifica dos proteínas, p16 y p14ARF, que participan en la 

proliferación celular. 

CEA: antígeno carcinoembrionario. 

CHIP: proteína ubiquitina ligasa E3. 

CIN: inestabilidad cromosómica. 

CP: cáncer pancreático. 

CPF: cáncer pancreático familiar. 

CRM: margen lateral o circunferencial de un tumor. 

DCBE: doble contraste con enema de bario. 

DMEM: medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s. 
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DMEM/ Ham’s F12: medio de cultivo DMEM con la mezcla de nutrientes Ham’s 

F12. 

DMSO: dimetil sulfóxido. 

E2F: factor de transcripción que participa en la progresión del ciclo celular. 

EGF: Factor de crecimiento epidérmico. 

EGFR (HER-1): Receptor del factor de crecimiento epidérmico. 

ERK (MAKP1): del inglés Extracellular signal-Regulated kinase. 

ETM: escisión total del mesorecto. 

FAD/FADH2: dinucleótido de flavina y de adenina. 

FAP: Poliposis adenomatosa familiar. 

FBDD: Fragment-based drug design. 

FDA: Food and Drug Administration. 

FITC: Isotioisocianato de fluoresceína. 

FOLFIRI: Combinación de Irinotecan/5FU/LV. 

FOLFOX: combinación de los fármacos 5FU/LV/OXA. 

FOLFIRINOX: combinación de fármacos 5FU/LV/Irinotecan/OXA. 

GA: fármaco derivado ansamicínico llamado Geldanamicina. 

GAPs: proteínas activadoras de GTPasas. 

GEM: Fármaco antineoplásico análogo de la citosina llamado Gemcitabina. 

Grb2: proteína ligadora del receptor del factor de crecimiento 2. 

GRP94: proteína regulada por glucosa 94. 

GSH: glutatión. 

GTP/GDP: guanosin trifosfato/difosfato. 

HBOC: síndrome hereditario del cáncer de mama-ovario. 

HCUVA: Hospital Clínico Universitario Virgen de la Arrixaca. 

HEPES: ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfónico. 

HER2 (Neu/ErbB2): receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 2. 

HER3 (ErbB3): receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 3. 

HER4 (ErbB4): receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 4. 

HGUE: Hospital General Universitario de Elche. 

HIF-1: factor de hipoxia inducible 1. 

HIP y HOP: proteínas adaptadoras que interaccionan con HSP70 y HSP90. 

HRAS: gen homólogo del oncogén viral de sarcoma de rata Harvey. 

H-Ras: proteína GTPasa de la familia Ras codificada por el oncogén HRAS. 

HSF-1: factor de choque térmico 1. 

HSP90 y HSP70: proteínas de choque térmico. 

hTERT: subunidad catalítica de la telomerasa, llamaba telomerasa transcriptasa 

inversa humana. 

HUSL: Hospital Universitario Santa Lucía, Cartagena, Murcia. 

IC50: concentración de un fármaco que inhibe el 50% del crecimiento celular. 

IGF1R: receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1. 
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IMIM: Institut Municipal d´Investigació Médica. 

IPMN: neoplasma mucinosa papilar intraductal. 

KDa: Kilodalton. 

KRAS: gen homólogo del oncogén viral de sarcoma de rata Kirsten. 

K-Ras: proteína GTPasa de la familia Ras codificada por el oncogén KRAS. 

LV: fármaco compuesto por tetrahidrofolatos llamado leucovorina o ácido 

folínico. 

MAPK: del inglés Mitogen-activated protein kinases. 

MCP: muerte celular programada. 

MDRs: mecanismos de resistencia a fármacos. 

Mdr-1 (P-gp/ABCB1): proteína resistente a múltiples fármacos o glicoproteína P. 

Mek 1/2: del inglés Mitogen/Extracellular signal-regulated kinase. 

MET: resección microquirúrgica endoscópica transanal. 

MCN: Neoplasma quística mucinosa. 

MMP2: enzima de la familia de las metaloproteinasas de matriz que degrada el 

colágeno de tipo IV. 

MMR: desajuste del sistema de reparación del ADN. 

MPF: factor de iniciación de la mitosis. 

MRP1 (ABCC1): proteína de resistencia a múltiples fármacos 1. 

MSI: inestabilidad de microsatélites. 

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio. 

Myt-1: tirosina/treonina quinasa asociada a la membrana inhibidora específica de 

Cdc2. 

mTOR: diana de la Rapamicina en células de mamíferos. 

NAD/NADH: dinucleótido de nicotinamida y adenina. 

NADP/NADPH: fosfato de dinucleótido de nicotinamina y de adenina. 

NQO1: NAD(P)H:quinona oxidorreductasa 1. 

NRAS: gen homólogo del oncogén viral de neuroblastoma Ras. 

N-Ras: proteína GTPasa de la familia Ras codificada por el oncogén NRAS. 

NSCLC: cáncer de pulmón de células no pequeñas. 

OMS: Organización Mundial de la Salud. 

OXA: fármaco antineoplásico alquilante de ADN llamado Oxaliplatino. 

p50/Cdc37: co-chaperona de HSP90. 

p70S6K: proteína ribosomal S6 quinasa beta-1. 

PanIN: neoplasia intraepitelial pancreática. 

PARP: enzima poli ADP ribosa polimerasa. 

PBS: tampón fosfato salino. 

PDAC: adenocarcinoma pancreático ductal. 

PDK-1 y PDK-2: quinasas dependientes de fosfatidilinositoles. 

PI3-K: fosfatidilinositol 3-quinasa. 

PIK3CA: gen que codifica la proteína PI3-K. 
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PIP2: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato. 

PIP3: fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato. 

Plk1: proteína quinasa reguladora del ciclo celular. 

PPoma: tumor secretor de polipéptido pancreático. 

PS: fosfatidilserina. 

PSA: persulfato amónico. 

Raf-1 (c-Raf): proteína quinasa perteneciente a la familia Raf. 

Rb: proteína del Retinoblastoma. 

RPMI: medio de cultivo desarrollado en el Roswell Park Memorial Institute. 

RPS6: proteína ribosomal S6 de la subunidad 40S. 

RSK1 (p90S6K): proteína ribosomal S6 quinasa alfa-1. 

RTK: Receptor tirosina quinasa. 

Rb: proteína de retinoblastoma. 

SBF: suero bovino fetal. 

SEM: error estándar de la media. 

SCN: cistadenoma seroso 

SDS: sulfato de dodecil. 

SF: sigmoidoscopia flexible. 

SMAD4: gen que codifica proteínas que participan en la señalización celular. 

SOS: intercambiador de nuceósidos de guanina. 

SPN: neoplasia sólida pseudopapilar. 

Src: proteína tirosina quinasa no receptora codificada por el oncogén SRC. 

TRAP1: receptor del factor de necrosis tumoral tipo 1. 

TBS: tampón Tris salino. 

TC: tomografía computarizada. 

TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletileno diamina. 

TGF-α: factor de crecimiento transformante alfa. 

TGF-β: factor de crecimiento transformante beta. 

TNF: factor de necrosis tumoral. 

TP53: gen supresor de tumores p53. 

transportadores ABC: transportadores de membrana dependientes de ATP. 

UFT/LV: combinación de tegafur (UFT), un pro-fármaco oral de 5FU con LV. 

UICC: Unión Internacional contra el Cáncer. 

USE: ultrasonografía endoscópica. 

VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial. 

VIPoma: tumor secretor del polipéctido intestinal vasoactivo. 

Wee1: quinasa de la familia WEE que participa en la regulación del ciclo celular. 

YP: yoduro de propidio. 
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1. El cáncer en cifras 

El cáncer es una enfermedad que se caracteriza por el desarrollo descontrolado 

de células que modifican sus características primitivas, adquiriendo unas nuevas que les 

confieren malignidad, que es variable para cada tipo de neoplasia. En general, las 

células cancerosas se dividen sin control y de manera autónoma, aumentando su 

número considerablemente llegando a reemplazar y/o destruir los órganos y tejidos 

sanos que las rodean. Al inicio de la enfermedad, el tumor se encuentra localizado 

donde se ha generado (lesión primaria), pero la mayoría son capaces de invadir los 

tejidos adyacentes. Además, las células cancerígenas pueden diseminarse a través de 

los ganglios linfáticos o los vasos sanguíneos y colonizar otros órganos y/o tejidos 

alejados de su punto de origen, produciendo nuevos tumores a distancia (metástasis). 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) el cáncer es la causa más importante 

de muerte y morbilidad en Europa, después de las enfermedades cardiovasculares.  

Figura 1: Estimación del número de casos de incidencia (barra azul) y mortalidad 
(barra roja) mundial para ambos sexos y todas las edades para 2012 (tomado de 
http://globocan.iarc.fr). 

A nivel mundial, hubo 14,1 millones de casos nuevos de cáncer, 8,2 millones de 

muertes producidas por cáncer y 32,6 millones de personas diagnosticadas con cáncer 

(en los 5 primeros años) en el año 2012 [1], lo que representa un problema sanitario y 

social muy importante en la actualidad. El cáncer con mayor número de casos para 
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ambos sexos es el cáncer de pulmón, seguido del cáncer de mama y el cáncer 

colorrectal (CCR) (Figura 1). 

En España, desde el comienzo del siglo XIX los tumores malignos son la principal 

causa de muerte en varones, y la segunda en mujeres. Aun así, las tasas de mortalidad 

debida a un cáncer han estado disminuyendo desde la década de los 90 en los países 

desarrollados, no así el número de casos nuevos que aparecen cada año [2]. Según los 

datos del programa GLOBOCAN 2012, la estimación de la incidencia de cáncer en 

España superó los 200.000 casos, dentro de los cuales el CCR representa el cáncer con 

más casos en nuestro país para ambos sexos, con una incidencia del 15% (Figura 2). Si 

tenemos en cuenta la mortalidad en nuestro país, el cáncer de pulmón es el cáncer que 

más muertes causa con un 20% de las muertes producidas, seguido del CCR con un 14% 

[1]. 

Figura 2: Estimación del número de casos y su porcentaje de la incidencia de cáncer 
en España para ambos sexos y todas las edades para 2012 (tomado de 
http://globocan.iarc.fr). 

Además la prevalencia para 1, 3 y 5 años (excluyendo los casos de cáncer de piel 

no melanocítico) nos dice que el número de casos irá en aumento, muy probablemente 

debido al envejecimiento de la población, estando por encima de los 500.000 casos 

para 2017 [3]. 

El proyecto "Eurocare: Cancer Survival in Europe" recoge información 

epidemiológica sobre la supervivencia de los pacientes con cáncer de 23 países 

europeos y ha recopilado más de 13 millones de casos entre 1978 y 2002. Este proyecto 
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se creó para analizar las tendencias de supervivencia y estudiar las diferencias entre 

países europeos. A pesar de que todos los datos indican que el número de pacientes de 

cáncer será mayor en el futuro, el último informe publicado por este proyecto, 

Eurocare-4, donde se analizaron los datos de pacientes diagnosticados en Europa entre 

los años 1995-1999 con información vital hasta el año 2003, indica que se producirá una 

mejora en la supervivencia para la mayoría de los tumores, tanto en España como en 

Europa. El cáncer que muestra la peor tasa de supervivencia para 5 años es el cáncer 

pancreático (CP) [4, 5].  

Probablemente sea el envejecimiento de la población la mayor causa del 

aumento de la incidencia en cáncer, pero afortunadamente también cada vez hay más 

pacientes que sobreviven a él, gracias a la aparición de nuevas terapias más eficaces, 

sistemas de cribado y actividades para la detección precoz, junto a mejores sistemas de 

diagnóstico. 

Todos estos datos nos ofrecen una idea de la importancia de esta enfermedad a 

nivel global hoy día, y la relevancia de su estudio, tanto en prevención, dado que su 

detección temprana aumenta sustancialmente la probabilidad de curación, como en el 

desarrollo de nuevas terapias capaces de controlarla y curarla. 

2. Cáncer pancreático 

2.1 Epidemiología 

El cáncer pancreático (CP) es un tumor con una baja incidencia en comparación 

con el cáncer de pulmón o de mama, pero aun así es una de las principales causas de 

muerte en el mundo occidental, siendo la quinta causa de muerte por cáncer en 

hombres y la cuarta en mujeres, en la región europea [1]. El periodo de edad donde 

más pacientes son diagnosticados está comprendido entre los 65-75 años [6-8], aunque 

puede aparecer a cualquier edad. 

En España, fue en los años 80 cuando la tasa de mortalidad sufrió el mayor 

aumento, y a partir de esta década, el número de muertes ha crecido paulatinamente y 

se ha mantenido estable hasta la actualidad, probablemente consecuencia de las 

mejoras en las técnicas de diagnóstico llevadas a cabo en los último años [2]. Para el 
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año 2012, se estima que fue la cuarta causa muerte por cáncer en nuestro país para 

ambos sexos [1]. 

Hay que puntualizar que otros tipos de tumores causan un mayor número de 

muertes que el CP, pero lo grave de este tumor es que el número de pacientes 

afectados y el número de muertes son prácticamente iguales a nivel mundial, es decir, 

que casi ningún paciente sobrevive a esta enfermedad. 

Esto se debe principalmente a que es una de las neoplasias con mayor 

malignidad, teniendo una tasa de supervivencia global a 5 años inferior al 5% [9]. Esta 

baja tasa de supervivencia viene agravada por el hecho de que su diagnóstico 

normalmente se produce en etapas muy avanzadas de la enfermedad, por lo que la 

mayoría de los pacientes tienen un pronóstico bastante malo cuando la enfermedad es 

detectada. Según la Sociedad Americana del Cáncer, en el periodo 2003-2009 sólo el 9% 

de los tumores pancreáticos eran diagnosticados cuando el tumor está localizado [10], 

es decir, todavía no se había diseminado. 

De hecho, el momento en el que se diagnostica es muy importante, ya que de 

ello depende que se pueda aplicar un tratamiento quirúrgico, que es, de momento, la 

única posibilidad de curación. Si la operación se realiza en las primeras etapas de la 

enfermedad, la supervivencia estimada ronda los 24 meses, pero por el contrario, si el 

paciente ya se encuentra en un estadio avanzado de la enfermedad, el tiempo se 

reduce a 4,5 meses [7]. Por desgracia, algunos estudios nos indican que sólo entre un 

10%-25% de los pacientes se les puede realizar la resección tumoral [8, 11]. El resto, no 

puede someterse al tratamiento quirúrgico y su tiempo medio de supervivencia, 

independientemente del estadio en el que se encuentra la enfermedad, es solamente 

de 3,5 meses. 

2.2 Características 

Los tumores pancreáticos epiteliales son lesiones producidas por células 

cancerígenas localizadas en la parte exocrina del páncreas, formada por células 

acinares, centroacinosas y ductales, o en la parte endocrina, formada por las células 

llamadas islotes de Langerhans. Menos frecuentes son los tumores de origen no 
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epitelial, como sarcomas o linfomas. Nosotros nos vamos a central en los tumores 

epiteliales. 

 La parte exocrina del páncreas es la encargada de segregar las enzimas 

digestivas, y las lesiones tumorales presentes en esta parte constituyen la mayoría de 

los tumores pancreáticos. La neoplasia más frecuente, entre el 85% y el 90% de los 

casos, es el adenocarcinoma pancreático ductal (PDAC). Por ello, normalmente cuando 

se habla de CP, y concretamente en nuestro trabajo, se viene a referir a este tipo de 

lesión. El resto, menos de un 5%, son neoplasias endocrinas, también llamadas tumores 

neuroendocrinos o de las células de los islotes. Este subtipo de tumores pancreáticos 

forma un grupo muy heterogéneo y poco frecuente. Normalmente se dividen entre los 

tumores capaces de liberar hormonas peptídicas pancreáticas, como la insulina o el 

glucagón, por lo que son conocidos como funcionales, y los no funcionales. Estos 

últimos son capaces de secretar hormonas, pero su respuesta clínica no está 

relacionada con la secreción hormonal. 

Dentro de los funcionales, cuyos síntomas están causados por la 

hiperproducción hormonal, encontramos el insulinoma, glucagonoma, somastitoma, 

gastrinoma (común en los pacientes con síndrome de Zollinger-Ellison), o el tumor 

secretor del polipéptido intestinal vasoactivo (VIPoma, o también llamado síndrome de 

Verner-Morrison), entre otros. De los no funcionales hay que destacar que se 

caracterizan por mostrar un comportamiento maligno, con invasión de tejidos 

adyacentes o metástasis, y por tener un gran tamaño, lo que facilita su detección y 

causa dolor en el paciente [12]. La neoplasia no funcional más frecuente es el tumor 

secretor de polipéptido pancreático (PPoma). 

Anatómicamente, el páncreas se divide en varias secciones. El extremo ancho se 

llama cabeza, en la parte media está el cuello y el cuerpo, y el extremo delgado es la 

cola. Los tumores pancreáticos se localizan frecuentemente en la cabeza de la glándula 

(75%), seguidos por los que se encuentran en el cuerpo y la cola (25%) [7, 11], y se 

caracterizan por diseminarse a distancia con facilidad, invadiendo los vasos linfáticos y 

los tejidos pancreáticos contiguos. Además, son capaces de alcanzar rápidamente el 

hígado a través de la circulación portal. 
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Desde el punto de vista clínico, son tumores asintomáticos hasta estadios muy 

avanzados de la enfermedad, dificultando su diagnóstico en etapas tempranas de la 

enfermedad, lo que empeora el pronóstico de los pacientes, como ya hemos 

comentado. Algunos síntomas que a menudo pueden asociarse a este tipo de tumores 

son ictericia, dolor abdominal o de espalda, pérdida de peso inexplicable y anorexia. 

Etiológicamente hablando, la mayoría de los CP son esporádicos, y el factor de 

riesgo más importante asociado a ellos es el tabaco. Algunos estudios han estimado que 

entre 20-30% de los casos de CP son consecuencia del consumo de tabaco [13]. Otros 

factores como la edad, la obesidad, diabetes, e incluso la pancreatitis crónica previa se 

han relacionado con estas neoplasias, aunque la relación entre estos factores y el CP no 

está claramente establecida en todos los casos. Pero no todos los CP surgen de forma 

esporádica, ya que existen aproximadamente un 10% que están relacionados con 

factores genéticos hereditarios que predisponen a la enfermedad. Por el momento se 

desconocen cuáles son los factores genéticos, o los genes concretos, que juegan un 

papel importante de la predisposición hereditaria al CP, por lo que no existen pruebas 

diagnósticas concluyentes para saber si un familiar u otra persona tienen más riesgo de 

sufrir CP. En los últimos estudios se han encontrado mutaciones de línea germinal  

asociadas a un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad [14], aunque estas 

mutaciones no se producen en todos los casos, y por tanto, todavía no existe una 

correlación genética correcta. Por ejemplo, el gen supresor BRCA2 presentó mutaciones 

germinales en un 19% de las familias con cáncer de páncreas familiar (CPF) incluidas en 

un estudio realizado en Europa [15], y es el candidato con mayor relación para este 

tumor. Sin embargo, en el resto de las familias estudiadas, un 80%, no se encuentra 

mutado.  

Se considera CPF cuando en una familia, o al menos dos de sus miembros 

directos, sufren CP sin estar asociado a un síndrome identificable. De hecho, cuando 

dos o más individuos de primer grado de la misma familia están afectados por la 

enfermedad, el riesgo de padecer esta enfermedad con respecto a la población 

aumenta casi 7 veces para el resto de los familiares, y si son tres individuos los 

afectados en la misma familia, el riesgo es 36 veces mayor [13]. Existen síndromes 

hereditarios de cáncer que también pueden predisponer a sufrir CP. Entre ellos vamos a 
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nombrar el cáncer familiar de mama y ovario hereditario (HBOC), que suele ser debido a 

mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2, o síndromes relacionados con el CCR 

hereditario como son el síndrome de Lynch y la poliposis adenomatosa familiar (FAP). 

Síndromes hereditarios que producen inflamación crónica y disfunción de la glándula, 

como la pancreatitis hereditaria, también incrementan la posibilidad de sufrir CP [13, 

14].  

2.3 Clasificación 

Desde un punto de vista histopatológico, la OMS propone una división de las 

lesiones pancreáticas exocrinas en la que se distinguen lesiones benignas, lesiones 

"borderline" o no claramente malignas cuya evolución es incierta, y por último lesiones 

malignas. De manera más práctica, los tumores pancreáticos normalmente se clasifican 

en función de sus características macroscópicas, diferenciando entre tumores sólidos y 

tumores quísticos.  

Dentro de los tumores sólidos encontramos el PDAC, que como hemos 

comentado anteriormente, representa casi la totalidad de todos las neoplasias 

pancreáticas, y es un tumor altamente agresivo [16]. Entre los tumores quísticos son 

frecuentes la neoplasia mucinosa-papilar intraductal (IPMN) o la neoplasia quística 

mucinosa (MCN), ambas consideradas de tipo "borderline", ya que pueden progresar 

hacia un carcinoma invasivo, y deben ser bien diferenciadas de otras lesiones quísticas 

que son en su mayoría benignas, como el cistadenoma seroso (SCN). Existe un tumor 

con apariencia quística y sólida, la neoplasia sólida pseudopapilar (SPN), clasificada 

también tipo "borderline", dado que un 10% de estos tumores son agresivos [16].  

Existe otro sistema de clasificación usado a nivel mundial, que consiste en la 

estadificación de los tumores sólidos, entre los que encuentra el CP, basándose en la 

extensión anatómica del tumor. A esta clasificación se le conoce como TNM y tiene en 

cuenta la invasión local del tumor primario (T), la afectación de los ganglios linfáticos (N) 

y la posible presencia de metástasis distantes (M). La combinación de estas tres 

características T, N y M del tumor nos proporciona el estadio o la etapa en concreto en 

el que se encuentra un paciente. Este sistema de estadificación fue desarrollado hace 

más de 50 años por el Comité TNM de la Unión Internacional contra el Cáncer (UICC) y 
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se ha ido modificando a través de los años, adaptándose a los cambios en el 

conocimiento sobre la oncología y la práctica clínica [17]. La clasificación TNM tiene una 

gran utilidad clínica para predecir el pronóstico de los pacientes y así poder decidir qué 

estrategias terapéuticas seguir a continuación. En el momento en el que se advierte la 

presencia de un tumor se debe determinar el estadio TNM del mismo. Normalmente, la 

clasificación TNM está dividida en cuatro estadios, de forma que el primero es el de 

menor malignidad, y va incrementándose hasta llegar al último donde los pacientes 

presentan un peor pronóstico. Para la estadificación del CP se utilizan los criterios 

recogidos en la tabla dispuesta a continuación (Tabla 1). 

Categoría T ( profundidad de la invasión local )  

  
Tx No se puede evaluar tumor primario T-0: No evidencia de tumor primario 

 Tis Carcinoma in situ 

T1 Tumor limitado a páncreas ≤ 2 cm 
 T2 Tumor limitado a páncreas > 2 cm 
 T3 Extensión a órganos vecinos pero sin afectación de tronco celíaco o arteria 

mesentéricas superior (o con afectación, pero puede ser resecable) 

T4 Infiltración de tronco celíaco o arteria mesentérica superior (tumor 

irresecable) 

  
                  Categoría N ( implicación de nódulos linfáticos ) 

 
 

 
Nx No se puede evaluar la afectación ganglionar 

N0 No hay nódulos linfáticos implicados 

N1 Metástasis ganglionar 

  
                   Categoría M ( presencia de metástasis distantes ) 

  
Mx No hay información de metástasis distante disponible 

M0 No hay metástasis distante detectable 

M1a Metástasis a distancia 
  
Clasificación de los estadios 
 

 

  
0 Tis N0 M0  

IA T1 N0 M0  

IB T2 N0 M0  

IIA T3 N0 M0  

IIB T1/T2/T3 N1 M0  

III T4 Algún N                                  M0  

IV Algún T    Algún N M1  

      

Tabla 1: Clasificación TNM y estadificación clínica para el CP (6ª edición) (tomada de 
[18]). 
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De forma simplificada podemos decir que en el CP, en el estadio I el tumor se 

encuentra limitado al páncreas. A partir del estadio II el tumor podría haberse 

diseminado hacia tejidos y órganos cercanos (IIA), e incluso a los ganglios linfáticos 

próximos (IIB). En este estadio también podrían estar afectados los vasos sanguíneos 

mayores cerca del páncreas, pero la circulación venosa puede ser aún restaurada y el 

tumor se sigue considerando local y extirpable. En el estadio III, el tumor se ha 

diseminado hacia los vasos sanguíneos que irrigan el páncreas y es posible que también 

a los ganglios linfáticos (Figura 3). En esta etapa el tumor es considerado localmente 

avanzado y ya no es posible su extirpación. Cuando la enfermedad ha alcanzado el 

estadio IV, el tumor se ha diseminado hacia órganos alejados como pueden ser el 

hígado, los pulmones o la cavidad peritoneal, y tampoco es extirpable.  

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Imagen del estadio III en el CP. El tumor se ha diseminado hacia  los vasos 
sanguíneos mayores que irrigan el páncreas como la arteria mesentérica superior, el axis 
celíaco, la arteria hepática común y la vena porta. También puede haber afectación de los 
ganglios linfáticos cercanos (tomada de https://visualsonline.cancer.gov/). 

Algunos parámetros bioquímicos como los niveles séricos del antígeno 

carbohidratado (CA 19.9), un marcador tumoral de detección, pueden estar 

aumentados en los pacientes de CP, y en la actualidad puede ser utilizado para el 

seguimiento y vigilancia de la enfermedad en pacientes ya diagnosticados [9].  

2.4 Alteraciones moleculares en el CP 

La carcinogénesis del CP se ha descrito como una sucesión de cambios desde un 

epitelio normal hasta la aparición del cáncer, que incluye modificaciones histológicas 
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junto con una acumulación de alteraciones moleculares específicas. El estudio y la 

caracterización de las modificaciones moleculares que se producen durante el 

desarrollo de la enfermedad han permitido entender con mayor detalle el proceso de 

esta enfermedad. 

Histológicamente, los diferentes tipos de lesiones precursoras del CP se han 

organizado conforme a un nuevo sistema donde son clasificadas en varias etapas según 

las características de cada lesión, para conseguir un mejor diagnóstico y unificar 

criterios. Estas lesiones son denominadas neoplasias intraepiteliales pancreáticas 

(PanINs) [19]. En los primeros estadios de la enfermedad las lesiones son de naturaleza 

hiperplásica no-invasiva y son conocidas como PanIN-1. Estas lesiones evolucionan 

hacia lesiones hiperplásicas atípicas o de bajo grado de displasia, llamadas PanIN-2, y 

van adquiriendo anormalidades nucleares, hasta que llegan a un alto grado de displasia 

y al carcinoma in situ, o PanIN-3. Cada etapa histológica de este modelo de progresión 

del CP está asociada a unas alteraciones genéticas determinadas (Figura 4). 

Figura 4: Modelo de progresión del cáncer de páncreas, mostrando las alteraciones 
genéticas que pueden producirse durante su desarrollo (tomado de [16]). 

En las etapas tempranas (PanIN-1 y PanIN-2) están implicadas mutaciones como 

la activación del oncogén KRAS y la inactivación del gen supresor CDKN2A, ambos 

relacionados con la proliferación y supervivencia celular. Entre un 55-90% de los 

pacientes PC tienen alteraciones en KRAS, siendo la mutación más frecuente en este 

tumor, y además se ha descrito su relación con la carcinogénesis del CP. Las 

alteraciones se van acumulando en el trascurso del desarrollo de la enfermedad y en 
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etapas más avanzadas (PanIN-3), mutaciones en otros genes supresores de tumores 

como TP53, SMAD4, o BRCA2, son frecuentes en el CP [9, 16, 20, 21]. Como 

consecuencia de ello, procesos biológicos como la apoptosis, regulación del ciclo 

celular, control del daño en el ADN, rutas de señalización de K-Ras y TGF-β, entre otros, 

están alterados en la mayoría de los CP. Estas mutaciones son muy comunes en el CP, 

pero existe muchas otras que se presentan con muy poca frecuencia y aún se 

desconoce su papel en la oncogénesis de este tipo de tumores.  

Además de las mutaciones anteriormente descritas, otras alteraciones genéticas 

se producen en el CP. Las aberraciones cromosómicas producidas por la pérdida o 

ganancia de regiones cromosómicas, y los cambios epigenéticos, que modulan la 

expresión de los genes, tienen una considerable importancia en el CP, al igual que en 

otros tipos de tumores. De hecho, el proceso epigenético de hipermetilación de ADN se 

produce con bastante frecuencia en el CP [22], y varios genes implicados en el 

desarrollo de este tumor sufren este proceso. La hipermetilación es un fenómeno 

frecuente en las células cancerígenas, por el cual se puede reducir, e incluso perder, la 

expresión de un gen, por lo que se puede producir la inactivación de genes supresores 

de tumores y genes reparadores de ADN. 

La consecuencia final de los cambios genéticos que se desarrollan durante la 

carcinogénesis del CP es la alteración de proteínas que participan en el desarrollo de 

esta patología y su malignidad. Concretamente, las modificaciones genéticas conllevan 

cambios en procesos tan importantes como el crecimiento celular, la adhesión celular, 

la invasión y la angiogénesis [21]. Probablemente un mejor conocimiento de las 

alteraciones genéticas relacionadas con el CP en un futuro permitirá predecir de forma 

más certera el riesgo de padecer este tumor y encontrar terapias más adecuadas para 

cada paciente. 

2.5 Tratamiento y supervivencia 

El mejor tratamiento para el CP, y la única posibilidad potencial de cura que 

existe en la actualidad para este tipo de tumor es la resección quirúrgica. Dependiendo 

de dónde este localizado el tumor, se puede utilizar el procedimiento quirúrgico de 
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Whipple o duodenopancreatectomía, una pancreatectomía distal o pancreatectomía 

total. Además, al menos de 12 a 15 ganglios linfáticos deben ser resecados [9]. 

Gracias a los avances en las técnicas de imagen utilizadas para el diagnóstico y 

valoración de la extensión de los tumores pancreáticos, como la tomografía 

computarizada (TC) helicoidal y la ultrasonografía endoscópica (USE) [23], la toma de 

decisiones sobre los pacientes que pueden ser operados ha mejorado sustancialmente 

y neoplasias en etapas tempranas pueden ser detectadas más fácilmente. Pero, como 

ya hemos comentado, la resección es posible en un número limitado de pacientes, y 

aun realizándose, la esperanza de vida para estos pacientes es muy corta. En principio, 

los datos indican que la resección con márgenes negativos, es decir, con márgenes 

libres de tumor, es posible en más de la mitad de los pacientes operados y la mortalidad 

debida al ingreso hospitalaria es muy baja. Lo llamativo es que a pesar de ello, las tasas 

de supervivencia a largo plazo no aumentan para estos pacientes. De momento, los 

motivos que impiden prolongar la supervivencia de los pacientes con tumor extirpable 

se desconocen, pero una de las opciones propuestas son las micrometástasis tempranas 

[24]. El CP tiene una gran capacidad de extenderse hacia otros tejidos, incluso en etapas 

iniciales de la enfermedad. Este hecho impide que la cirugía pueda erradicar con 

totalidad el tumor, lo que conlleva a recidivas en la mayoría de los pacientes [25]. 

Dado que la extirpación tumoral no es suficiente, además de que en la mayoría 

de los casos no es posible, en los pacientes de CP se utiliza de forma generalizada la 

terapia adyuvante. Esta terapia puede consistir en un tratamiento con agentes 

quimioterápicos, radioterapia e inmunoterapia, y se aplica tanto en los pacientes 

operados como en los que no se puede realizar la cirugía, como tratamiento paliativo. 

La quimioterapia adyuvante estándar propuesta para el tratamiento del CP 

consiste en la administración de dos antineoplásicos análogos de las bases pirimidínicas,  

gemcitabina (GEM) y 5-Fluorouracilo (5FU). Más concretamente, los regímenes 

utilizados en clínica para tratar el CP están formados por la combinación de estos 

fármacos con otros agentes quimioterápicos que mejoran los beneficios producidos por 

la administración de GEM y 5FU como agentes únicos. Las opciones que ofrecen 

mayores probabilidades de éxito en la actualidad son la combinación de 5FU con 
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leucovorina, irinotecan y oxaliplatino (FOLFIRINOX), todos ellos fármacos usados 

también en el tratamiento del CCR. Además, la administración de GEM en suspensión 

coloidal con paclitaxel, un fármaco antineoplásico de la familia de los taxanos que 

afecta al citoesqueleto celular, y junto con erlotinib, un inhibidor del receptor del factor 

de crecimiento epidérmico (EGFR) [26], también son utilizados. Aun así, los resultados 

positivos que aportan estos fármacos, en general, son muy limitados. 

Otros fármacos han sido estudiados en combinación con GEM, aunque no han 

conseguido mejorar la supervivencia de los pacientes. Entre ellos está cetuximab [27], 

otro inhibidor de EGFR, y fármacos inhibidores del factor de crecimiento vascular 

endotelial (VEGF), como bevacizumab [28] o axitinib [29], por citar algunos. Estudios 

con fármacos inhibidores de la enzima poli ADP ribosa polimerasa (PARP), que impiden 

la reparación del ADN, también están siendo evaluados como terapia contra el CP. Estos 

inhibidores de PARP están funcionando en pacientes con mutaciones en BRCA1/2 [26]. 

Por otro lado, el uso de la radioterapia se ha propuesto en los últimos años 

como una opción terapéutica en diferentes neoplasias. En el CP también se ha 

estudiado este método terapéutico combinado con la quimioterapia, pero los datos 

obtenidos hasta el momento no han sido lo suficientemente concluyentes para 

recomendar su utilización tras la cirugía del tumor. De hecho, los estudios realizados no 

encontraron diferencias significativas entre la supervivencia de los pacientes que 

recibieron quimio/radioterapia postoperatoria y los que no [30]. 

También se ha propuesto la administración de terapias neoadyuvantes para 

combatir el CP. Estas terapias consisten en la administración de quimio/radioterapia de 

forma preoperatoria, para conseguir una mejor resección, o para disminuir el tamaño 

de un tumor no extirpable o localmente avanzado. Los datos recogidos, tras varios 

estudios al respecto, han encontrado que no hay una mejoría en la supervivencia y/o en 

las tasas de resección de los pacientes con tumores extirpables. Sin embargo, una parte 

de los pacientes con enfermedad localmente avanzada o tumores no extirpables, se 

benefician del tratamiento preoperatorio y el tumor puede ser operado. Es por ello que 

el uso de la terapia neoadyuvante debe ser valorado en este tipo de casos [31]. 
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Por último, la inmunoterapia también se ha propuesto como un tratamiento 

alternativo frente al CP. El objetivo de esta modalidad terapéutica consiste en 

desarrollar una respuesta inmune de forma artificial frente a las células tumorales, 

utilizando vacunas que presenten antígenos expresados específicamente en estas 

células. Diferentes tipos de vacunas han sido probadas en ensayos clínicos y los 

resultados, aunque alentadores, por el momento no han sido lo suficientemente 

positivos para validar su uso. Además, la inmunosupresión que provocan los tumores 

hace necesario la combinación de esta terapia con otros fármacos moduladores de la 

respuesta inmune. Entre estas vacunas encontramos las diseñadas con proteínas que 

están alteradas frecuentemente en el CP, como K-Ras o la telomerasa, o las que utilizan 

células tumorales completas de líneas celulares tumorales pancreáticas irradiadas, o 

células dendríticas cargadas de antígenos tumorales, entre otras [32]. 

Como vemos, se han realizado numerosos esfuerzos para encontrar terapias 

realmente eficaces contra el CP y que incrementen la supervivencia de los pacientes. 

Por desgracia, este objetivo aún no ha sido alcanzado, por lo que nuevas estrategias 

terapéuticas deben seguir siendo estudiadas. 

3. Cáncer colorrectal  

3.1 Epidemiología 

El CCR es el tercer tipo de cáncer más común en el mundo y el cuarto respecto a 

número de muertes producidas. Para el año 2014 se estimaban casi 100.000 nuevos 

casos de CCR en los Estados Unidos para ambos sexos [10], número que nos da una idea 

de su alta incidencia. En nuestro país es el tercer tipo de cáncer más frecuente para 

hombres y el segundo para mujeres. Si tenemos en cuenta ambos sexos, es el cáncer 

con mayor incidencia en España [1].  

Un dato característico de este tipo de cáncer es que la mayoría de los pacientes 

con CCR tienen más de 50 años cuando son diagnosticados, y la edad media de los 

pacientes que padecen este cáncer es muy alta, alrededor de los 70 años tanto para 

hombres como mujeres. También es típico del CCR producirse con más frecuencia en 

hombres que en mujeres. De hecho, los hombres afectados por este tumor superan en 

aproximadamente 100.000 casos a las mujeres con CCR a nivel mundial. En España, la 



Introducción 

 
21 

diferencia entre sexos no es tan significativa, pero también hay más incidencia en 

hombres, según el informe GLOBOCAN 2012 [1]. 

Los datos sobre CCR nos indican su alta incidencia, pero a pesar de ello, la 

mayoría de los casos se pueden curar si su detección es temprana. Es por ello que la 

etapa donde es diagnosticado es fundamental para el pronóstico de la enfermedad. 

Según los datos obtenidos en el proyecto Eurocare-4 para el CCR, se comprobó que la 

supervivencia para el CCR ha aumentado considerablemente en los países de la región 

europea, siendo este incremento más pronunciado en los pacientes más jóvenes [33]. 

Probablemente, la creciente accesibilidad de la población europea a los sistemas de 

detección precoz y el uso de tratamientos eficaces para CCR seguirán creando esta 

positiva tendencia. 

3.2 Características 

El CCR se produce cuando hay un crecimiento incontrolado de células del colon 

y/o el recto dando lugar a un tumor maligno. El CCR engloba las neoplasias que 

aparecen a lo largo del colon y en el recto. La mayoría de los tumores de CCR son de 

tipo epitelial, y en concreto el más frecuente es el adenocarcinoma, que representa el 

90% de los CCR. En ocasiones también pueden originarse sarcomas, tumores 

carcinoides, melanomas o linfomas, pero son infrecuentes. En nuestro estudio, cuando 

hablamos de CCR nos referimos a los adenocarcinomas.  

El adenocarcinoma es un tumor que va precedido de la aparición de lesiones 

premalignas conocidas como adenomas o pólipos adenomatosos [34]. Los pólipos son 

lesiones que crecen desde la mucosa de la pared interior del intestino grueso hacia la 

luz durante cierto tiempo, y pueden presentar diferentes tamaños, formas y 

comportamiento. La mayoría de ellos son pólipos que no degeneran en cáncer, pero en 

algunos de ellos las células del pólipo se convierten en cancerosas, comenzando a 

proliferar incontroladamente, y a invadir las diferentes capas que forman la pared 

intestinal desde la mucosa hasta la capa más externa, la serosa. A partir de aquí pueden 

llegar a invadir tejidos próximos, y finalmente producir metástasis distantes. Estos 

pólipos adenomatosos representan un factor de riesgo para el CCR, y normalmente son 

eliminados por endoscopia si son detectados.  
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Anatómicamente, la mayoría de los tumores colorrectales se localizan en la zona 

descendente o izquierda del colon, concretamente en los últimos segmentos, en una 

parte llamada sigma. Dentro de los CCR, aproximadamente un tercio se producen en el 

recto. En las últimas décadas, algunos estudios han informado del cambio de tendencia 

por el aumento de casos de CCR en el colon ascendente, o lado derecho, sobre todo en 

los pacientes de mayor edad. Por el momento, se desconocen las razones reales de este 

cambio, pero se piensa que podría estar relacionado con el envejecimiento de la 

población y/o los cambios en los hábitos alimenticios hacia dietas pobres en fibra y ricas 

en grasa [35].  

Etiológicamente, la mayoría de los CCR aparecen de forma esporádica, y los 

mayores factores de riesgo para padecerlo son la edad y el sexo masculino, ambos 

parámetros insalvables por el paciente. Otros factores, como antecedentes familiares 

de CCR o la enfermedad intestinal inflamatoria también aumentan considerablemente 

el riesgo de sufrir este tipo de tumor. En concreto, las personas con un pariente de 

primer grado con CCR diagnosticado con más de 50 años de edad tienen de 2 a 3 veces 

más riesgo de presentar este cáncer con respecto al resto de la población. Este riesgo 

puede aumentar hasta 6 veces si el pariente de primer grado es menor de 45 años, o si 

hay dos miembros de primer grado afectados [36]. De hecho, el CCR es uno de los 

tumores con un mayor número de pacientes con un parentesco familiar y se piensa que 

alrededor del 35% de los CCR podrían tener un origen relacionado con factores 

hereditarios, aunque las causas genéticas que los desencadenan no se comprenden 

totalmente.  

Existe un 5% de casos de CCR asociados a factores hereditarios de los que sí se 

conoce su patogénesis molecular y las mutaciones genéticas relacionadas con ellos, y 

son los CCR que aparecen como consecuencia de un síndrome hereditario previo, como 

es el síndrome de Lynch (o cáncer colorrectal no-polipósico hereditario) o la poliposis 

adenomatosa familiar (FAP), entre otros. Cada síndrome tiene características clínicas 

propias, una etiología molecular diferente y un factor de riesgo asociado para 

desarrollar diferentes tipos de tumores. Por ejemplo, los pacientes con síndrome de 

Lynch presentan un riesgo entre el 50-80% de desarrollar CCR, y es de un 100% para los 

pacientes con FAP [36].  
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El estudio de los factores genéticos como de los antecedentes familiares del 

paciente con CCR es muy importante. No solamente por el paciente en sí, sino porque 

nos permite valorar el riesgo que pueden tener los familiares a desarrollar CCR u otros 

tipos de tumores, y poder realizar un buen sistema de cribado. La pruebas genéticas y la 

recogida de datos familiares ya forman parte de la práctica clínica actual, dentro de los 

métodos de detección temprana que se realizan para la población de riesgo, junto con 

el examen de sangre oculta en las heces, y las técnicas endoscópicas, como la 

colonoscopia y sigmoidoscopia flexible (SF). También se utilizan otras pruebas 

diagnósticas como el examen digital rectal, aunque tiene una limitada sensibilidad, o el 

doble contraste con enema de bario (DCBE), que es menos sensible que la colonoscopia 

pero puede hacer un examen radiológico de todo el colon y recto. Además, se están 

aplicando nuevas técnicas como la colonografía por TC, también llamada colonoscopia 

virtual [37]. 

3.3 Clasificación 

 Los tumores de CCR se pueden clasificar bajo muchos criterios, pero si tenemos 

en cuenta la clasificación histopatológica, el tumor más frecuente es el 

adenocarcinoma, como ya hemos dicho, seguido del adenocarcinoma mucinoso o 

coloide (más del 50% de la lesión está compuesta por mucina extracelular), que 

representa un 10-20% de los casos. Otros subtipos de tumores epiteliales menos 

frecuentes incluyen el adenocarcinoma de células en anillo de sello (más del 50% de las 

células presentan mucina intracelular), carcinoma adenoescamoso, carcinoma 

epidermoide (suele aparecer en la unión anorrectal), carcinoma medular, y carcinoma 

indiferenciado. 

Otra forma de clasificar los tumores de CCR, que además es fundamental para 

un acertado diagnóstico, establecer un pronóstico de la enfermedad y elegir un plan de 

tratamiento, es la estadificación del CCR. Existen varias clasificaciones para estadificar el 

CCR, pero en la actualidad los criterios más utilizados son los que aparecen recogidos en 

la clasificación TNM para el CCR (Tabla 2) [38], al igual que ocurre para el CP.  
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Categoria T ( profundidad de la invasión local )  

  
Tx No hay información disponible sobre la infiltración del tumor local 

Tis El tumor se limita a la mucosa, no hay infiltración de la lámina muscular propia 

T1 El tumor infiltra la lámina muscular mucosa hacia la submucosa 

T2 El tumor infiltra la lámina muscular propia, pero no más allá. 

T3 Infiltración de la subserosa y/o el tejido pericolónico o perirrectal no 
peritonealizado. No hay infiltración de la serosa u órganos vecinos. 

T4a Infiltración de la serosa 

T4b Infiltración de otros tejidos o órganos 

  
 Categoría N ( implicación de nódulos linfáticos ) 

 
 

 Nx No hay información sobre nódulos linfáticos implicados 

N0 No hay nódulos linfáticos implicados 

N1a Células cancerígenas detectadas en 1 nódulo linfático regional 

N1b Células cancerígenas detectadas en 2-3 nódulos linfáticos regionales 

N1c Satélites tumorales en la subserosa o en el tejido pericolónico perirrectal graso, 

nódulos linfáticos regionales no implicados 

N2a Células cancerígenas detectadas en 4-6 nódulos linfáticos regionales 

N2b Células cancerígenas detectadas en 7 o destacados nódulos linfáticos regionales 

  
 Categoría M ( presencia de metástasis a distancia ) 

  
Mx No hay información de metástasis a distancia disponible 

M0 No hay metástasis a distancia detectable 

M1a Metástasis en 1 órgano distante o nódulos linfáticos distantes 

M1b Metástasis en más de 1 órgano distante, o en un conjunto de nódulos linfáticos 

distantes o metástasis peritoneal. 

  Clasificación de los estadios 
 

 

  
0 Tis      N0 M0 

I T1/T2 N0 M0 

II A T3 N0 M0 

II B T4a N0 M0 

II C T4b N0 M0 

III A T1/T2 N1 M0 

 T1 N2a M0 

III B T3/T4a N1 M0 

 T2/T3 N2a M0 

 T1/T2 N2b M0 

III C T4a N2a M0 

 T3/T4a N2a M0 

 T4b N1/N2 M0 

IV A Algún T Algún N M1a 

IV B Algún T Algún N M1b 

  

Tabla 2: Clasificación TNM y estadificación clínica del CCR (7ª edición) (tomada de 
[38]). 
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Otros parámetros que se tienen en cuenta para el pronóstico del CCR son los 

niveles séricos de un marcador tumoral como el antígeno carcinoembrionario (CEA), 

que también es utilizado para vigilar la aparición de recurrencias locales y metástasis, 

además de ser usado para monitorizar la respuesta tumoral a un tratamiento [39]. 

Otros parámetros a tener en consideración son las complicaciones intestinales 

producidas por la presencia del tumor, como la perforación y/u obstrucción del 

intestino, y el estado de salud del paciente. 

Para el CCR, la estadificación del tumor está dividida en cinco etapas. En el 

estadio 0 las células cancerosas se encuentran sólo donde han comenzado a formarse 

en la mucosa (in situ). En el estadio I la enfermedad está localizada y ha comenzado a 

extenderse a través de la pared intestinal, hasta las capas de músculo de la pared 

intestinal. En el estadio II el tumor llega a alcanzar la capa más externa de la pared 

intestinal, la serosa, y en la última etapa (II C) se disemina hacia el tejido adyacentes, 

pero todavía no hay implicados ganglios linfáticos (Figura 5). En el momento que los 

ganglios se ven afectados el tumor es considerado de estadio III. Por último, cuando hay 

metástasis en un órgano o varios que se encuentran distantes, el tumor ha alcanzado el 

estadio IV. Si la implicación es de un sólo órgano o sitio se considera estadio IV A, 

mientras que si hay en más de uno de ellos implicados se considera IV B. 

Figura 5: Imagen del estadio IIA, IIB y IIC del CCR. En el estadio IIA el tumor ha 
atravesado la mucosa, submucosa y las capas musculares hasta alcanzar la subserosa, 
pero aún no la ha sobrepasado. En el estadio IIB el tumor ha alcanzado la serosa, y por 
último, en el estadio IIC el tumor puede propagarse a los tejidos cercanos (tomada de 
https://visualsonline.cancer.gov/). 
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3.4 Alteraciones moleculares en el CCR 

La tumorogénesis del CCR esta mediada por una serie de cambios moleculares, 

que se producen en las células de colon y recto, que como consecuencia desencadenan 

la enfermedad. Estos cambios suelen ser muy heterogéneos y están correlacionados 

con el desarrollo que sigue la enfermedad, por lo que su estudio es importante para un 

buen diagnóstico y para la elección del tratamiento de cada paciente. Las mutaciones 

más frecuentes afectan a genes relacionados con el crecimiento y la diferenciación 

celular, con la supresión del crecimiento celular, o la reparación del ADN. 

Como hemos mencionado, la mayoría de los CCR son esporádicos, es decir, se 

producen de forma espontánea sin que haya antecedentes familiares, y se 

desencadenan a partir de pólipos adenomatosos, en los cuales se van acumulando 

varias anormalidades genéticas, que con el tiempo finalizan en un adenocarcinoma. 

Este modelo de carcinogénesis propuesto para el CCR se conoce como secuencia 

adenoma-adenocarcinoma o vía clásica (Figura 6). Las alteraciones genéticas asociadas 

a este modelo se caracterizan por la pérdida de material cromosómico, frecuentemente 

en los cromosomas 5, 17 y 18 [40]. De hecho, una de las alteraciones que se observa en 

las primeras etapas de la tumorogénesis, y que se piensa que inicia la aparición de CCR, 

es la pérdida de un fragmento del brazo largo del cromosoma 5 provocando una 

mutación en el gen supresor de tumores APC. La pérdida de la funcionalidad de este 

gen se traduce en un incremento de la proliferación celular y evasión de la apoptosis. 

Esta alteración está presente en un 85% en los adenocarcinomas, y su mutación en 

línea germinal causa el síndrome hereditario FAP. En un número menor de casos el gen 

β-catenina está mutado en estas etapas iniciales. Lo interesante es que las proteínas α y 

β cateninas están reguladas por APC, por lo que las mutaciones en uno u otro gen 

causan similares alteraciones biológicas. Durante el proceso de tumorogénesis, que 

puede durar entre 20-40 años, otras mutaciones genéticas se van adquiriendo, y 

algunas de las más frecuentes son las que se producen en el oncogén KRAS y en el gen 

supresor de tumores TP53 [38, 41]. Hay que tener en cuenta que el CCR no se 

desencadena solamente por una mutación, sino que se produce a consecuencia de una 

secuencia de ellas, hasta la aparición del carcinoma. Por tanto, no todos los CCR 

presentan la misma acumulación de mutaciones, sino que cada uno sigue un patrón 
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hasta la transformación tumoral, y de ahí la gran variabilidad que muestra este tipo de 

tumor. Recientemente se ha descrito que alrededor de un 30% de los CCR se originan 

por una vía alternativa a la vía clásica llamada vía serrada, conocida así por las criptas 

que aparecen en las lesiones precursoras del tumor. Los carcinomas serrados suelen 

tener un mal pronóstico, y en ellos se dan con frecuencia mutaciones en BRAF o en 

KRAS [42].  

Figura 6: Modelo característico de tumorogénesis en el CCR. Estos tumores pueden 
desarrollarse durante años, debido a la acumulación de mutaciones génicas específicas 
que tienen una secuencia característica, y por la inestabilidad genética (CIN o MSI), que 
aparece en algún momento del desarrollo del tumor (tomada de [43]). 

Otro fenómeno implicado en la carcinogénesis de los CCR es la inestabilidad 

genética, ya sea cromosómica o de microsatélites. El término inestabilidad 

cromosómica (CIN) hace referencia al ritmo por el cual aparecen ganancias o pérdidas 

cromosómicas. Este ritmo se incrementa durante el desarrollo tumoral de los CCR, 

provocando que las células en división adquieran cambios genéticos de manera 

acelerada [43].  

En otras células se produce otro fenotipo conocido como inestabilidad de 

microsatélites (MSI o MIN). Cuando aparecen defectos en el sistema reparador de 

apareamiento de ADN (MMR), por la pérdida de funcionalidad de genes que forman 

parte de este sistema, las células tumorales adquieren con mayor facilidad mutaciones 

que se acumulan en unas secuencias llamadas microsatélites debido a su naturaleza 

repetitiva. Estas secuencias, o repeticiones cortas en tándem, son pequeños fragmentos 

de ADN que representan el 3% de nuestro genoma. El Instituto Nacional del Cáncer de 

Bethesda (Estados Unidos) recomienda evaluar un panel de cinco microsatélites para 
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determinar el estatus de un CCR en la clínica respecto al fenotipo MSI. Dependiendo de 

cuántos de estos 5 marcadores presentan alteraciones con respecto a las células 

normales, el CCR se clasificará en fenotipo de alta inestabilidad (MSI-H, más de 2 de los 

5), baja inestabilidad (MSI-L, 1 de 5), o en estable (MSS, ninguno de los 5) [44]. 

Aproximadamente un 15% de los CCR esporádicos se caracterizan por tener alta 

inestabilidad de microsatélites (MSI-H) [38]. La mayoría de estos tumores se desarrollan 

a través de rutas moleculares que implican otros cambios, como el incremento de los 

niveles de metilación de las islas CpG (regiones del ADN con gran concentración de 

dinucleótidos de guanina y citosina). Si el tumor tiene esta característica se considera 

como fenotipo metilador de islas CpG (CIMP). La MSI-H también se produce en los CCR 

no esporádicos, y en concreto está relacionado con el CCR hereditario más común, el 

asociado con el síndrome de Lynch. Por el contrario, en el segundo síndrome 

hereditario más frecuente, FAP, ocurre el fenómeno contrario, y no hay inestabilidad de 

microsatélites (MSS o MSI-L) (Figura 7). 

 

 

 

Figura 7: Representación de los subtipos moleculares de CCR. Los CCR en azul tienen 
fenotipo de MSS o MSI-L; en claro los esporádicos y en oscuro los hereditarios (FAP). Los 
CCR rojo y rosa tienen fenotipo de MSI-H, en rojo el síndrome hereditario de Lynch y en 
rosa los esporádicos. En verde se describen los cambios moleculares típicos incluyendo la 
CIMP y mutaciones de los oncogenes KRAS o BRAF. En verde oscuro aparece la 
proporción de cambios positivos o mutaciones y en color verde claro la proporción de 
cambios negativos o de tipo salvaje (tomado de [38]). 

Los CCR con fenotipo MSI-H muestran unas características que los hacen 

diferentes al resto: se presentan en el colon proximal (ascendente), aparecen múltiples 
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tumores de forma sincrónica, están relacionados con causas hereditarias si tienen lugar 

en personas menores de 50 años [45], y no suelen producir metástasis. Además, son 

pacientes con un mejor pronóstico que los que presentan fenotipo MSS. Los fenotipos 

MSS o MSI-L tienden a afectar más al colon distal (descendente) y suelen ser 

polipoideos. Ser capaces de distinguir entre uno y otro es muy importante tanto por el 

pronóstico como para la elección del tratamiento. 

3.5 Tratamiento y supervivencia 

En la actualidad, la resección quirúrgica del tumor primario sigue siendo el 

tratamiento de elección para el tratamiento de pacientes con CCR en los primeros 

estadios (0, I, II y III) de la enfermedad. Con ella se retira tanto el tumor como los vasos 

linfáticos involucrados. Se ha recomendado el examen de al menos 12 ganglios 

linfáticos para una correcta distinción entre el estadio II y III [46], y otros nódulos 

alejados del tumor que puedan estar implicados también deben ser analizados. Las 

técnicas quirúrgicas utilizadas dependen de la localización del tumor, y son diferentes 

para el colon derecho, izquierdo y el recto. Las operaciones pueden ser por cirugía 

abierta o por cirugía laparoscópica colorrectal. Esta última se ha presentado como una 

alternativa equivalente a la cirugía abierta tradicional, y ha mostrado algunos beneficios 

para los pacientes como la reducción de la pérdida de sangre y el dolor producido por la 

intervención, una recuperación más rápida de la función intestinal y un menor tiempo 

de estancia en el hospital [47]. En el caso del cáncer rectal se utilizan técnicas 

quirúrgicas de extirpación local como la resección microquirúrgica endoscópica 

transanal (MET), o más agresivas como la escisión total del mesorrecto (ETM). En 

general, la cirugía en este tipo de tumores tiene una alta tasa de cura, con un 50% para 

en cáncer de colon, si el tumor está limitado al intestino, y un 45% para el cáncer rectal, 

si solamente se presenta con invasión local [48]. 

Para los pacientes con CCR en estadio I la resección quirúrgica en la mayoría de 

los casos es curativa y no suelen necesitar ningún tratamiento adicional. Pero por 

desgracia, todavía la gran mayoría de los pacientes son diagnosticados en los estadios II 

y III, donde hay un alto riesgo de sufrir recidivas, que son la causa de muchas de las 

muertes tras la extirpación del tumor. Para evitar la posibilidad de futuras recaídas, los 

pacientes en los estadios II y III son tratados con una terapia adyuvante después de la 
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cirugía. Esta terapia consiste en un tratamiento farmacológico con quimioterápicos, y 

en algunas ocasiones incluso radioterápico.  

Hay que tener en cuenta que a pesar de que la terapia adyuvante se ofrece a los 

pacientes en estadio II y III, no todos los pacientes en estadio II se ven favorecidos por 

esta terapia. Concretamente, en el cáncer rectal no existen datos suficientes para 

demostrar el beneficio de su utilización, pero es una opción que está recomendada en 

numerosas guías oncológicas. Algo similar pasa con los pacientes de cáncer de colon, 

donde no todos los estudios han encontrado evidencias positivas con respecto a la 

terapia adyuvante y su utilización es controvertida. Un estudio que revisó la literatura 

relacionada con este tema concluyó que aunque la terapia adyuvante no aumente la 

supervivencia global de los pacientes, sí es capaz de aumentar el tiempo libre de 

enfermedad [49]. Como la utilización de la quimioterapia no está libre de efectos 

adversos, una mejor selección de los pacientes en estadio II, sobretodo atendiendo a 

sus características de alto riesgo y los que muestran un peor pronóstico, sería lo ideal y 

debería realizarse tras una decisión médico/paciente de forma individualizada. 

En pacientes de cáncer de colon en estadio III (el tumor se ha diseminado fuera 

del colon y ha afectado a los nódulos linfáticos que lo rodean), las evidencias sobre el 

beneficio de la utilización de quimioterapia adyuvante postoperatoria están claras, 

siendo capaz de disminuir la aparición de recidivas y aumentar la supervivencia de los 

pacientes. Actualmente, los regímenes quimioterápicos están compuestos por el agente 

antineoplásico 5FU, o su pro-fármaco oral capecitabina, junto con el agente alquilante 

del ADN oxaliplatino (OXA). Estos fármacos forman parte del tratamiento de primera 

línea contra el cáncer de colon en estadio III a nivel mundial. El 5FU suele ir 

acompañado del fármaco coadyuvante leucovorina o ácido folínico (LV), que mejora los 

efectos antitumorales de 5FU, ayudándolo a impedir el funcionamiento de la enzima 

timilidato sintetasa, su principal diana. También es utilizada una formulación compuesta 

por tegafur, otro pro-fármaco oral de 5FU, y uracilo (UFT), junto con LV (UFT/LV) [48]. 

En este caso, el uracilo compite por la degradación de 5FU, mejorando su 

biodisponibilidad. Otras combinaciones utilizadas para el tratamiento del CCR están 

compuestas por 5FU/LV/OXA (FOLFOX) o capecitabina/OXA (XELOX). De hecho, los 

regímenes que incluyen OXA han sido comparados con la administración de 5FU/LV 
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solamente en tres grandes ensayos prospectivos [50-52] en los que se ha demostrado 

que la administración conjunta con OXA mejora la supervivencia de los pacientes.  

Además de las combinaciones descritas, otros tipos de fármacos también han 

sido estudiados para tratar el CCR. Uno de ellos es un derivado sintético del agente 

antineoplásico camptotecina, el pro-fármaco irinotecan, cuyo mecanismo de acción 

está basado en la inhibición de la enzima nuclear topoisomerasa I. Este fármaco ha sido 

combinado en ensayos clínicos junto con 5FU/LV/OXA (FOLFIRINOX) o con 5FU/LV 

(FOLFIRI), aunque los efectos antitumorales producidos por esta última combinación en 

comparación 5FU/LV, en pacientes en estadio II o III no han sido muy positivos [53, 54]. 

Otros agentes quimioterápicos estudiados en diversos ensayos clínicos como terapia 

adyuvante para el CCR incluyen la administración de metotrexato, un análogo del ácido 

fólico, combinado con 5FU/LV [55], o anticuerpos monoclonales: bevacizumab [56] o 

cetuximab [57] junto con FOLFOX. Según los resultados de los estudios que acabamos 

de citar, algunos de estos fármacos son capaces de mejorar algunos parámetros de 

eficacia, pero los datos de supervivencia global de los pacientes con respecto a la 

administración de la terapia estándar sola no se han incrementado. Aun así, estas y 

otras combinaciones se encuentran bajo estudio en numerosos ensayos con pacientes, 

y son utilizados como tratamientos de primera y segunda línea en pacientes con CCR 

metastásico, o en terapias de rescate cuando los pacientes no responden a los 

tratamientos con 5FU, como comentaremos más adelante. 

Para los pacientes de CCR en estadio IV que presentan metástasis distantes, el 

tratamiento de elección es la extirpación de la metástasis, tanto en el hígado [58] como 

en el pulmón, donde la resección es una opción de tratamiento cada vez más utilizada 

[59]. En ambos casos, la intervención quirúrgica sólo es considerada siempre que se 

pueda realizar de forma segura para el paciente y sea técnicamente posible. 

Desafortunadamente, existe un bajo número de pacientes donde pueda efectuarse. En 

los pacientes en los que la resección es posible, la terapia adyuvante es administrada en 

los pacientes con un mal pronóstico. Por el contrario, en los pacientes con muy bajo 

riesgo de recidivas, el seguimiento del paciente suele ser suficiente. En los casos en los 

que la resección de la metástasis no es posible, la quimioterapia es la única alternativa 

que queda para controlar el crecimiento del tumor, y se ofrece de forma paliativa al 
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paciente para aumentar sus posibilidades de supervivencia y su calidad de vida. En 

algunos casos, el tumor que inicialmente era inoperable, puede llegar a serlo tras el 

tratamiento quimioterápico, motivo por el cual también es recomendada. En cuanto a 

las terapias utilizadas en este estadio, encontramos las quimioterapias basadas en los 

antineoplásicos 5FU, OXA, capecitabina e irinotecan, siempre que los pacientes puedan 

tolerar estos tratamientos y que haya una respuesta positiva. Otra posibilidad que ha 

dado resultados beneficiosos en pacientes en estadio IV es la combinación de los 

regímenes convencionales con fármacos dirigidos frente a una diana molecular 

específica. Ejemplo de ello son los inhibidores de EGFR, como cetuximab o 

panitumumab en pacientes con KRAS tipo “wild type” [60], inhibidores de la 

angiogénesis, como bevacizumab [61], o inhibidores multiquinasas, como regorafenib 

[62]. Estas terapias también pueden ser usadas como un tratamiento alternativo o 

terapia de rescate en los pacientes en los que aparecen mecanismos de resistencia al 

tratamiento farmacológico convencional, un fenómeno descrito y conocido en este tipo 

de cáncer. 

Cuando hablamos de cáncer rectal, la aparición de recidivas locales en los 

pacientes es más frecuente que en el cáncer de colon, y muchas veces están 

relacionadas con la imposibilidad de alcanzar un margen de resección circunferencial 

(CRM) del tumor sin afectación, debido a la localización del tumor rectal en la zona 

pélvica. El CRM representa la distancia mínima entre el tumor y el borde libre de 

resección, y se considera negativo a partir de los 2 mm de separación. Es un factor 

pronóstico, ya que una disminución del CRM se relaciona con un mayor número de 

recidivas locales y a distancia, y una menor supervivencia de los pacientes [63]. 

Las nuevas técnicas quirúrgicas han mejorado la cantidad de CRM negativos en 

los pacientes con cáncer rectal, pero también ha sido posible gracias a la utilización a 

menudo de un tratamiento preoperatorio o neoadyuvante. Esta terapia neoadyuvante 

es aplicada en los pacientes antes de realizar la resección del tumor y consiste en 

utilizar radioterapia local, junto con quimioterapia en algunos casos. La radioterapia 

disminuye la aparición de recidivas locales postoperatorias en el recto [64, 65], algo 

frecuente en este tipo de pacientes, y además, se ha visto que los pacientes que se 
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someten a este tratamiento presentan mayores tasas de supervivencia con respecto a 

los que se les aplica cirugía solamente [66]. 

La terapia neoadyuvante es recomendada en pacientes de cáncer rectal en el 

estadio II y III [48], aunque no está claro si todos los pacientes se ven favorecidos por su 

uso, dado que esta terapia también implica efectos adversos. El modo de aplicar la 

radioterapia también está en debate, y tanto una exposición corta de alta intensidad de 

radiación, como una exposición más larga de menor intensidad, han demostrado su 

eficacia en diferentes ensayos. La radioterapia también puede ser suministrada tras la 

operación, pero los últimos estudios sugieren que su utilización preoperatoria es más 

eficaz y menos tóxica [67]. La administración de quimioterápicos tras la operación como 

terapia adyuvante también es una opción recomendada en algunos pacientes en 

estadio II y III de la enfermedad [48]. 

Las nuevas técnicas quirúrgicas, los avances farmacológicos y radioterápicos, y 

un enfoque clínico multidisciplinar han ayudado a aumentar la supervivencia de los 

pacientes de CCR en general en los últimos años, aunque se debe seguir trabajando 

para conseguir mejorar el pronóstico de los pacientes con CCR. 

4. Una nueva diana terapéutica: HSP90 

4.1 Las proteínas de choque térmico (HSPs) 

Uno de los mecanismos que presentan las células para combatir los daños 

externos que se les presentan consiste en utilizar e incrementar la síntesis de un grupo 

de proteínas conocidas como proteínas de respuesta al estrés o de choque térmico (del 

inglés Heat Shock proteins, HSPs).  

Las HSPs se observaron por primera vez en 1962 en respuesta al estrés en 

Drosophila [68], y a partir de su descubrimiento, numerosos estudios comprobaron que 

durante procesos estresantes para la célula, como un aumento de la temperatura basal, 

inflamación e infecciones, toxinas, compuestos oxidantes y metales pesados, se induce 

su expresión genética [69]. Las HSPs intentan restablecer el balance y la homeostasis 

celular, actuando como un mecanismo de defensa y ejerciendo un efecto citoprotector 

frente a agentes externos. 
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Hoy en día se sabe que las HSPs son proteínas que se encuentran en la 

naturaleza altamente conservadas y son expresadas en condiciones basales por las 

células de forma constitutiva. Su función principal es actuar como chaperonas 

moleculares, un concepto que comenzó a utilizarse en la década de los 80 [70], que 

hace referencia a las proteínas que ayudan al correcto plegamiento de otras proteínas 

celulares para que estás puedan realizar su función, impidiendo plegamientos 

incorrectos y agregaciones entre proteínas. Cuando se producen situaciones de 

toxicidad que generan estrés en las células, las HSPs intentan corregir plegamientos 

incorrectos y recuperar la normalidad celular. 

En general, las HSPs participan en procesos fundamentales para las proteínas 

como ayudar en el plegamiento de proteínas de novo, estabilizar proteínas que se 

encuentran desplegadas, facilitar el transporte de proteínas a través de membranas y 

colaborar en el ensamblaje/desembalaje de complejos transcripcionales [71, 72]. 

Existen diferentes tipos de HSPs y se engloban en 6 familias, conocidas en 

función a sus pesos moleculares expresado en kilodaltons (kDa): HSP100, HSP90, HSP70, 

HSP60, HSP40, y las HSP pequeñas (de 20 a 25 KDa). La mayoría de los miembros de 

todas las familias participan activamente en el plegamiento de proteínas recién 

sintetizadas, pero también en procesos de translocación de membrana, como las 

HSP70, o en la degradación de complejos defectuosos, como las HSP pequeñas [72]. 

Las HSPs se caracterizan por actuar dentro de complejos formados por varias 

proteínas accesorias o co-chaperonas. Este hecho es muy conocido en el caso de las 

chaperonas HSP90 y HSP70, para las cuales se han descrito numerosas proteínas que 

participan junto a ellas, tanto para activar su función como todo lo contrario. Estos 

complejos están modulados por la actividad adenilpirofosfatasa (ATPasa); es decir, 

necesitan un aporte energético para realizar su función, y son cíclicos, por lo que cada 

vez que el adenosín trifosfato (ATP) es hidrolizado, el complejo se pone en marcha y así 

sucesivamente [73]. 

Además, las HSPs suelen encontrarse incrementadas en los tejidos tumorales de 

muchos tipos de cánceres, y su sobreexpresión se relaciona con un peor pronóstico de 

la enfermedad [74-77]. Esto tiene mucho sentido, si pensamos que las HSPs ayudan a 
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las células cancerígenas a mantener la normalidad celular en el microambiente con 

acidosis, hipoxia y carente de nutrientes [78] que se genera en los tumores, y donde la 

síntesis de proteínas es mucho más intensa. Además, las HSPs pueden estabilizar 

proteínas mutadas que en condiciones de normalidad no serían toleradas por la célula y 

la conducirían hacia la muerte [79], y degradar proteínas irremediablemente dañadas. 

4.2 La HSP90 

La HSP90 es la chaperona de choque térmico más conocida y estudiada. Las 

células eucariotas presentan una cantidad considerable de HSP90 en condiciones 

normales [80], representando entre 1-2% de las proteínas celulares. Además es una 

proteína altamente conservada, desde las bacterias hasta los mamíferos, y necesaria 

para la viabilidad celular [81]. 

Existe toda una familia de HSP90 formada por varias isoformas localizadas en 

diferentes compartimentos celulares. En el citosol se encuentran las dos isoformas 

mayoritarias. Una de ellas es altamente inducible, la HSP90α, y la otra se expresa de 

forma constitutiva en condiciones de normalidad, la HSP90β. HSP90β también puede 

ser inducida pero en menor medida que HSP90α. En general, ambas isoformas tienen 

funciones similares y redundantes, y todavía no están claras las funciones específicas 

que presenta cada una, pero parece que HSP90β está más relacionada con procesos de 

adaptación celular a largo plazo, y HSP90α se asocia con funciones citoprotectoras 

debido a su rápida inducción [82]. Los estudios también muestran que las dos 

isoformas, HSP90α y HSP90β, interaccionan de manera similar con otras co-chaperonas 

y sustratos, con la excepción de algunas proteínas que se unen preferentemente por 

HSP90α en condiciones de estrés [83]. 

Otras isoformas de HSP90 han sido descritas. Una de ellas, HSP90N, fue 

identificada como una nueva isoforma con la particularidad de tener el dominio amino-

terminal sustituido por una secuencia modificada [84], aunque otros autores no han 

podido corroborar que el gen HSP90N esté presente en el genoma humano [85]. 

Además, existen dos análogos de HSP90 no citoplasmáticos. Uno es la proteína regulada 

por glucosa 94 (GRP94), que se encuentra en el retículo endoplasmático y tiene 

funciones relacionadas con el plegamiento y ensamblaje de proteínas secretoras y de 
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membrana [86]. El otro, se localiza principalmente en la matriz mitocondrial y fue 

identificado como una proteína de interacción con el receptor del factor de necrosis 

tumoral tipo I (TRAP1). Es poco conocido, pero se piensa que participa mantenimiento 

de la integridad mitocondrial, tiene funciones citoprotectoras, e incluso interviene en el 

control de calidad de proteínas mitocondriales en el retículo endoplasmático [87, 88]. 

4.3 Estructura y funcionamiento de HSP90 

La HSP90 es una proteína relativamente grande, está compuesta por 724 

aminoácidos divididos en tres dominios diferentes [89] (Figura 8): 

 dominio animo-terminal (N) muy conservado de ~ 25 kDa 

 una región enlazadora 

 un dominio central de ~ 40 kDa 

 un dominio carboxi-terminal (C) de ~ 12 kDa 

Figura 8: Esquemática representación de los dominios de HSP90. 

El dominio N es el sitio de unión de ATP y es responsable de la actividad ATPasa, 

necesaria para que HSP90 funcione [90]. Este dominio está unido al dominio central a 

través de un segmento proteolíticamente sensible y altamente cargado, que se 

considera un conector covalente entre el dominio N y el resto de la proteína, y es 

conocido como la región enlazadora. Por el momento, se desconoce el papel que 

desempeña la región o dominio central, aunque algunas hipótesis apuntan a que 

proporciona un sitio de unión para los sustratos de HSP90. El dominio C proporciona 

una interfaz de dimerización imprescindible para el funcionamiento de HSP90 y 

posibilita un sitio de unión para las co-chaperonas de HSP90. Asimismo, estudios 

posteriores descubrieron un segundo sitio de unión para ATP en el dominio C [91], 

aunque se desconoce si contribuye a la actividad ATPasa. 

En el citoplasma, las isoformas mayoritarias de HSP90 existen formando 

principalmente un homodímero de dos subunidades de HSP90 idénticas (αα o ββ), 

aunque también pueden hallarse monómeros (α o β), heterodímeros (αβ), e incluso 
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oligómeros [82]. Los dímeros de HSP90 se constituyen a través de la unión de los 

dominios C y/o N, aunque el modo de unión es diferente para cada uno de ellos [92]. La 

dimerización de HSP90 entre los dominios C es inherente e independiente de ATP, y la 

interacción es producida por enlaces intermoleculares. La unión de dos dominios C crea 

un bolsillo en forma de V entre las dos cadenas de HSP90. Al mismo tiempo, los 

dominios N de las HSP90 que forman el dímero también pueden estar unidos, 

"cerrando" la conformación en V que ya había formado la unión de los dominios C. En 

este caso, la conexión es transitoria y está estrechamente asociada a la unión y la 

hidrólisis de ATP [93]. La unión de ATP promueve el acercamiento de los dominio N del 

dímero de HSP90, y tras la hidrólisis de ATP las cadenas de HSP90 se disocian, volviendo 

a una conformación "abierta" del dímero [94]. 

Por tanto, la unión de ATP y la actividad ATPasa está ligada a los cambios 

conformacionales que se producen entre dos moléculas de HSP90. De hecho, gracias al 

estudio del papel de ATP en HSP90 se mostró que existen al menos dos conformaciones 

diferentes para HSP90, que están asociados al intercambio ATP/ADP. Una donde los 

dominios N están separados, conocido como estado abierto o ligado a ADP, y otra 

donde están conectados, conocido como estado cerrado o ligado a ATP [95-97]. 

Además, HSP90 se une a otras chaperonas, en concreto a co-chaperonas, 

proteínas moduladoras de la actividad ATPasa, y a proteínas accesorias, formando un 

complejo multi-proteico para realizar sus funciones [73]. Dentro de los componentes 

más destacados y estudiados que participan junto con HSP90, se pueden nombrar otras 

chaperonas de choque térmico, como HSP70 y HSP40, las proteínas adaptadoras HIP y 

HOP, y varias co-chaperonas como Ccd37/p50, AHA1, p23, o inmunofilinas (FKBP52, 

FKBP51, CyP40). Cada una tiene una función distinta en la regulación de la actividad de 

HSP90 dentro del complejo multi-proteico o maquinaria multi-chaperona (Tabla 3). 
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Nombre Función Referencia 

   HSP70 Participa de manera importante junto a HSP90, y es 
utilizado como biomarcador de la inhibición de HSP90                                         

[98] 

AHA1 Activador de la actividad ATPasa de HSP90 [99, 100] 

p23 
 

Participa en la estabilización del complejo con proteínas 
clientes y retrasa la actividad ATPasa de HSP90 

[101] 

HSP40 Estimula la actividad ATPasa de HSP70 [102, 103] 

HOP, HIP Proteínas adaptadoras para el acoplamiento entre HSP90 
y HSP70. HOP impide la actividad ATPasa de HSP90 

[104] 

Cdc37/p50 Detiene la actividad ATPasa de HSP90 ayudando a 
proteínas clientes quinasas a unirse a HSP90 

[105] 

Inmunofilinas 
(IPs) 

Co-chaperonas típicamente asociadas a receptores 
hormonales en el estado maduro de HSP90, modulando 
su acción 

[106] 

   

Tabla 3: Componentes generales que participan en la maquinaria multi-chaperona de 
HSP90. 

La maquinaria multi-chaperona de HSP90 tiene, de forma simplificada, como 

objetivo final que una proteína sustrato, también llamada proteína "cliente", cumpla su 

finalidad. Se ha propuesto un modelo de funcionamiento de HSP90 en el que se explica 

cómo la maquinaria multi-chaperona de HSP90 se forma siguiendo unos pasos 

secuenciales entre las dos conformaciones que genera el intercambio ATP/ADP (Figura 

9). Al inicio, la proteína cliente se asocia con las chaperonas HSP70 y HSP40 y el 

adaptador HIP, formándose un complejo inicial. A continuación, HOP recluta este 

complejo inicial a través de HSP70 y lo une a HSP90. El complejo ya con HSP90 

interacciona con la proteína cliente. En este momento, HSP90 se encuentra en su 

conformación abierta o ligada a ADP, también conocido como complejo intermedio. 

Con el intercambio de ADP a ATP, se produce el cambio conformacional de HSP90 a su 

estado cerrado o ligado a ATP, tras la dimerización de los dominios N. Este cambio va 

acompañado de la liberación de componentes asociados al complejo intermedio, y 

permite la asociación de HSP90 con otras co-chaperonas como p23, Cdc37/p50, AHA1 e 

inmunofilinas (IPs), formando el complejo maduro. En este momento la proteína cliente 

puede ser plegada y estabilizada, e incluso puede permanecer un tiempo hasta que es 

activada para realizar su función [107, 108]. 

Si una proteína cliente queda atrapada en el complejo intermedio, se favorece 

su ubiquitinación. De esta forma, las proteínas clientes que no son estabilizadas o 
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activadas por HSP90 son eliminadas. Para realizar este proceso el complejo recluta a 

otras co-chaperonas como CHIP, que es una proteína ligasa de ubiquitina E3 capaz de 

interaccionar con HSP70 o HSP90, y a su vez con enzimas de conjugación de ubiquitina 

E2. Si esto ocurre la proteína cliente es marcada para que se dirija hacia el proteosoma, 

donde es degradada [109]. 

Figura 9: Modelo esquemático de la maquinaria multi-chaperona de HSP90 en el 
complejo maduro e intermedio (basado en el modelo sugerido por [107]). 

4.4 Proteínas clientes de HSP90 

La importancia biológica de HSP90 reside en que es necesaria para que un gran 

grupo de sustratos o proteínas clientes con relevancia en el control del crecimiento, 

supervivencia y diferenciación celular, funcionen correctamente [108]. Cuando una 

proteína recién sintetizada o inactiva se une a HSP90 puede sufrir diferentes 

modificaciones post-traduccionales (Figura 10). Por un lado, la proteína cliente dentro 

de la maquinaria multi-chaperona puede ser activada, ya sea por unión a su ligando, por 

unión a otras subunidades, o por su fosforilación. Además la asociación de una proteína 

cliente con HSP90 puede evitar su agregación, e incluso puede ayudarla a desplazarse 

en el interior de la célula. Por otro lado, si no se producen los estímulos adecuados, la 

proteína cliente puede ser eliminada a través del proteosoma [73]. Los detalles de los 

mecanismos moleculares por los que las chaperonas interaccionan y provocan cambios 

en las proteínas clientes aún no son conocidos. Pero lo que está claro es que HSP90 

participa en modificaciones proteicas de sus proteínas clientes, o también puede 

determinar su destrucción [110], lo que le confiere una gran influencia sobre ellas. 
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Figura 10: Representación esquemática de las modificaciones post-traduccionales en 
las que participa HSP90 cuando se une a una proteína cliente (basada en el esquema 
propuesto por [73]. 

Además, es conocido que los clientes de HSP90 constituyen un amplio catálogo 

de proteínas de naturaleza variada, entre las que podemos encontrar proteínas 

quinasas y factores de transcripción relacionados con numerosas rutas de transducción 

de señales y respuestas transcripcionales [111, 112]. El grupo más numeroso de 

proteínas clientes de HSP90 lo representan las proteínas quinasas, y como ejemplo 

podemos nombrar a proteínas de la familia tirosín-quinasa, como Src o los receptores 

EGFR, HER2 o IGF1R, quinasas serina/treonina, como Raf-1 o Akt, o quinasas implicadas 

en el ciclo celular, como Wee1 o Cdc-2. Otro grupo está formado por un menor número 

de proteínas, pero que han sido ampliamente estudiadas, como son los factores de 

transcripción (ej. p53), o receptores esteroideos (glucocorticoides, andrógenos, 

estrógenos y progesterona). Por último, existe un conjunto de proteínas que no tienen 

relación estructural entre ellas y se engloban en un tercer grupo de proteínas clientes 

[71, 97]. 

Las proteínas anteriormente nombradas son sólo un pequeño ejemplo de la 

variedad de proteínas que son clientes de HSP90, y la cantidad de procesos celulares 

que pueden verse afectados por un incorrecto funcionamiento de HSP90. De hecho, en 

la actualidad se conocen más de 500 proteínas reguladas por HSP90, teniendo en 

cuenta solamente las isoformas citosólicas de HSP90, y es probable que queden más 

por descubrir. La larga lista de proteínas clientes de HSP90 se puede consultar en el sitio 
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web del laboratorio del Dr. Picard, que contiene un listado actualizado (http: 

//www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf, visitado en marzo de 2014).  

4.5 El cáncer y la chaperona HSP90 

Teniendo en cuenta la cantidad de proteínas que pueden ser reguladas por 

HSP90, no es sorprendente que esta chaperona esté implicada en multitud de procesos 

celulares como ya hemos comentado, e incluso patológicos. Entre todos ellos, muchos 

esfuerzos se han dirigido al estudio de la relación de las chaperonas y el cáncer. 

Las células cancerígenas son capaces de adaptarse y superar los estímulos 

estresantes a los que están sometidas. Como se comentó anteriormente, incrementar 

los niveles de expresión de las chaperonas HSPs ayuda a restablecer la homeostasis 

celular, que queda comprometida por el microambiente tóxico que producen los 

tumores. Partiendo de esta idea, las células que han superado los cambios a los que son 

sometidas durante la progresión de la enfermedad tumoral podrían presentar una 

mayor expresión de HSPs, y en concreto de HSP90. De hecho, algunas células tumorales 

incrementan de 2 a 10 veces sus niveles de HSP90 comparado con sus homólogos 

normales [107], por lo que HSP90 podría representar un papel relevante en el 

desarrollo y la supervivencia de estas células. Además, el incremento de HSP90 se ha 

relacionado con un peor pronóstico de la enfermedad tumoral [113, 114] y la 

progresión del tumor [115], y algunos estudios han evidenciado que no solamente 

puede estar inducida su expresión, sino que HSP90 es más activa en los tejidos 

afectados, en comparación con los tejidos normales próximos, donde su actividad es 

menor [116]. En las células tumorales, esta chaperona puede estar inducida, activada e 

incluso puede localizarse en la superficie celular y liberarse al espacio extracelular 

(Figura 11) [117].  

Existen otros motivos, aparte de su efecto citoprotector, que explican que 

HSP90 se exprese más y/o funcione de manera más intensa en los tejidos tumorales. 

Uno de ellos está relacionado con el hecho de que las células tumorales tienen una 

enorme dependencia de las oncoproteínas para su transformación maligna y 

supervivencia [118], y muchas de las oncoproteínas son clientes de HSP90. Por este 

motivo, la HSP90 es más necesaria en las células tumorales que las normales. Además, 
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las oncoproteínas presentan mutaciones, por lo que requieren de más ayuda que sus 

homólogos sin mutaciones para conseguir una conformación estable, y dependen en 

mayor medida del funcionamiento de HSP90. 

Dentro de las oncoproteínas que son clientes de HSP90 se incluyen algunas que 

son claves en los seis eventos más destacados e identificativos de la progresión de la 

enfermedad cancerígena: promover la proliferación celular (ej. B-Raf), ignorar las 

señales anti-crecimiento (ej. Wee1), evadir la apoptosis (ej. Akt), potenciar la replicación 

ilimitada (ej. hTERT), promover la angiogénesis (ej. HIF-1, VEGF), e invadir tejidos 

adyacentes y lejanos (ej. MMP2) [108, 119].  

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 11: Representación de HSP90 en células sanas y transformadas (imagen 
tomada de [117]). 

5. Rutas de señalización y su relación con HSP90 

Existen diversas rutas de señalización o de transducción de señales que cuando 

reciben un estímulo o una señal extracelular son responsables de desencadenar 

procesos intracelulares tan importantes como la inducción del crecimiento, la 

diferenciación celular y la progresión en el ciclo celular, a través de la fosforilación y la 

modulación de las funciones de multitud de proteínas. Algunas de las rutas más 

características y estudiadas son la cascada de señalización de fosfatidilinositol 3-

quinasa/Akt (o ruta PI3-K/Akt), y la cascada de las proteínas Ras/Raf/Mek/Erk 1/2 (o ruta 

MAPK en esta tesis doctoral). 
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Ambas rutas, PI3-K/Akt y MAPK, son activadas principalmente por receptores 

celulares de tipo tirosina quinasa (RTK). Estos receptores son proteínas transmembrana 

que disponen de un dominio tirosina quinasa citoplasmático. La interacción de ligandos 

extracelulares como factores de crecimiento induce un cambio conformacional del 

receptor, provocando en la mayoría de los casos la dimerización de receptores y, por 

interacción receptor-receptor, la fosforilación de residuos de tirosina, que son 

reconocidos por proteínas intermediarias o adaptadoras que activan e inician diferentes 

cascadas de señalización intracelular. Algunos de los RTK relacionados con la activación 

de las rutas PI3-K/Akt y MAPK son los receptores de la familia HER [120]. La familia de 

receptores HER está formada por cuatro miembros: EGFR (HER-1), HER2 (Neu/ErbB2), 

HER3 (ErbB3) y HER4 (ErbB4), que son capaces de modular multitud de procesos 

celulares y su desregulación está relacionada con el desarrollo de muchos tipos de 

tumores [121]. 

En el caso de la ruta PI3-K/Akt, (Figura 12), cuando se inicia la cascada por un 

estímulo que provoca la fosforilación de un RTK, el primer paso que se produce es la 

activación de la enzima fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3-K), generando fosfatidilinositol 

3,4,5-trifosfato (PIP3) a partir de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2). El PIP3 intercede 

como intermediario de la activación de numerosos sustratos, entre los que se 

encuentra la serina/treonina quinasa Akt, también llamada PKB. Esta activación consiste 

en permitir que Akt se transloque del citoplasma a la membrana plasmática donde 

puede ser fosforilada por quinasas cercanas (PDK-1 y PDK-2). Una vez que Akt se activa, 

es capaz de fosforilar o bloquear a multitud de sustratos, entre los que encontramos 

proteínas implicadas en procesos vitales para las células como la apoptosis, la 

progresión del ciclo celular, el metabolismo glucídico y la supervivencia [122, 123]. Uno 

de estos sustratos que se activa por Akt de gran importancia es la serina/treonina 

quinasa mTOR (diana de rapamicina en células de mamíferos), la cual regula la síntesis 

de proteínas a través de la fosforilación de los principales reguladores de la traducción 

del ARNm y de la síntesis de ribosomas, en respuesta a diferentes estímulos, como 

factores de crecimiento o nutrientes [124]. Algunas de las funciones de mTOR se 

efectúan a través de la regulación proteínas que se localizan por debajo de ella, como es 

el caso de la quinasa p70S6K (o proteína S6K1) [125]. La proteína p70S6K tiene como 
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sustrato principal a la proteína ribosomal S6 (RPS6), que contribuye al control de 

procesos celulares a través de la traducción selectiva de ARNm concretos. 

La ruta MAPK, (Figura 12), formada por la secuencia de proteínas Ras/ Raf/ Mek 

1/2/ Erk 1/2 tiene como proteína principal a la quinasa Erk 1/2, y sus proteínas 

pertenecen a la superfamilia de proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs). 

Esta cascada se activa principalmente por medio de los RTK, cuyas tirosinas fosforiladas 

pueden interaccionar con proteínas adaptadoras intracelulares, como Grb2, que se 

encuentra asociado al intercambiador de nucleótidos de guanina (SOS). Entonces, el 

complejo Grb2/SOS se transloca y SOS estimula la activación de Ras. Las proteínas Ras 

son un grupo de proteínas pequeñas con actividad GTPasa, dentro de las que se incluye 

uno de los miembros más estudiados de esta ruta, Kirsten-Ras (K-Ras). Otros miembros 

muy conocidos de esta familia son Neuroblastoma-Ras (N-Ras) y Harvey-Ras (H-Ras). 

Estas proteínas se encuentran unidas a GDP en su estado inactivo. Cuando se produce 

el cambio de GDP a GTP las proteínas Ras se activan, y gracias a su actividad intrínseca 

GTPasa, que es estimulada por proteínas activadoras de GTPasas (GAPs), pueden volver 

a inactivarse [126]. En su estado activo, Ras es capaz de interaccionar con numerosos 

sustratos activándolos, entre los que se encuentra la familia de serina/treonina quinasas 

llamada Raf (Raf-1 (C-Raf), A-Raf, B-Raf). A continuación, las quinasas Raf pueden activar 

a otra quinasa llamada Mek 1/2, que es el efector conocido para activar a la última 

quinasa de la ruta, Erk 1/2. Una vez activa, Erk 1/2 es capaz de modular la actividad de 

numerosos sustratos, ya sea positiva o negativamente, como por ejemplo proteínas 

quinasas y fosfatasas, o proteínas relacionadas con apoptosis y con la migración, e 

incluso regular factores de transcripción, por su capacidad de translocarse al núcleo 

[127].  

Por otro lado, hay que subrayar que las vías de transducción están altamente 

reguladas, pero aun así, pueden aparecen anomalías en moléculas que forman parte de 

la cascada o en los ligandos que las activan, y cuando esto ocurre, los procesos que 

dependen de su correcto funcionamiento, como la proliferación o la apoptosis, se ven 

alterados. Estas alteraciones son frecuentes en las células cancerígenas, donde las rutas 

de señalización PI3-K/Akt y MAPK se encuentran anormalmente activadas [128, 129]. 
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Figura 12: Descripción de las rutas de señalización PI3-K/Akt y MAPK, indicando varios 
de sus integrantes. 

En concreto, en el CP y en el CCR estas rutas son particularmente interesantes 

por la alta incidencia de mutaciones en el oncogén KRAS que presentan ambos tipos de 

cáncer, con una frecuencia entre un 80% y un 40% respectivamente, como ya 

comentamos anteriormente. Esta mutación puede conducir a una activación de las ruta 

PI3-K/Akt y MAPK [126, 130]. Es por ello que las mutaciones en el oncogén KRAS se 

relacionan con un peor pronóstico y resistencias a algunas terapias antitumorales. 

Cuando KRAS está alterado se produce un bloqueo en la actividad GTPasa de la proteína 

K-Ras, quedando ésta en su forma activa de manera constitutiva. 

Junto con KRAS, se han descrito mutaciones en otros oncogenes (gen de EGFR, 

BRAF, NRAS, PIK3CA, etc.), que aunque son menos frecuentes, participan activando 

estas rutas de señalización cuando están presentes, y por tanto tienen efectos sobre la 

proliferación celular y la supervivencia. Por ejemplo, BRAF aparece mutado en el 5-10% 

de los casos de CCR [131] y aproximadamente en un 15% en el CP [132], manteniendo 

la ruta MAPK en funcionamiento. La hiperactividad de RKT por amplificación génica o 

formas mutantes es una alteración frecuente también en diferentes tipos de tumores. 

Por ejemplo, EGFR está sobreexpresado tanto en CP como en CCR, en valores 

comprendidos entre un 25 y un 90% de los tumores analizados [133]. Además, factores 
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de crecimiento como EGF o TGF-α, pueden ser liberados por el estroma y mantener 

activos constitutivamente a los receptores HER [120]. 

En conclusión, cuando las vías PI3-K/Akt y MAPK están activadas de forma 

incontrolada son responsables de la desregulación de distintos procesos celulares, 

como son el crecimiento celular, la inducción de la apoptosis y la diferenciación celular, 

entre otros, lo que contribuye a la progresión tumoral, migración, invasión, 

angiogénesis y metástasis [134, 135].  

La chaperona HSP90 tiene un papel clave en ambas rutas, ya que varias de las 

proteínas localizadas en estas vías de señalización son proteínas clientes de HSP90. En 

concreto, los clientes de HSP90 presentes en estas rutas son: la familia de receptores 

HER, capaces de iniciar la activación de ambas rutas, las proteínas quinasas Raf 

(isoformas B y C), Akt, mTOR y p70S6K. Esto es muy interesante si pensamos en HSP90 

como una posible diana terapéutica, ya que inhibiendo su actividad, se verán afectados 

los clientes que participan en estas rutas, y así se podría atacar simultáneamente ambas 

rutas y frenar las consecuencias de su desregulación [108]. 

6. La regulación del ciclo celular y la muerte celular en las células 

tumorales 

En condiciones normales, las células somáticas se dividen para proliferar en 

momentos en los que el crecimiento es necesario y esta división se realiza dentro del 

ciclo celular. El ciclo celular tiene como eventos más destacados la replicación del ADN, 

en la fase de síntesis (S) y la separación de los cromosomas, en la fase de mitosis (M). 

Entre ambas hay dos periodos de tiempo que las separa, la fase G1 y G2. Las células 

también se pueden encontrarse en un estado de reposo o fase G0, donde no  reciben 

estímulos para dividirse y tienen un ritmo metabólico más lento. Pero si las células 

reciben las señales apropiadas para el crecimiento, pueden reingresar en la fase G1, y si 

estos estímulos continúan, son capaces de superar el punto de restricción de G1 y 

progresar hasta finalizar el ciclo celular, dividiéndose en dos células idénticas [136]. 

Llegado el momento, las células cesan por completo su división. 

El ciclo celular es un proceso complejo y su coordinación depende tanto de 

señales extracelulares y/o intracelulares, como de mecanismos moleculares que regulan 
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la progresión en las fases del ciclo celular [137]. Los complejos formados por Cdk-ciclina 

son los reguladores principales del ciclo celular, y están formados por la unión de 

quinasas serina/treonina dependientes de ciclinas (Cdks) y una ciclina. Las ciclinas 

controlan la actividad quinasa de las Cdks, y las variaciones en sus niveles de 

concentración son los responsables del avance de una fase a otra dentro del ciclo 

celular. Existen cuatro ciclinas (A, B, D y E) que interaccionan con diferentes Cdk, 

dependiendo del momento del ciclo celular. Entre las Cdk, destacamos Cdc2, que fue la 

primera en conocerse, y por ello es también llamada Cdk1. En términos generales, al 

inicio de la fase G1, las ciclinas de tipo D son las primeras en inducirse, activando y 

formando complejos con Cdk4 y Cdk6 [138]. Al final de esta fase aumenta la 

concentración de ciclina E, que forma un complejo con Cdk2 [139]. Durante la fase S, la 

ciclina E es degradada y comienza a incrementarse la ciclina A, formando un complejo 

con Cdk2. Por último los complejos necesarios para regular la entrada de S a G2, y de G2 

a M, están formados por Cdc2 (Cdk1) y las ciclinas A y B, que son degradadas al finalizar 

la mitosis [137] (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Representación esquemática del ciclo celular de células humanas, con los 
puntos de parada o control, así como los principales complejos ciclina-Cdk formados en 
las fases del ciclo celular. 
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Además, las células disponen de puntos de parada o de control ("checkpoint") 

dentro del ciclo celular (Figura 13). En concreto, estos puntos se localizan en el paso de 

G1/S (entrada en S), en G2/M (entrada en M), y en el final del proceso de mitosis (salida 

de metafase). La función de estos puntos de control consiste en no dejar que una célula 

pase a la siguiente fase de ciclo hasta que no haya finalizado la anterior de forma 

correcta y satisfactoria. Si se detecta alguna anomalía, el ciclo celular puede ser 

detenido de forma temporal en estos puntos, para una posible reparación de los daños, 

o de forma definitiva, conduciendo a la célula a la muerte cuando los daños son 

irreparables. Además existen proteínas encargadas de reprimir el progreso del ciclo 

celular, como las quinasas inhibidoras de Cdks (CKI), entre las que se encuentran p16 

(INK4), p21 (Wafi o Cip1) o p27 (Kip1), que impiden la actividad de los complejos ciclina-

Cdks [140]. Otras proteínas que participan en la regulación del ciclo celular son 

Retinoblastoma (Rb) y p53. La proteína Rb participa en la entrada de las células en la 

fase S cuando es fosforilada por los complejos Cdk/ciclina de la fase G1, y es susceptible 

a las señales inhibitorias de crecimiento [141], y la proteína p53 está relacionada con la 

parada de las células en el punto de control de G1/S en situaciones de estrés que 

producen daños en el ADN, ya que puede inducir la expresión de p21 [142]. 

Al igual que las células proliferan para el mantenimiento de la vida, también son 

eliminadas cuando han cumplido su función fisiológica y/o ya no son necesarias, de 

manera que siempre existe un equilibrio dinámico entre las células creadas y las 

destruidas, conservando la homeostasis celular. Por tanto, tan importante es la 

regulación de la división celular, como los procesos por los cuales se regula la 

destrucción de células en los organismos multicelulares o muerte celular programada 

(MCP). Las células tumorales, en general, se caracterizan tanto por poseer una 

proliferación descontrolada, como por desarrollar capacidades para escapar de la MCP. 

Dentro de las vías clásicas de MCP más conocidas y estudiadas se encuentra la 

apoptosis, que tiene como objetivo controlar el número de células, el tamaño celular, y 

actuar como un mecanismo de defensa para eliminar aquellas células que presenten 

anormalidades. La apoptosis origina cambios moleculares, bioquímicos y morfológicos 

característicos que conducen a la célula hacia una muerte programada y sin inflamación 

[143, 144], en contraste con el proceso de necrosis, que se desencadena de forma 
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accidental a consecuencia de un daño negativo, y se caracteriza por provocar hinchazón 

celular, dilatación de los organelos citoplasmáticos y una ruptura de la membrana 

plasmática, produciendo en última instancia una respuesta inflamatoria. Cualquier tipo 

de muerte celular con estas características también es definida con el término de 

oncosis, aunque este término es menos utilizado. Tradicionalmente se asoció el 

concepto de muerte celular programada (MCP) con la apoptosis, y una muerte 

incontrolada con la necrosis [145] (Figura 14). Pero la dualidad apoptosis/necrosis es un 

concepto muy general que no es capaz de abarcar la complejidad de los diferentes 

procesos que pueden darse para eliminar las células que han sufrido algún tipo de daño. 

Hoy día se está utilizando una nueva nomenclatura para describir procesos que pueden 

conducir hacia la muerte celular, que incluye términos como paraptosis, catástrofe 

mitótica, piroptosis, necroptosis o autofagia, entre otros [146]. Por ejemplo, el término 

necroptosis hace referencia a un mecanismo de muerte regulado, pero con similares 

características clásicamente asociadas a la necrosis [147]. La autofagia es un proceso 

normalmente asociado a la supervivencia, pero también tiene un papel en la muerte 

celular [148] (Figura 14). La catástrofe mitótica es una forma de muerte celular atípica 

que se produce cuando se detecta algún problema durante la división celular [149], 

concretamente durante el proceso de mitosis, que conduce a las células a la muerte 

como consecuencia de fallos en la maquinaria mitótica. 

Las diferentes alteraciones que se producen en las células cancerosas conducen 

a una progresión en el ciclo celular siempre activa, haciendo caso omiso a los puntos de 

parada de los que dispone una célula normal cuando detecta alguna anomalía, e 

inhibiendo las señales que indican que el crecimiento se debe frenar. Por consecuencia, 

las células cancerosas pueden dividirse sin control. Rutas de señalización como las 

comentadas anteriormente, PI3-K/Akt y MAPK, promueven la progresión del ciclo 

celular cuando están activadas [150-152], y en el caso de PI3-K/Akt su activación es 

capaz de bloquear la apoptosis, favoreciendo la supervivencia celular [153]. Por tanto, 

las células tumorales no sólo se dividen de forma inapropiada, sino que además suelen 

tener inactivados los mecanismos para una muerte regulada y para la eliminación de 

células anormales o defectuosas. 
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Figura 14: Representación gráfica de algunos tipos de muerte celular (basada en una 
figura de [154]). 

Algunas proteínas clientes de HSP90 son proteínas reguladoras de las fases del 

ciclo celular y de la división celular, que incluyen ciclinas o Cdks, como la ciclina B1 y 

Cdc2 (Cdk1), o proteínas como las quinasas Polo-1 (Plk1) o Wee-1, entre otras [155]. De 

esta forma, HSP90 participa indirectamente en el correcto funcionamiento de la 

maquinaria del ciclo celular, ya que varias proteínas implicadas en el ciclo celular 

dependen de ella para activarse, y su inhibición podría ser utilizada como un mecanismo 

para frenar la proliferación de las células tumorales. 

7. Inhibidores de HSP90 

En los últimos años, las terapias antitumorales tradicionales y las estrategias de 

prevención, sin duda alguna han incrementado la supervivencia de los pacientes que 

sufren cáncer. No obstante, los avances logrados aún no son suficientes en muchos 

casos y hay una necesidad de mejorar y encontrar terapias realmente eficaces, al 
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mismo tiempo que se resuelven problemas como la toxicidad secundaria asociada a los 

tratamientos, y la aparición de recidivas causadas por el desarrollo de 

quimioresistencias. Todo esto hace que la investigación en la búsqueda de nuevos 

tratamientos sea necesaria. 

Avances en el conocimiento molecular han hecho surgir nuevas modalidades 

terapéuticas antitumorales, que tienen como objetivo combatir específicamente 

proteínas alteradas o mal reguladas, llamadas dianas moleculares, que participan en 

rutas de señalización relacionadas con la proliferación, supervivencia, invasión y 

metástasis de los tumores [156]. Con este punto de vista, en los últimos años se han 

desarrollado terapias más eficaces e individualizadas, atendiendo a las características 

del tumor de cada paciente. Este nuevo modelo farmacológico se conoce como terapia 

selectiva o "dirigida", y hoy día ya existen en clínica fármacos basados en esta 

modalidad. 

La implicación de las chaperonas en la tumorogénesis, ha hecho que en los 

últimos años se hayan realizado numerosos trabajos para entender cómo funcionan 

HSP90 y otras chaperonas (Cdc37/p50, HSP70, etc.), ya que podrían representar 

objetivos únicos y novedosos como terapia dirigida contra el cáncer. Inicialmente, la 

inhibición de chaperonas, y en concreto de HSP90 como estrategia terapéutica, supuso 

algunas reticencias, dado que las células sanas necesitan de las chaperonas para su 

correcto funcionamiento. Sin embargo, y a pesar de ello, algunos datos corroboran que 

HSP90 se comporta de forma diferente en las células cancerosas [107, 116, 117], como 

hemos descrito anteriormente, y finalmente se propuso como diana terapéutica frente 

al cáncer. 

De hecho, multitud de inhibidores de la chaperona HSP90 de diferente 

naturaleza ya han sido identificados (Tabla 4), y en las últimas dos décadas numerosos 

trabajos recogen la habilidad de estos inhibidores de disminuir y/o alterar la actividad 

de HSP90. Todavía ninguno ha sido aprobado por la FDA (Food and Drug 

Administration), pero se encuentran en vías de desarrollo clínico, siendo objeto de 

estudio en un número importante de ensayos clínicos. Al igual que otros autores [157, 

158], a continuación comentaremos algunos de los logros o fracasos que se han 
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conseguido con algunos de los inhibidores de HSP90, tanto en el laboratorio como en 

clínica, haciendo hincapié en los compuestos 17-AAG y NVP-AUY922. 

De forma simplificada, los inhibidores se unen a las regiones de HSP90 que 

contienen actividad ATPasa, concretamente en una parte muy conservada de unión a 

ATP. Estas regiones se localizan en los dominios terminales N y C de HSP90. Solamente 

son conocidos dos agentes que se unen a la región localizada en el dominio C, el 

antibiótico novobiocina [159] y el fármaco citotóxico cisplatino [160]. Con el primero la 

unión es muy débil y necesita de una alta dosificación, y el segundo es un fármaco que 

se usa por presentar otras propiedades antineoplásicas.  

El resto de inhibidores de HSP90 se unen a la región que se encuentra en el 

dominio N de HSP90. La acción de estos inhibidores impide la unión de ATP y por tanto, 

el cambio de conformación de HSP90 que se produce por la unión de los dominios N. 

Así, HSP90 no puede alcanzar su estado maduro o cerrado, lo que le impide realizar su 

función y acaba conduciendo a las proteínas clientes que se unen a ella hacia el 

proteosoma, donde son degradadas. 

Naturaleza Clase Nombre Adm. 

    Natural Ansamicinas Geldanamicina - 

    
Semi-sintéticos  17-AAG IV 

  17-DMAG IV/Oral 

  IPI-493 (17-AG) Oral 

  IPI-504 IV 

    Natural Resorcinol Radicicol  - 

    
Sintéticos  NVP-AUY922 IV 

  Ganestepib (STA-9090) IV 

  AT-13387 IV 

  KW-2478 IV 

    Otros sintéticos Purinas BIIB021 Oral 

  PU-H71 IV 

  MPC-3100 Oral 

  CUCD-3050 (Debio 0932) Oral 

    
 Aminopirimidina      NVP-HSP990 Oral 

     Derivados de 
dihidro-indazolona 

SNX-5422 
SNX-2112                            

Oral 

Tabla 4: Clasificación de algunos de los inhibidores de HSP90 más destacados. 
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7.1 Inhibidores ansamicínicos 

En 1994 se describió por primera vez cómo un producto natural llamado 

Geldanamicina (GA) inhibía la formación del complejo maduro de HSP90 [161]. GA es un 

antibiótico ansamicínico producido por Streptomyces hygroscopicus var. geldanus var. 

nova [162] que es capaz, entre otras cosas, y al igual que otro antibiótico ansamicínico, 

herbimicina A, de unirse al dominio N impidiendo el correcto funcionamiento de la 

chaperona HSP90 [163, 164]. Este antibiótico demostró ser activo tanto in vitro, donde 

degradaba varias oncoproteínas produciendo efectos antiproliferativos en líneas 

celulares tumorales [165], como in vivo, donde mostró actividad antitumoral en 

modelos preclínicos [166]. Sin embargo, también se observó que producía una alta 

toxicidad hepática por lo que su desarrollo clínico cesó.  

La búsqueda de nuevos inhibidores de HSP90 que pudieran ser utilizados en 

clínica continuó, y se identificaron varios derivados semi-sintéticos de GA. El cambio de 

un grupo metoxi por un grupo alilamino en GA dio lugar a una pequeña molécula 

llamada 17-alilamino-17-demetoxigeldanamicina (17-AAG o tanespimicina), que fue el 

primer derivado de GA desarrollado.  

En un esfuerzo por desarrollar nuevos inhibidores de HSP90 más ventajosos que 

los anteriores, una segunda generación de derivados ansamicínicos aparecieron, dando 

lugar a 17-dimetilaminoetilamino-17-desmetoxygeldanamicina (17-DMAG o 

alvespimicina) e IPI-504 (clorhidrato de retaspimicina). 17-DMAG surgió con la variación 

del grupo metoxi de GA por N, N-dimetiletilamina, lo que le proporcionaba buena 

solubilidad acuosa y biodisponibilidad oral. Además, mostró una potente eficacia 

antitumoral in vivo [167], e incluso fue evaluado en ensayos clínicos de fase I [168]. Pero 

al igual que sucede con GA, su eficacia va acompañada de diferentes efectos adversos 

[169], por lo que su uso clínico también quedó descartado. Otro derivado ansamicínico 

a destacar es el principal metabolito de 17-AAG que se forma in vivo, llamado 17-amino-

17-demetoxigeldanamicina (17-AG) [170], cuya formulación oral, IPI-493, presenta 

buena biodisponibilidad y ha tenido una alta efectividad en estudios in vivo [171]. 
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Los anteriores inhibidores son benzoquinonas ansamicínicas (GA, 17-AAG, 17-

DMAG y 17-AG) (Figura 15). Existe otro inhibidor ansamicínico, IPI-504, que es una sal 

hidroquinona derivada de 17-AAG, muy soluble en agua por lo que no requiere de 

agentes solubilizantes orgánicos para su administración y no lleva asociada la toxicidad 

hepática que presentan las benzoquinonas. Este inhibidor ha demostrado ser eficaz 

tanto en ensayos in vitro como in vivo para diferentes tipos de tumores [172], y su 

eficacia ha sido evaluada en varios ensayos clínicos. Como agente único en estudios de 

fase I fue bien tolerado [173, 174], y en estudios de fase II en tumores de pulmón de 

células no pequeñas (NSCLC) tratados previamente con inhibidores de EGFR, ha 

mostrado actividad antitumoral especialmente en pacientes con reordenamiento del 

gen ALK [175]. Sin embargo, los resultados obtenidos en otros estudios de fase II 

realizados en diferentes tipos de tumores han sido muy modestos [176, 177].  

Figura 15: Estructura química de GA y varios de sus derivados ansamicínicos (tomada 
de [157]). 

7.1.1 17-AAG 

El fármaco 17-AAG o tanespimicina forma parte del grupo de benzoquinonas 

ansamicínicas que inhiben la actividad de HSP90. Es el compuesto más estudiado de su 

grupo como agente antineoplásico, y existe una amplia literatura describiendo los  

efectos antitumorales de 17-AAG en ensayos in vitro e in vivo en diferentes tumores: 
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cáncer de próstata [178], linfoma no-Hodgkin [179], leucemia mieloide [180], mieloma 

múltiple [181], carcinoma cervical [182] y melanoma [183]. Los resultados favorables en 

los estudios preclínicos contribuyeron a pronosticarle un futuro prometedor como 

fármaco antitumoral. A finales de los 90 comenzó a ser evaluado en ensayos clínicos, 

siendo el primer inhibidor de HSP90 que lo hacía, y durante varios años fue el único. 

Desde entonces ha sido incluido en multitud de ensayos clínicos con objeto de evaluar 

sus efectos anticancerígenos para diversos tipos de tumores (mieloma múltiple, 

melanoma, carcinoma renal, tumores sólidos avanzados, etc.), tanto como agente 

único, como en combinación con otros fármacos antitumorales [184]. Actualmente, los 

ensayos clínicos con 17-AAG han finalizado (véase http: 

//clinicaltrials.gov/ct2/results?term=17-AAG, visitado en marzo de 2014), aunque se 

siguen publicando resultados de trabajos relacionados con él, y su estudio puede 

proporcionar una valiosa información sobre cómo actúan los inhibidores de HSP90. 

Es posible que su carrera se haya visto frenada, pese a las esperanzas puestas en 

él, porque los resultados clínicos no han sido tan positivos como se esperaba y ha 

mostrado una limitada actividad cuando es administrado como agente único. Uno de 

los posibles motivos de fracaso en los ensayos clínicos puede estar asociado a que las 

dosis administradas a los pacientes no fueron las óptimas para inhibir las oncoproteínas 

deseadas. Es el caso del estudio llevado a cabo en pacientes con melanoma tratados 

con 17-AAG, donde los resultados mostraron que no existía una respuesta objetiva al 

tratamiento, y aunque la expresión de algunas proteínas como ciclina D1 (proteína 

cliente de HSP90) se veía afectada, otras con relevancia para la supervivencia del 

melanoma no sufrieron cambios significativos o fueron de corta duración [185]. La 

escasa eficacia de 17-AAG también se ha descrito en otros ensayos de fase II, 

concretamente en ensayos de carcinoma de células renales claras y papilar [186], y en 

cáncer de próstata metastásico hormono-refractario [187]. En ambos estudios, la 

inhibición de la actividad biológica de HSP90 duraba poco tiempo, por lo que 

probablemente las dosis y la forma de administración no fueron lo suficientemente 

adecuadas. 

Además, 17-AAG presenta algunos inconvenientes asociados con las 

desfavorables propiedades fisicoquímicas que manifiesta: baja solubilidad acuosa y 
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necesidad de utilizar solventes orgánicos para su formulación [188]. Los excipientes 

orgánicos suelen ser tóxicos y causan reacciones adversas, por lo que limitan la 

administración clínica de 17-AAG e impiden que los pacientes puedan recibir una dosis 

tolerada más alta y realmente eficaz. Es el caso del solvente dimetil sulfóxido (DMSO) 

que provoca náuseas, vómitos y mal olor, e incluso pueden llegar a producir toxicidad 

hepática y cardiaca. Otra desventaja que manifiesta 17-AAG está relacionada con su 

precursor (GA), ya que las benzoquinonas ansamicínicas producen problemas hepáticos 

como efecto secundario, y esta reacción adversa es un efecto dosis-limitante. Se 

desconoce la razón por la que este tipo de moléculas producen toxicidad hepática, pero 

se piensa que podría estar relacionada con otros mecanismos diferentes a la interacción 

con HSP90. En concreto, se ha descrito que las benzoquinonas tienen una reacción 

química con el grupo tiol del glutatión (GSH). GSH es capaz de conjugarse con algunos 

productos químicos, y en este caso en concreto, lo hace formando aductos 

benzoquinona-GSH que impiden el funcionamiento de GSH como agente destoxificante 

[189]. Esta reacción no se produce de igual modo por todas las benzoquinonas. En el 

caso de GA y 17-DMAG la reacción es rápida, mientras que con 17-AAG y 17-AG ocurre 

más lentamente. Esta diferencia explicaría por qué 17-AAG es menos hepatotóxico que 

otras benzoquinonas. 

La acción de 17-AAG también está condicionada por una flavoproteína que se 

expresa principalmente en el citosol, llamada NAD(P)H:quinona oxidorreductasa 1 

(NQO1, DT-diaforasa) [190]. NQO1 es una enzima cuyo mecanismo de acción consiste 

en reducir a una amplia gama de sustratos a través de la transferencia de dos 

electrones. Para ello usa un cofactor flavínico (FAD) y un derivado reducido de la 

nicotinamida, NADH o NADPH, indistintamente, como donador de electrones [191]. La 

función que clásicamente se ha descrito para NQO1 es su capacidad de metabolizar 

sustratos quinónicos, que son tóxicos para el organismo, hasta su forma 

completamente reducida o hidroquinona, protegiendo a las células de la formación de 

radicales libres y metabolitos tóxicos de oxígeno [192]. Las benzoquinonas 

ansamicínicas también son sustratos de NQO1, las cuales pueden ser bioreducidas de 

quinonas a sus hidroquinonas derivadas. 
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 En concreto, se ha descrito que en condiciones fisiológicas 17-AAG se encuentra 

en un equilibrio redox dinámico entre su forma quinona, que podemos considerar el 

fármaco propiamente dicho (17-AAG), y su forma hidroquinona o reducida (17-AAGH2) 

[193]. La molécula 17-AAGH2, o base libre de la hidroquinona, es sensible a los cambios 

de pH y susceptible de oxidación. Su estabilización gracias a la protonación del 

nitrógeno en posición 17 dio lugar a una sal derivada, IPI-504, que puede formar 17-

AAGH2 y 17-AAG en condiciones fisiológicas [194]. La forma hidroquinona (17-AAGH2) 

no solamente tiene una alta solubilidad acuosa, sino que además ha revelado ser mejor 

inhibidor de HSP90, ya que es mucho más afín a la chaperona [195, 196].  

El equilibrio redox entre 17-AAG y 17-AAGH2 parece estar mediado por enzimas 

oxidorreductasas, entre ellas la enzima NQO1, que hacen posible el intercambio 

reversible entre la forma quinona y su hidroquinona. En condiciones aerobias y a un pH 

fisiológico la hidroquinona, 17-AAGH2, puede ser oxidada a quinona otra vez [197], y así 

sucesivamente (Figura 16). 

Figura 16: Equilibrio dinámico redox entre 17-AAG y su forma hidroquinona (17-
AAGH2), y la formación de IPI-504. 17-AAG puede sufrir una reducción enzimática dando 
lugar a 17-AAGH2. La forma hidroquinona es propensa a oxidarse de nuevo a 17-AAG a pH 
neutro y condiciones aerobias. La estabilización de la hidroquinona forma la sal derivada 
IPI-504 (tomada de [198]). 

Por último, hay que comentar que la presencia de transportadores de 

membrana dependientes de ATP o ATP-binding cassette (ABC), también pueden 

suponer un inconveniente para que un fármaco pueda ejercer su actividad, y algunos de 

ellos se han relacionado con las benzoquinas ansamicínicas [199, 200]. La 

sobreexpresión de estas proteínas, que participan en el transporte a través de la 

membrana celular, ha sido puesta de manifiesto en células resistentes a algunas 

terapias antitumorales. Estos transportadores son capaces de la captación y de la salida 
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de un amplio de sustancias a través de la membrana con un gasto energético y 

participan en multitud de procesos fisiológicos, incluyendo el transporte de lípidos, 

aniones orgánicos o medicamentos. Uno de los transportadores más conocidos, es la 

glicoproteína P (P-gp o Mdr-1), cuya presencia se ha identificado en multitud de 

tumores y se ha descrito como parte importante del fenómeno conocido como 

resistencia a múltiples fármacos (MDR) [201]. Otros transportadores frecuentemente 

asociados a este sistema de resistencia son BCRP1 (o ABCG2) y MRP1 (o ABCC1), cuya 

expresión también está relacionada con el fenotipo MDR [202, 203]. 

7.2 Inhibidores derivados del radicicol 

Existe otro tipo de inhibidores de HSP90 cuya base molecular no está 

relacionada con las quinonas, pero que también provienen de un antibiótico natural, 

como la GA. Son los inhibidores derivados del producto natural radicicol (Figura 17). El 

radicicol es un antibiótico antifúngico macrocíclico originalmente aislado en el hongo 

Monosporium bonorden [204]. Estructuralmente es diferente a las ansamicinas, pero 

comparte con ellos su mecanismo de inhibición de HSP90, compitiendo por el lugar de 

unión del ATP en el dominio N [205]. Este compuesto es capaz de inhibir HSP90 a través 

de su parte química formada por un alcohol aromático, el resorcinol, que encaja 

fuertemente en el lugar de unión de ATP, provocando una inhibición irreversible de la 

chaperona. In vitro, ha demostrado ser un gran potente inhibidor de HSP90, pero en 

animales es poco soluble e inestable, y muestra poca o ninguna actividad. A partir de la 

estructura química del radicicol, varios análogos sintéticos han sido diseñados, 

intentando superar sus deficiencias [206]. Algunos de ellos son los compuestos oxima 

derivados de radicicol, que han mostrado tener actividad antitumoral in vivo [207]. 

 

 

 

 

Figura 17: Estructura química de radicicol (tomada de [157]). 
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7.3 Pequeños inhibidores sintéticos  

El conocimiento de la estructura de HSP90 ha ayudado a descubrir y a 

desarrollar, a través del diseño racional, nuevos inhibidores sintéticos de HSP90 viables 

para el tratamiento del cáncer. Estos inhibidores están basados en diferentes 

estructuras químicas, pero todos ellos son capaces de unirse a la parte conservada de 

unión de ATP que se encuentra localizada en el dominio N de HSP90.  

Algunos de ellos son moléculas que como el radicicol contienen en su base 

química resorcinol. En este grupo se encuentran los inhibidores NVP-AUY922, KW-2478, 

ganetespib (STA-9090) y AT-13387. Respecto al primero hablaremos en el siguiente 

punto, pero quiero apuntar que es un excelente inhibidor de HSP90 y fue el segundo 

inhibidor de HSP90 sintético en ser utilizado en estudios clínicos. Respecto a los otros, 

comentar que KW-2478 ha mostrado su eficacia en estudios preclínicos para el 

tratamiento de mieloma múltiple [208], y ganetespib (STA-9090) también ha revelado 

resultados positivos en estudios preclínicos para diferentes tipos de tumores, y en 

ensayos clínicos para tumores sólidos como NSCLC avanzado ha mostrado tener eficacia 

antitumoral [209, 210]. El inhibidor AT-13387 fue descubierto gracias a una nueva 

técnica llamada FBDD (siglas de Fragment-based drug design), que identifica 

compuestos químicos pequeños que se unen, de forma débil pero selectiva, a una diana 

biológica y son optimizados para conseguir fármacos de alta afinidad y selectivos, 

utilizando técnicas biofísicas [211]. Este último también ha mostrado actividad 

antitumoral in vitro e in vivo [212, 213]. 

Otros compuestos sintéticos pertenecen al grupo de inhibidores fundamentados 

en una estructura con una base nitrogenada, la purina, y son capaces de emular al ATP y 

asociarse a su sitio de unión en la chaperona. PU3 fue el primer inhibidor que se diseñó 

con esta estructura [214], y a partir de su optimización aparecieron otros compuestos 

con mejores propiedades farmacológicas como BIIB021/CNF2024, PU-H71 y MPC-3100 

CDCD-305 (Debio 0932) [158]. El primer inhibidor puramente sintético probado en un 

ensayo clínico corresponde a esta clase, y fue BIIB021/CNF2024. Esta molécula tiene 

actividad antitumoral e induce la degradación de proteínas clientes de HSP90 en 

estudios in vitro, e inhibe el crecimiento tumoral en modelos de xenoinjertos [215]. 

Además, se han completado ensayos clínicos de fase I y II con este fármaco con 
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resultados positivos [216, 217], y ya existe una segunda generación de compuestos 

derivados (BIIB028). Respecto a algunos de los otros, comentar que PU-H71 exhibe una 

potente eficacia tanto in vitro como in vivo [218, 219], y CDCD-305 ha mostrado una 

potente actividad antitumoral en células de NSCLC resistentes a un inhibidor de EGFR 

[220].  

Inhibidores sintéticos con una base química diferente al resorcinol o a la purina 

también han sido diseñados. Entre ellos se encuentra un compuesto oral llamado NVP-

HSP990, que en estudios preclínicos de varios tipos de tumores ha presentado una alta 

eficacia [221], y compuestos como SNX-5422, pro-fármaco de SNX-2112, obtenido para 

mejorar la biodisponibilidad oral de su predecesor, que ha demostrado una alta 

actividad antitumoral en mieloma múltiple y melanoma [222, 223], aunque su estudio 

un ensayo de fase I en tumores sólidos refractarios y linfomas fue suspendido por los 

problemas oculares que produjo [224]. 

7.3.1 NVP-AUY922 

A partir de los datos que demostraron que radicicol era un potente inhibidor de 

HSP90 pero que perdía su eficacia in vivo, comenzaron a buscar otros compuestos que 

superaran esta gran limitación. Así, y a partir del diseño de nuevas moléculas pequeñas 

con alta afinidad por HSP90, se encontró un compuesto sintético isoxazol-resorcinol 

llamado NVP-AUY922 [225] (Figura 18). Este ha demostrado un potente efecto 

antiproliferativo, in vitro e in vivo, en diferentes tipos de tumores como el de mama, 

mieloma múltiple o gioblastoma [226-228]. Incluso ha sido probado ex vivo contra el 

cáncer de próstata con resultados positivos [229]. Un estudio reciente describe su 

potente efecto antitumoral para NSCLC, siendo capaz de inhibir la proliferación de las 

líneas celulares estudiadas y estabilizar el crecimiento del tumor en los xenoinjertos 

[230].  

Por el momento, NVP-AUY922 es uno de inhibidores de HSP90 con mejores 

resultados observados en estudios preclínicos, y además, no presenta los 

inconvenientes que muestran las benzoquinonas ansamicínicas. Su desarrollo clínico no 

se ha hecho esperar, y ya ha concluido un ensayo clínico de fase I como agente único 

para tumores sólidos avanzados, donde se estableció su dosis tolerable para ser 
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utilizada en ensayos de fase II para cáncer de mama HER2 positivos, gástrico y NSCLC 

[231]. En la actualidad, NVP-AUY922 está siendo evaluado en numerosos ensayos 

clínicos, que están activos, en fase de reclutamiento o ya finalizados (véase http: 

//clinicaltrials.gov/ct2/results?term=AUY922, visitado en marzo de 2014). 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Estructura química de NVP-AUY922 (tomada de [157]). 

7.4 Terapias combinadas 

El avance en el conocimiento de la enfermedad cancerígena ha conseguido que 

los tratamientos utilizados en clínica cada vez sean más eficaces y selectivos. Sin 

embargo, el hecho de que la mayoría de los tumores acumulen numerosas alteraciones 

malignas, hace que tengan una gran heterogeneidad bioquímica y que muchos de ellos 

muestren grandes diferencias de sensibilidad hacia un mismo tratamiento. Esto provoca 

muchas veces que un sólo fármaco tenga una limitada capacidad de acción sobre un 

tumor. Siguiendo este enfoque, es razonable pensar que la utilización de varios agentes 

farmacológicos para combatir un tumor puede representar una mejora en los efectos 

terapéuticos conseguidos, frente a la utilización de un sólo agente. Por otro lado, el 

éxito de la combinación farmacológica también depende de que sean bien tolerados 

por el paciente; es decir, que puedan ser administrados conjuntamente a dosis efectivas 

sin producir toxicidades graves, dado que la administración de más fármacos puede 

incrementar los efectos secundarios. 

Del mismo modo, las terapias farmacológicas combinadas pueden ofrecer una 

oportunidad terapéutica para aquellos pacientes que no responden bien a los 

tratamientos convencionales o que desarrollan quimiorresistencias (tumores 
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refractarios), o para aquellos pacientes en los que la enfermedad vuelve a aparecer, tras 

haber sido tratados (tumores recurrentes/recidivantes). 

Los inhibidores de HSP90 han sido incluidos en varios ensayos clínicos con otros 

fármacos antineoplásicos, en los que se ha podido evaluar si existía actividad sinérgica 

entre ellos, y si los resultados antitumorales mejoraban. Los inhibidores de HSP90 

impiden a las células cancerosas protegerse de la situación estresante que produce la 

quimioterapia. Esto puede sensibilizar a las células cancerosas a otros tratamientos 

antineoplásicos, y se suma al propio efecto antitumoral del inhibidor, por lo que su 

estudio puede ser muy interesante. Del mismo modo, los inhibidores de HSP90 también 

pueden colaborar con fármacos con dianas moleculares específicas. Cuando una ruta de 

señalización se inhibe, las células tumorales pueden escapar a este problema porque 

tienen activadas otras rutas, e incluso la misma ruta en un punto diferente, por lo que la 

inhibición de varias dianas moleculares al mismo tiempo puede ser bastante 

beneficiosa. 

En concreto, 17-AAG ha sido estudiado en algunos ensayos clínicos junto con 

otros quimioterápicos tradicionales, y nuevos fármacos "dirigidos", con una diana 

molecular concreta, y vamos a comentar algunos de ellos. Cuando se combinó con un 

inhibidor específico de HER2, trastuzumab, y un inhibidor de proteosoma, bortezomib, 

los resultados obtenidos fueron muy positivos. La combinación 17-AGG/trastuzumab 

resultó ser eficaz, de forma tolerable y segura, para los pacientes con cáncer de mama 

metastásico HER2-positivos [232, 233], representando uno de los mayores logros 

conseguidos en clínica utilizando a HSP90 como diana farmacológica, probablemente a 

consecuencia de la inhibición sinérgica que producen ambos compuestos sobre HER2. 

En el estudio realizado con 17-AAG/bortezomib se encontró una mejor respuesta de los 

pacientes con mieloma múltiple refractario a la combinación, que cuando se administra 

bortezomib como agente único [234]. Además de la inhibición de HSP90, en este 

estudio se observó un efecto neuroprotector producido por 17-AAG muy interesante, 

dado que bortezomib suele provocar neuropatías periféricas como efecto secundario. 
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17-AAG también ha demostrado eficacia clínica en cáncer renal metastásico y 

melanoma en estudios de fase I en combinación con sorafenib. Sorafenib es otra 

novedosa molécula pequeña inhibidora multiquinasa [235]. 

La combinación de 17-AAG con fármacos citotóxicos clásicos también ha sido 

muy estudiada. Por ejemplo, 17-AAG/irinotecan ha sido administrada en pacientes con 

tumores sólidos con aceptable toxicidad en un estudio de fase I [236]. También se ha 

probado la combinación de 17-AAG con dos taxanos, paclitaxel y docetaxel. Con 17-

AAG/paclitaxel se obtuvo una actividad sinérgica muy prometedora en estudios 

preclínicos con líneas celulares de cáncer de ovario [237] y de cáncer de pulmón [238], 

por lo que se decidió probar la combinación en clínica, concretamente en pacientes con 

tumores sólidos refractarios a la terapia estándar, pero los resultados fueron muy 

moderados [239]. El limitado efecto que mostró 17-AAG/paclitaxel se puede atribuir en 

parte al hecho de que ambos sean prácticamente insolubles en agua, por lo que 

necesitan de solventes orgánicos que condicionan la dosis de administración. 

Posteriormente, se decidió poner a prueba esta combinación farmacológica cambiando 

los excipientes tradicionales tóxicos por nanopartículas formadas por co-polímeros 

anfifílicos, en las que el fármaco hidrofóbico se haya encapsulado en el interior de una 

micela. Esta nueva formulación mejoró significativamente la eficacia antitumoral de 17-

AAG/paclitaxel en un modelo de ratón de cáncer de ovario humano [240]. Todo lo 

contrario pasó con la utilización de 17-AAG/docetaxel, que prácticamente no presentó 

beneficio alguno en tumores sólidos [241]. 

Otra combinación que tampoco ha funcionado bien ha sido 17-AAG/gemcitabina 

(GEM), ya que los datos obtenidos mostraron una limitada actividad antitumoral [242]. 

A esta combinación también le fue sumado un tercer fármaco alquilante de ADN, 

cisplatino. Estudios preclínicos sugerían posibles resultados positivos de esta triple 

combinación, pero la toxicidad hematológica que se produjo cuando se aumentaba la 

dosis administrada para alcanzar la actividad antitumoral, demostró que no era 

clínicamente aceptable, e incluso que la combinación 17-AAG/cisplatino tampoco 

alcanzaría dosis efectivas sin producir esa misma toxicidad, por lo que también se 

descartó para futuros ensayos [243]. 
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 Del mismo modo, aunque todavía no hay mucha literatura al respecto, NVP-

AUY922 está siendo evaluado en ensayos clínicos en combinación con otros fármacos. 

Los resultados positivos en un estudio previo in vitro e in vivo en cáncer de mama y 

gástrico, avalan la utilización de la combinación NVP-AUY922/trastuzumab en ensayos 

clínicos para estos tumores. Esta combinación fue capaz de producir un efecto sinérgico 

en modelos resistentes a trastuzumab, y en concreto, en un modelo de cáncer gástrico, 

el efecto antitumoral de la combinación superó el producido por cualquier otro fármaco 

[244]. Otro estudio pre-clínico de NVP-AUY922 en NSCLC ha dado pie a iniciar un ensayo 

clínico junto con pemetrexed, un citotóxico antimetabolito que interfiere en la síntesis 

de ADN y ARN [230]. 
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Tras lo comentado sobre la chaperona HSP90 y los efectos que ocasionan los 

inhibidores de HSP90 en las células tumorales, nos planteamos si la inhibición de esta 

chaperona podría ser un tratamiento farmacológico eficaz contra el cáncer de páncreas 

exocrino y al cáncer de colon y recto. Siguiendo esta hipótesis, el principal objetivo de 

este trabajo consistió en investigar la inhibición de la función de la chaperona HSP90 

como posible tratamiento antitumoral frente al cáncer de páncreas exocrino y al cáncer 

colorrectal en modelos celulares in vitro.  

Para ello, se evaluó el efecto de dos inhibidores específicos de HSP90 de 

diferente naturaleza, 17-AAG y NVP-AUY922, en un panel de líneas celulares humanas 

de adenocarcinoma de páncreas exocrino y de carcinoma colorrectal, y en cultivos 

primarios obtenidos a partir de muestras tumorales de pacientes con cáncer 

colorrectal, por medio de los siguientes objetivos específicos: 

 Estudiar la capacidad antiproliferativa de 17-AAG y NVP-AUY922. 

 Estudiar el efecto tras el tratamiento con 17-AAG y NVP-AUY922 sobre 

proteínas que forman parte de las rutas de señalización PI3-K/Akt y MAPK. 

 Explorar los efectos que producen los inhibidores 17-AAG y NVP-AUY922 a 

nivel de ciclo celular y de muerte celular. 

 Explorar si la enzima NQO1 o los transportadores ABC pueden influir en la 

respuesta de las líneas celulares al tratamiento con dichos inhibidores. 

 Estudiar el efecto de la combinación del inhibidor de HSP90 NVP-AUY922 

con otros fármacos antitumorales. 
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1. Cultivo Celular 

1.1 Líneas celulares 

Para este estudio se han utilizado dos paneles de líneas celulares tumorales 

humanas. El primero incluye ocho líneas celulares de adenocarcinoma de páncreas 

exocrino (CP) y el segundo diez líneas de carcinoma colorrectal (CCR). Todas las líneas 

celulares fueron analizadas para descartar la presencia de Micoplasma con el kit 

VenorGeM (Minerva Biolabs®). 

Las distintas líneas celulares de CP empleadas fueron amablemente cedidas por 

el Dr. Francisco X. Real (Institut Municipal d´Investigació Médica, IMIM) y se describen a 

continuación (Tabla 5). 

Línea celular 
 

Origen 

  IMIM-PC-2 Línea celular de adenocarcinoma de páncreas exocrino 

IMIM-PC-1 Línea celular de adenocarcinoma de páncreas 

BxPC-3 Línea celular de adenocarcinoma de páncreas 

CFPAC-1 Línea celular de adenocarcinoma de páncreas ductal derivada 
de metástasis de hígado 

HPAF-II Línea celular de adenocarcinoma de páncreas derivada de 
fluido ascítico 

PANC-1 Línea celular de adenocarcinoma de páncreas 

RWP-1 Línea celular de adenocarcinoma de páncreas derivada de 
metástasis de hígado 

Hs 766T Línea celular de carcinoma de páncreas derivada de 
metástasis en nódulo linfático 

 Tabla 5: Nombre y descripción de las líneas celulares de adenocarcinoma de páncreas 
exocrino (CP). 

Por otro lado, las líneas de CCR seleccionadas para nuestro estudio proceden de 

la American Type Culture Collection (ATCC), a excepción de la línea celular HGUE-C-1 

que fue obtenida y donada a nuestro laboratorio por el Dr. Miguel Saceda (Hospital 

General Universitario de Elche, HGUE) (Tabla 6). 
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Línea Celular Origen 

  DLD-1 Línea celular de adenocarcinoma colorrectal 

HCT-15 Línea celular de adenocarcinoma colorrectal 

HT-29 Línea celular de adenocarcinoma colorrectal 

SW620 Línea celular de adenocarcinoma colorrectal derivada de 
metástasis en nódulo linfático 

SW480 Línea celular de adenocarcinoma colorrectal 

Caco-2 Línea celular de adenocarcinoma colorrectal 

HCT 116 Línea celular de carcinoma colorrectal 

LoVo Línea celular de adenocarcinoma colorrectal derivada de 
metástasis en la región supraclavicular izquierda 

Ls 174T Línea celular de adenocarcinoma colorrectal 

HGUE-C-1 Línea celular procedente de fluido ascítico de un 
adenocarcinoma colorrectal 

 Tabla 6: Nombre y origen de las líneas celulares de CCR. 

Como controles positivos para la realización de algunos experimentos hemos 

utilizado otras líneas celulares tumorales humanas (Tabla 7), todas ellas procedentes de 

la ATCC. 

Línea Celular Origen 

  Colo 320 Línea celular de adenocarcinoma colorrectal 

T98G Línea celular de glioblastoma multiforme 

 Tabla 7: Nombre y origen de otras líneas celulares utilizadas como controles positivos. 

1.2 Condiciones de cultivo 

La manipulación de las líneas celulares se realizó en una cabina estéril de flujo 

laminar vertical de seguridad biológica tipo II. Las células se mantuvieron a 37°C y en 

atmósfera humidificada con CO2 al 5% dentro de un incubador. El medio de cultivo 

empleado para todas las líneas celulares fue DMEM rico en glucosa (4,5 g/L) (siglas de 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), excepto en el cultivo de las líneas celulares BxPC-

3 y DLD-1, para las que se utilizó medio RPMI-1640 (siglas de Roswell Park Memorial 

Institute). Ambos medios contenían L-glutamina estable y se suplementaron con 

piruvato sódico a una concentración final de 1 mM, HEPES (Ácido N-2-

hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfónico) a una concentración final de 10 mM, 10% de 

suero fetal bovino (SBF), previamente inactivado a 56° durante 45 minutos, y 
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antibióticos (50 U/mL de penicilina y 50 mg/mL de estreptomicina). Todos los productos 

utilizados para el cultivo celular fueron fabricados por los Laboratorios PAA®. 

1.3 Cultivos primarios 

Dentro del proyecto de Investigación Traslacional que se lleva a cabo en nuestro 

laboratorio, se obtuvieron cultivos primarios de muestras tumorales de pacientes con 

CCR. Los pacientes fueron operados en el Hospital Clínico Universitario Virgen de la 

Arrixaca (HCUVA, Murcia) y en el Hospital Universitario Santa Lucía (HUSL, Cartagena), y 

previamente fueron informados del estudio para el que, desinteresadamente, 

mostraron su consentimiento. La recogida de las muestras quirúrgicas en el HCUVA se 

realizó con la utilización del sistema Tissue SAFE (Milestone Srl.), que mantiene las 

muestras de los tumores extirpados por el Servicio de Cirugía envasadas al vacío y en 

fresco. Las muestras envasadas fueron enviadas al Servicio de Anatomía Patológica, 

donde una parte del tejido seccionado por el patólogo se almacenó en el Biobanco del 

HCUVA, y otra parte fue cedida a nuestro laboratorio por el Servicio de Anatomía 

Patológica, la cual se destinó a la obtención y desarrollo de cultivos primarios. En el caso 

de las muestras quirúrgicas recogidas en el HUSL, la parte de la muestra tumoral cedida 

por el Servicio de Anatomía Patológica para investigación se mantuvo en hielo y se 

envió a nuestro laboratorio para su procesamiento. 

Todo el proceso fue revisado y aceptado por el Comité Ético de Investigación 

Clínica del HCUVA, y fue posible gracias a la colaboración de los Servicios de Digestivo, 

Cirugía, Oncología Médica, Anatomía Patológica del HCUVA y HUSL, y del Biobanco del 

HCUVA. Los cultivos primarios derivados de las muestras tumorales fueron nombrados 

con las siglas HCUVA, seguidas de las iniciales CC, que hacen referencia a su 

procedencia de tumores de CCR, y un número que indica el orden de llegada al 

laboratorio. Algunos cultivos presentan un superíndice con las siglas CT, para señalar las 

muestras que fueron enviadas a nuestro laboratorio desde el HUSL. Este sistema 

garantiza el anonimato de las muestras. Los cultivos primarios analizados en este 

trabajo provienen de diferentes muestras tumorales de pacientes con CCR y se 

describen en la Tabla 8 y Tabla 9. 
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Nombre                 
 

Origen                             Edad          Sexo 

    HCUVA-CC-1           Anónimo (primera muestra recogida en la Unidad AECC)         --     -- 

HCUVA-CC-2           Anónimo (segunda muestra recogida en la Unidad AECC)         --     -- 

HCUVA-CC-10          Muestra tumoral de ciego          --     -- 

HCUVA-CC-14          Muestra tumoral de colon izquierdo (sigma)         --  Mujer 

HCUVA-CC-34        Muestra tumoral de colon derecho con metástasis en 
ganglio e hígado 

67 a. Varón 

HCUVA-CC-45       Muestra tumoral de colon izquierdo (sigma) 59 a. Mujer 

HCUVA-CC-56       Muestra tumoral de ciego 68 a. Varón 

HCUVA-CC-58       Muestra tumoral de colon izquierdo 44 a. Varón 

HCUVA-CC-60       Muestra tumoral de recto -- Varón 

HCUVA-CC-62      Muestra tumoral de colon izquierdo (sigma) 65 a. Varón 

HCUVA-CC-63      Muestra tumoral de ciego 81 a. Varón 

HCUVA-CC-66      Adenocarcinoma de colon izquierdo (sigma) 75 a. Varón 

HCUVA-CC-70      Muestra tumoral de colon izquierdo 48 a. Varón 

HCUVA-CC-71      Muestra tumoral de recto 85 a. Varón 

HCUVA-CC-1
CT 

     
 

Muestra tumoral tipo serrado de colon derecho 81 a. Varón 

HCUVA-CC-3
CT 

      Muestra tumoral tipo MSI-H de ciego 69 a. Varón 

   Tabla 8: Nomenclatura y procedencia de los cultivos primarios utilizados. También se 
incluye la edad (años (a.)) y el sexo de los pacientes con CCR que donaron las muestras 
tumorales. 

Cultivo                     Abre.  
Abre. 

Estadio   Metástasis       Tratamiento previo 

     
HCUVA-CC-34   CC-34       IV             SI    5-FU/LV, IRI 

HCUVA-CC-1
CT 

  CC-1
CT

       II NO Sin tratamiento 

HCUVA-CC-3
CT 

  CC-3
CT

       III NO Sin tratamiento 

     

Tabla 9: Características y abreviatura (Abre.) de algunas de las muestras tumorales 
donadas por los pacientes con CCR a partir de las que se han obtenido los cultivos 
primarios. 

Los cultivos primarios se establecieron a partir del procedimiento que a 

continuación se detalla: la muestra tumoral facilitada a nuestro laboratorio, a través del 

Biobanco del HCUVA o por el Servicio de Anatomía Patológica del HUSL, fue 

previamente lavada con tampón fosfato salino (PBS), suplementado con antibióticos 

(200 U/ml de penicilina, 200 mg/ml de estreptomicina, 2,5 µg/mL de anfotericina B y 50 

µg/mL de gentamicina), y conservado en medio de cultivo DMEM/Ham's F12 

(Laboratorios PAA®) hasta su procesamiento. Para su disgregación, el material se cortó 
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en fragmentos de un tamaño no superior a 2-3 cm con un bisturí quirúrgico, en una 

cabina estéril de flujo laminar vertical de seguridad biológica tipo II. Posteriormente, los 

fragmentos obtenidos fueron digeridos con un medio enzimático compuesto por: 1,5 

U/ml de dispasa (Gibco®, Life Technologies) 0,09 mg/ml de colagenasa II (Sigma 

Aldrich®), 0,1 mg/ml de pronasa E (Sigma Aldrich®) y 45 U/ml de hialuronidasa 

(Calbiochem®), en un baño mediante agitación a 37°C durante 30-45 min, para 

degradar la matriz extracelular. A continuación, los fragmentos digeridos fueron 

filtrados a través de un filtro con tamaño de poro de 70 micras (BD Falcon™, Becton, 

Dickinson and Company), y el filtrado fue centrifugado a 200 x g durante 5 minutos. El 

pellet obtenido fue lavado con PBS suplementado con antibióticos y centrifugado de 

nuevo en las mismas condiciones. A continuación, el pellet obtenido fue disuelto en un 

tampón de lisis de hematíes (RL Buffer Lysis, GeneAll Biotechnology) en una proporción 

3:1 (v/v) con PBS durante 10 min.  

Tras la lisis, la muestra fue centrifugada y lavada con PBS suplementado con 

antibióticos de nuevo, y el pellet obtenido fue disuelto en medio de cultivo 

DMEM/Ham’s F12 (Laboratorios PAA®). Este medio contenía L-glutamina estable y fue 

suplementado con un 20% de SBF, previamente inactivado, una solución que contenía 

insulina (0,01 mg/ml)-transferrina (5,5 µg/ml)-selenio (6,7 ng/ml) (Solución ITS, SERVA 

Electrophoresis GmbH), 0,5 µg/mL de hidrocortisona (Sigma Aldrich®), 20 ng/ml de 

EGFR (Sigma Aldrich®), 1 mM de piruvato sódico, 10 mM de HEPES, y varios antibióticos 

(200 U/ml de penicilina, 200 mg/ml de estreptomicina, 2,5 µg/mL de anfotericina B y 50 

µg/mL de gentamicina). A continuación, la muestra fue sembrada en frascos de cultivo o 

placas de BD Primaria™ (Becton, Dickinson and Company) e incubada en las mismas 

condiciones que las líneas celulares, a 37°C y en atmósfera humidificada con CO2 al 5%, 

dentro de un incubador reservado para cultivos primarios, para evitar posibles 

contaminaciones. Transcurridas 24-48 horas de cultivo, el medio de cultivo 

DMEM/Ham's F12 fue reemplazado por “medio condicionado”, y a partir de este 

momento los cultivos primarios se cultivaron con este medio. El “medio condicionado” 

se obtuvo recogiendo el medio de las líneas celulares de CCR cultivadas en nuestro 

laboratorio antes de ser tripsinizadas. El medio recogido fue filtrado con una unidad de 
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filtración estéril para eliminar la posible presencia de células, y suplementado de igual 

modo que el medio DMEM/Ham's F12, a excepción de los antibióticos  que en este caso 

fueron solamente 50 U/mL de penicilina y 50 mg/mL de estreptomicina. 

1. 4 Reactivos utilizados 

Los reactivos (fármacos) utilizados en este trabajo para tratar las líneas celulares 

tumorales y los cultivos primarios, para la realización de los experimentos se recogen en 

la siguiente tabla (Tabla 10). Todos ellos fueron obtenidos comercialmente en estado 

sólido, y para cada uno fue calculada la cantidad de su disolvente apropiado (vehículo), 

según la información suministrada por el laboratorio fabricante, para la elaboración de 

una solución madre o “stock”. A partir de cada una de las soluciones madres se 

obtuvieron el resto de disoluciones empleadas en los experimentos. Los disolventes 

empleados fueron dimetil-sulfóxido (DMSO, Panreac Química) y agua (H2O, agua 

ultrapura Milli-Q®). 

Reactivo Laboratorio Solución stock Disolvente 

    17-AAG ChemieTek 10 mM DMSO 

NVP-AUY922 (NVP) ChemieTek 10 mM DMSO 

ES 936 Tocris Bioscience 10 mM DMSO 

Afidicolina Sigma Aldrich® 1 mg/mL DMSO 

Gemcitabina (GEM) Tocris Bioscience 10 mM H2O 

Oxaliplatino (OXA) Sigma Aldrich® 50 mM DMSO 

AZD-6244 (AZD) ChemieTek 10 mM DMSO 

NVP-BEZ235 (BEZ) ChemieTek 10 mM DMSO 

  Tabla 10: Descripción de los reactivos utilizados. 

2. Estudio de la viabilidad celular 

2.1 Ensayos dosis-respuesta 

Para realizar los ensayos dosis-respuesta se utilizó un ensayo colorimétrico 

basado en el reactivo bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). 

Este método es capaz de cuantificar la viabilidad celular a través de la reducción del 

reactivo MTT por medio de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa. El 

reactivo MTT es una sal de tetrazolio de color amarillo, que cuando es reducido origina 

un compuesto insoluble de color púrpura llamado formazán. La cantidad de formazán 
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obtenido está relacionado con el número de células viables, ya que será proporcional a 

la cantidad de MTT metabolizado, y puede ser fácilmente determinado en un 

espectrofotómetro. 

Los experimentos se iniciaron con la siembra de las células en placas de fondo 

plano de 96 pocillos y dejándolas crecer durante 24 horas. La densidad celular en la 

siembra estaba comprendida entre 1.500 células y 2.500 células por pocillo, 

dependiendo de la velocidad de proliferación de cada una de las líneas celulares, de 

manera que las líneas que crecen más rápidamente fueron sembradas en menor 

proporción, y viceversa. Trascurrido este tiempo, las células fueron tratadas con 

concentraciones crecientes de fármaco, y el tratamiento se prolongó durante 72 horas. 

Cada una de las diferentes concentraciones se dispuso por sextuplicado, y en al menos 

doce pocillos por placa se añadió el disolvente empleado para cada fármaco (células sin 

tratamiento o control). Pasadas las 72 horas, se añadió en todos los pocillos el reactivo 

MTT (Sigma Aldrich®), a una concentración de 0,25 mg/mL, y se incubó durante 3-4 

horas a 37°C y 5% de CO2, permitiendo a las células vivas metabolizar el reactivo MTT. 

Trascurridas este tiempo, se aspiró el medio de los pocillos con una bomba de vacío, y 

se añadieron 200 µL de DMSO (Panreac Química) a cada uno, para disolver los cristales 

de formazán de cada pocillo. A continuación, las placas se agitaron vigorosamente 

durante 30 minutos a temperatura ambiente en un agitador orbital para facilitar la 

disolución del formazán y obtener una coloración homogénea. Por último, se midió la 

absorbancia de todos los pocillos a 570 nm en un espectrofotómetro de placas 

(Infinite® M200PRO NanoQuant, Tecan Group)  

La sensibilidad de las líneas celulares a los diferentes fármacos se determinó 

analizando la diferencia de la absorbancia entre las células sin tratar (control) y las 

células tratadas para cada concentración de fármaco utilizada. En el caso de los cultivos 

primarios, se utilizó la técnica de tinción con cristal violeta para el estudio de la 

viabilidad celular, cuya metodología se explica en el apartado siguiente. Además, la 

tinción con este colorante también fue empleado en líneas celulares tumorales en otro 

tipo de ensayos.  
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2.2 Ensayos durante un curso temporal 

Para analizar la viabilidad de las células durante un curso temporal de 1, 3 y 6 

días se eligió la técnica de tinción con cristal violeta (violeta de metilo). Esta técnica se 

basa en la capacidad que tiene este colorante de fijarse a los núcleos celulares, de 

forma que se puede asociar la cantidad de cristal violeta fijado con el número de células 

viables, y su procedimiento se detalla a continuación. 

Para la realización del curso temporal las células se sembraron en varias placas 

de 96 pocillos de fondo plano a una densidad de 1.200-2.000 células por pocillo. A cada 

placa se le asignó un tiempo de incubación: se dispuso de una placa para el tiempo 0 

(24 horas de crecimiento), tiempo 1 (un día de tratamiento con el fármaco), tiempo 3 

(tres días de tratamiento con el fármaco) y el tiempo 6 (seis días de tratamiento con el 

fármaco). Transcurrido el tiempo 0, las líneas celulares fueron tratadas con disolvente 

(células control) o con una única concentración de fármaco, ambos por sextuplicado. 

Pasado el tiempo correspondiente, las células se lavaron con PBS, se fijaron con una 

solución de formaldehído al 4% (AppliChem GmbH) y se tiñeron con 0,05% de cristal 

violeta (Sigma Aldrich®) durante 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad. A 

continuación, las células fueron lavadas tres veces con agua destilada, y los pocillos se 

dejaron secar completamente durante al menos 30 minutos. Posteriormente, se 

añadieron a cada pocillo 100 µL de HCl 0,1 M (Panreac Química) para decolorar los 

núcleos y se homogenizó entre 3 y 4 veces, lo que produjo una coloración azul 

homogénea cuya absorbancia se determinó a 620 nm en un espectrofotómetro de 

placas (Infinite® M200 PRO NanoQuant, Grupo Tecan). 

La sensibilidad de las células a los fármacos se determinó teniendo en cuenta la 

diferencia de absorbancia entre las células sin tratar (control) y las células tratadas para 

un tiempo determinado; es decir, fueron comparadas con sus respectivos controles (se 

dispuso un control para cada tiempo: 1, 3 y 6 días, y al promedio de cada control se le 

asignó el 100% de la proliferación. 

2.3 Ensayos de combinación de fármacos 

Para clasificar el efecto que produce la combinación de fármacos, se utilizó el 

modelo teórico Bliss [245]. Este modelo teórico se fundamenta en una teoría 
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farmacodinámica y permite analizar si la naturaleza de la interacción entre dos 

fármacos es aditiva, sinérgica o antagónica. Para ello, este modelo calcula una curva 

teórica (BLISS), a partir de la ecuación Ebliss = EA + EB - EA * EB. En esta ecuación, EA y 

EB representa el efecto de los fármacos A y B cuando son utilizados como agentes 

únicos a una concentración en concreto, y expresa la inhibición que producen estos 

fármacos en el crecimiento celular reflejada entre los valores 0 y 1. El valor Ebliss calcula 

la fracción de inhibición que producen los fármacos A y B si sus efectos se suman. 

Cuando se realiza el ensayo se obtiene una curva (EXP) que representa los valores de la 

fracción de inhibición de crecimiento que produce la combinación de los fármacos A y B 

experimentalmente, utilizando unas concentraciones concretas. Cuando el valor de la 

inhibición teórica (BLISS) coincide con el valor de inhibición experimental (EXP) obtenido 

por el efecto de ambos fármacos, se considera que estos fármacos son aditivos, y cada 

uno tiene un efecto farmacológico independiente del otro. Sin embargo, cuando el valor 

de inhibición EXP es superior al valor BLISS, se considera que el efecto que producen 

ambos fármacos es sinérgico. Por el contrario, si el valor EXP es inferior al valor BLISS se 

considera que el efecto de los fármacos es antagónico. 

En nuestro estudio, el análisis de la combinación de fármacos se realizó 

mediante la siembra de las células en placas de 96 pocillos, que tras 24 horas de cultivo 

fueron tratadas durante 72 horas con concentraciones nanomolares de NVP-AUY922 

(fármaco B), y diferentes concentraciones crecientes de los fármacos A: gemcitabina 

(GEM), oxaliplatino (OXA), AZD-6244 (AZD) y NVP-BEZ235 (BEZ). El efecto sobre la 

viabilidad celular producido por cada uno de los fármacos A fue determinado añadiendo 

el fármaco sólo o en combinación con el fármaco B, en diferentes líneas celulares. Los 

datos de la curva BLISS se calcularon utilizando la ecuación mencionada anteriormente 

para cada punto de la curva dosis-respuesta, con los datos de los fármacos obtenidos 

cuando son administrados solos. La fracción de inhibición de crecimiento se calculó 

siempre con respecto al control de cada ensayo (células sin tratamiento). Para 

determinar la inhibición de la viabilidad celular se utilizó la técnica de tinción con cristal 

violeta, del mismo modo que se describe en el apartado anterior.  
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2.4 Ensayos de formación de colonias en agar blando 

El ensayo de formación de colonias en agar blando o "soft agar" habitualmente 

es usado para evaluar si una célula es capaz de crecer y dividirse sin adherirse a ningún 

tipo de superficie. Esta característica es propia de células con capacidad de 

transformación, y es muy frecuente en las células tumorales. Cuando las células crecen 

sobre un lecho de agar, lo hacen de manera agrupada dando lugar a grupos compactos 

de células conocidos como colonias.  

Este ensayo se llevó a cabo en placas de 6 pocillos y se inició con la realización 

de una base o parte inferior compuesta por una solución de agar a 0,6% (Bacto™ Agar, 

Becton, Dickinson and Company), DMEM 2X (preparado a partir de Gibco® DMEM en 

polvo con agua ultrapura Milli-Q® esterilizada) y DMEM rico en glucosa (4,5 g/L) 

(Laboratorios PAA®) suplementado con 20% de SBF (Laboratorios PAA®), en una 

proporción 1:1:2. Para la preparación de esta base, la solución de agar debe ser 

previamente calentada a 42°C, y los medios atemperados a 37°C. Una vez calientes, los 

tres componentes se mezclaron mediante suave agitación y se mantuvieron en un baño 

a 42°C. A continuación, 1 mL de esta mezcla se colocó en el fondo de una placa de 6 

pocillos sin que quedaran burbujas. Después, se dejó que los pocillos se enfriaran a 

temperatura ambiente.  

Tras ello, se preparó la parte superior que está compuesta por una solución de 

células y la misma solución que se preparó para la base del pocillo (agar a 0,6%, DMEM 

2X y DMEM rico en glucosa suplementado con 20% de SBF) en una proporción 2:3. A 

continuación, se colocaron 0,8 mL de esta solución por pocillo. Para obtener la solución 

celular, las células fueron previamente tripsinizadas, contadas y diluidas en su medio de 

cultivo para que quedaran dispuestas a una densidad de 10.000 células/pocillo. Para el 

estudio del efecto de un fármaco sobre la formación de colonias, el fármaco en cuestión 

fue adicionado en la parte superior del agar junto con la solución celular a una 

concentración adecuada, y se dejó actuar durante los 14 días que duró el ensayo. 

Pasados 14 días de incubación a 37°C y 5% de CO2, las colonias resultantes 

fueron teñidas con cloruro de iodonitrotetrazolio (INTZ). Para ello, se colocó 1 mL de 
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solución de INTZ (Sigma Aldrich®) a una concentración de 1,5 mg/mL, sobre cada 

pocillo, y las placas se dejaron dentro del incubador durante toda la noche. La reducción 

del INTZ por parte de las colonias origina el compuesto formazán y se tiñen de color 

púrpura (Figura 19). De esta forma las colonias formadas pueden ser fácilmente 

fotografiadas con un escáner de luz visible (Image Scanner III, GE Healthcare Europe 

GmbH) y analizadas con el software Image Quant TL (GE Healthcare Europe GmbH). 

Para el recuento de las colonias formadas, solamente aquellas con un área superior a 

100 µm se tuvieron en cuenta. 

Figura 19: Procedimiento del ensayo en agar blando para determinar la formación de 
colonias y su tinción con INTZ. 

2.5 Ensayos de clonogenicidad 

El ensayo de clonogenicidad es un ensayo in vitro que se utiliza para determinar 

la supervivencia y el crecimiento de las células tumorales cuando son expuestas a un 

agente citotóxico o a un proceso de irradiación, que fue desarrollado por Puck y Markus 

[246]. Este método consiste en determinar la capacidad que tiene una célula individual 

de dividirse y forma una colonia tras un tratamiento. A través de los ensayos de 

clonogenicidad se puede evaluar la capacidad de las células que tienen de recuperarse y 

seguir proliferando tras el tratamiento, o por el contrario, de morir tras la exposición del 

agente suministrado, por lo que es una forma de medir la sensibilidad de las células 

tumorales a un fármaco antitumoral. Aunque estos ensayos tienen ciertas limitaciones, 

como por ejemplo, que no tienen en cuenta las interacciones célula-célula que se 

producen en los tejidos, es un ensayo ampliamente utilizado para evaluar cómo 

responden las células tumorales frente a agentes citotóxicos. 

Para el ensayo de clonogenicidad las células fueron sembradas en placas de 6 

pocillos, por triplicado y a una densidad de 1.000 células por pocillo. Después de la 
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siembra, las células se cultivaron durante 24 horas. Para el experimento se colocaron 

pocillos suficientes para las siguientes condiciones: 

 células control (con disolvente) 

 células tratadas con ES 936 (0,1 µM) 

 células tratadas con 17-AAG (0,5 µM) 

 células tratadas con ES 936 (0,1 µM) + 17-AAG (0,5 µM) 

Transcurridas las 24 horas, las células tratadas sólo con ES 936 o junto con 17-

AAG fueron previamente tratadas con ES 936 durante 30 minutos. Después de la 

exposición de las células al tratamiento con ES 936, todas las células se lavaron con PBS, 

y a cada condición se le añadió medio de cultivo nuevo con su tratamiento 

correspondiente: DMSO (control), ES 936, 17-AAG, o por último, ES 936 junto con 17-

AAG, y todos ellos se dejaron actuar durante 4 horas. Pasado este tiempo, todos los 

fármacos fueron retirados de los pocillos, las células se lavaron de nuevo con PBS, y a 

continuación se les añadió medio de cultivo. Las células se dejaron crecer durante 14 

días en incubación a 37°C y 5% de CO2. Transcurrido este periodo, todos los pocillos 

fueron lavados con PBS, y se midió la viabilidad celular en cada uno de ellos mediante 

tinción con cristal violeta. Las colonias formadas en cada condición fueron fotografiadas 

con un escáner de luz visible (Image Scanner III, GE Healthcare Europe GmbH) y 

analizadas con el software Image Quant TL (GE Healthcare Europe GmbH), y solamente 

aquellas colonias con un área superior a 100 µm se tuvieron en cuenta para el contaje. 

3. Estudios mediante citometría de flujo 

Los estudios de citometría de flujo se efectuaron con la utilización de un 

citómetro de flujo (BD FACSCanto™, Becton, Dickinson and Company) y su software de 

adquisición y análisis de datos BD FACSDiva™ versión 6.1.3 (Becton, Dickinson and 

Company). 

3.1 Análisis de las fases del ciclo celular 

Una de las formas de abordar el estudio de las fases del ciclo celular es 

cuantificar el contenido de ADN de las células, ya que éste varía en función de la fase 

del ciclo en la que se encuentren las células. La técnica empleada está basada en el 
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marcaje del ADN con el agente fluorescente yoduro de propidio. Este compuesto se 

intercala en los ácidos nucleicos de las células, produciendo que las células emitan 

mayor o menor fluorescencia, en función de su contenido de ADN (Figura 20).  

Según esto, las células que se encuentran en la fase G2/M del ciclo celular y, por 

lo tanto, han superado la fase de síntesis y han duplicado su material genético (dotación 

cromosómica tetraploide, 4n), dan lugar a una señal de fluorescencia cuya intensidad 

duplica a la de las células que se encuentran en fase G1 y tienen dotación cromosómica 

diploide (2n). La señal de las células que se encuentran en fase S (síntesis) se encuentra 

comprendida entre las que emiten las células en las fases G1 y G2/M. Por otra parte, las 

células apoptóticas o necróticas presentan fragmentación del ADN, y emiten menor 

fluorescencia que las que tienen el ADN íntegro (fase SubG1).  

Figura 20: Perfil de ciclo celular obtenido mediante marcaje de ADN con yoduro de 
propidio por citometría de flujo. El ensayo se realizó en células cultivadas en condiciones 
normales (izquierda), y en células sometidas a un tratamiento determinado (derecha), 
donde se observa un aumento en el número de células en las fases G2/M y SubG1.  

Para la realización de esta técnica las líneas celulares fueron sembradas a una 

confluencia entre el 50-60% y cultivadas durante 24 horas en frascos de cultivo. Tras 

este tiempo, el medio de cultivo fue retirado y renovado por medio que incluía el 

fármaco a estudiar, o en las células control su disolvente, a una concentración 

constante durante diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas). Durante el tratamiento, las 

células se dejaron crecer a 37°C y 5% de CO2. Tras el periodo de tiempo estipulado, las 

células fueron recogidas mediante tripsinización y se lavaron con PBS atemperado. A 

continuación, se añadió etanol frío al 75% (Panreac Química) sobre las células de forma 



Materiales y Métodos 

 
84 

lenta y con agitación, y se fijaron durante al menos 30 minutos a -20°C. Tras la fijación, 

las células se precipitaron y se volvieron a lavar con PBS, tras lo que se disolvieron en 

una solución compuesta por PBS, 0,5% (v/v) de Tritón X-100 (Sigma Aldrich®) y 25 

µg/mL de ribonucleasa A (ARNasa, SERVA Electrophoresis GmbH). Las células se 

incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en esta solución, con la que se 

consigue permeabilizar la membrana plasmática y la degradación del ARN. Por último, 

se procedió al marcaje fluorescente del ADN añadiendo yoduro de propidio (Sigma 

Aldrich®) en PBS a una concentración final de 0,025 µg/mL, y las células se incubaron en 

esta solución durante 15 minutos en oscuridad, para evitar la pérdida de fluorescencia 

de la solución. Transcurrido este tiempo, las células se analizaron en el citómetro de 

flujo a través de la fluorescencia emitida por el yoduro de propidio, que se detectó con 

el láser que excita a 488 nm (láser azul). 

3.2 Análisis de la fosforilación de la histona H3 

La histonas son proteínas que forman parte importante de los nucleosomas, que 

a su vez son la unidad básica de la cromatina [247]. Una de estas histonas, en concreto 

la histona H3, es fosforilada en los residuos Ser10, Thr11 y Ser28 durante la mitosis, y su 

estado de fosforilación puede ser utilizado para detectar células que se encuentran en 

la fase de mitosis (fase M). 

Para ello, las líneas celulares se prepararon del mismo modo que para el estudio 

del ciclo celular, descrito en el apartado anterior. En este ensayo, tras la fijación con 

etanol frío al 75%, las células fueron lavadas con una solución de PBS y 0,5% de 

albúmina de suero bovino (BSA, Sigma Aldrich®), y a continuación se mezclaron en una 

solución compuesta por PBS y 0,5% (v/v) de Tritón X-100 (Sigma Aldrich®) durante cinco 

minutos en frío. De nuevo, la células fueron lavadas con PBS-0,5% BSA y diluidas en esta 

misma solución a una densidad de 1*106 de células/mL. A continuación, se prepararon 

células para ser incubadas con un isotipo control Alexa Fluor®647 (BioLegend Inc.) 

(control negativo) o con un anticuerpo específico frente a histona H3 fosforilada en el 

residuo Ser28 y marcado con Alexa Fluor®647 (BioLegend Inc.) (células control y 

tratadas), todas ellas a una concentración 5 uL/1*106 de células, durante dos horas, en 

oscuridad y a temperatura ambiente. Trascurrido este tiempo, las células fueron lavadas 
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con PBS-0,5% BSA y se diluyeron en una solución con 25 µg/mL de ribonucleasa A 

(ARNasa, SERVA Electrophoresis GmbH) durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

Por último, se realizó el marcaje fluorescente del ADN añadiendo yoduro de propidio 

(Sigma Aldrich®) en PBS a una concentración final de 0,025 µg/mL, y las células se 

incubaron de nuevo 15 minutos en oscuridad. Tras ello, las células fueron analizadas en 

el citómetro de flujo, y la fluorescencia emitida por Alexa Fluor®647 se detectó 

utilizando el láser que excita a 633 nm (láser rojo), y la emitida por el yoduro de 

propidio se detectó utilizando el láser que excita a 488 nm (láser azul). 

3.3 Sincronización celular 

Para un estudio detallado de cómo afecta un fármaco a la división celular se 

puede realizar un ensayo donde las células comienzan desde un mismo punto del ciclo 

celular y avancen a partir de él. En condiciones de crecimiento normal, cada célula 

presenta una velocidad de crecimiento, pero si se utiliza un compuesto capaz de 

detener reversiblemente a las células en una fase en concreto del ciclo celular, cuando 

se retira este compuesto, todas las células inician el ciclo celular a partir de la misma 

fase. Afidicolina es un fármaco que inhibe la actividad de la ADN polimerasa α [248], 

evitando así que las células comiencen la síntesis de ADN y produciendo que se 

acumulen entre la fase tardía de G1 e inicio de la fase S del ciclo celular [249]. Este 

efecto es reversible y no afecta a la viabilidad celular, y puede ser utilizado para 

sincronizar células en cultivo. 

Para realizar este ensayo, las células fueron sembradas en frascos de cultivo con 

una confluencia entre el 50-60% y se dejaron crecer durante 24 horas en condiciones 

normales. La sincronización del cultivo celular comenzó pasadas las 24 horas con la 

adición de afidicolina a una concentración final de 1 µg/mL, que se dejó actuar bajo las 

mismas condiciones de cultivo durante otras 24 horas más. Trascurrido este tiempo, la 

afidicolina fue retirada y las células fueron lavadas con PBS, para eliminar cualquier 

resto de fármaco. A continuación, las células fueron tratadas con fármaco (NVP-

AUY922) o su disolvente (DMSO) durante diferentes tiempos (4, 8, 16, 24 y 39 horas). 

Transcurrido el tiempo de tratamiento estipulado, las células fueron recogidas para el 

estudio de las fases del ciclo celular de igual modo que se explica en el apartado 3.1. 
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Además, también se recogieron células tras la retirada de afidicolina para comprobar 

que efectivamente se produjo una detención de las células en la fase G1/S (tiempo 0). 

3.4 Análisis de la muerte celular con Anexina V 

Durante la muerte celular se producen cambios en la membrana de las células 

que pueden ser estudiados. Uno de estos cambios consiste en la translocación de una 

proteína de membrana, el fosfolípido fosfatidilserina (FS). En condiciones normales, el 

fosfolípido FS se localiza en la membrana plasmática hacia el espacio intracelular, pero 

durante la apoptosis se transloca desde el espacio intracelular de la célula hacia el 

espacio extracelular, por lo que queda expuesto en la superficie externa de la célula 

[250]. La Anexina V es una proteína de unión a fosfolípidos calcio-dependiente con una 

alta afinidad por FS, por lo que es capaz de unirse a las células que exponen FS al 

espacio extracelular. Además, esta proteína puede conjugarse con fluorocromos y es 

utilizada como un marcador específico de apoptosis [251].  

Con este procedimiento se puede discriminar entre células viables, cuya 

integridad de la membrana está intacta, y células que están sufriendo un proceso 

apoptótico. En este último caso, las células presentan FS en la parte exterior de su 

membrana. Además, con la utilización de un colorante vital, como el 7-Amino-

Actinomicina (7-AAD) junto con Anexina V, se puede distinguir entre células en 

apoptosis temprana y necróticas. El colorante 7-AAD es capaz de penetrar en las células 

que han perdido la integridad de su membrana, llegar al núcleo y unirse al ADN, 

mientras que las células que mantienen su membrana intacta excluyen su entrada. El 

proceso de pérdida de integridad de la membrana y permeabilización de la misma es 

propio de las etapas tardías de la apoptosis y la necrosis celular. Por tanto, el uso de 

Anexina V marcada con isotiocianato de fluoresceína (FITC), y 7-AAD, puede diferenciar 

varios tipos de poblaciones celulares, dependiendo de cómo sea su marcaje (Figura 21).  

Las células viables no presentan translocación de FS ni rotura de la membrana 

plasmática por lo que no se tiñen con ninguno de los dos colorantes (FITC- / 7-AAD-). 

Las células en fases tempranas de la apoptosis presentan translocación de FS, pero aún 

mantienen intacta su membrana, por lo que presentan FS hacia el exterior que se une a 

Anexina V, pero no dejan pasar a 7-AAD (FITC+ / 7-AAD-). Las células en fases tardías de 
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la apoptosis pueden tener alterada la integridad de su membrana y se pueden teñir con 

ambos (FITC+ / 7-AAD+). Por último, las células que directamente tienen su membrana 

dañada se tiñen con 7-AAD (FITC- / 7-AAD+). El único inconveniente de este ensayo es 

que las células necróticas al tener rota la membrana celular también pueden ser teñidas 

con Anexina V, ya que se podría unir a la FS que se encuentra en el interior de la célula. 

Figura 21: Gráfico que muestra la distribución de las células según su marcaje con 
FITC-Anexina V y 7-AAD. La fluorescencia que emite FITC-Anexina V es enfrentada a la 
emitida por 7-AAD y son creados cuatro cuadrantes para cuantificar el porcentaje de 
células que se localiza en cada uno de ellos. 

Para la realización de la técnica las células fueron sembradas previamente en 

frascos de cultivo en condiciones de crecimiento normal con una confluencia entre el 

50-70%, y tras 24 horas de crecimiento, el medio de cultivo fue retirado y reemplazado 

por medio nuevo que contenía el tratamiento (17-AAG o NVP-AUY922) o su disolvente 

(DMSO). Pasado el tiempo de tratamiento, las células fueron tripsinizadas con una 

solución atemperada de PBS y EDTA 2 mM (Sigma Aldrich®) con sumo cuidado, para 

que este proceso no afectara a la estructura de la membrana. A continuación, las 

células se contaron con la utilización de una cámara Neubauer y lavadas con PBS. Una 

vez lavadas, fueron diluidas en la solución “Binding Buffer”, preparada con 0,1 M de 

HEPES (pH 7,4) (Laboratorios PAA®), 1,4 M de NaCl (Sigma Aldrich®) y 25 mM de Ca2Cl 

(Sigma Aldrich®), quedando a una concentración final de 1*106 células/mL. Un volumen 

de 0,1 mL (1*105 células) de esta solución se introdujo en nuevos tubos, a los que no les 
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añadió nada (control negativo) o se les añadieron 5 µL de FITC-Anexina V (Biolegend 

Inc.) y 5 µL de 7-AAD (BD Pharmingen™, Becton, Dickinson and Company) (células 

control y tratadas). La mezcla se agitó suavemente y se incubó durante 15 minutos en 

oscuridad y a temperatura ambiente. Por último, se añadieron 0,4 ml de la solución 

“Binding Buffer” en cada tubo, y las células fueron adquiridas y analizadas en el 

citómetro de flujo. La fluorescencia emitida por FITC-Anexina V y la emitida por 7-AAD 

se detectaron con la utilización del láser azul. 

4. Estudios mediante microscopía 

Para la realización de los estudios mediante microscopía y la toma de imágenes 

se utilizaron dos microscopios, un microscopio invertido modelo Nikon Eclipse Ti-S con 

una cámara Nikon Digital Sight DS-Qi1Mc (Nikon Instruments Inc.) y un microscopio 

confocal Zeiss LSM 510 META (Carl Zeiss AG). Ambos disponían de programas 

especializados para la captura de imágenes: el software NIS-Elements BR 3.2 (64 bit), y 

el software ZEN lite, respectivamente. 

4.1 Ensayos de inmunofluorescencia 

Para estudiar visualmente cambios celulares a través de la microscopía de 

fluorescencia se llevaron a cabo técnicas de inmunotinción, que se describen a 

continuación. Para ello, las células fueron cultivadas sobre cubreobjetos circulares de 12 

mm de diámetro, previamente esterilizados por calor seco, en placas de cultivo de 10 

cm de diámetro en condiciones de crecimiento normal. Una vez que las células se 

adhirieron a los cubreobjetos y alcanzaron una confluencia del 60-70% 

(aproximadamente a las 24 horas), los cubreobjetos se trasladaron, uno a uno con unas 

pinzas estériles, a los pocillos de una placa de cultivo de 24 pocillos. En los pocillos, las 

células fueron tratadas durante 24 horas con el fármaco a estudiar (17-AAG o NVP-

AUY922) o su disolvente (DMSO). Trascurridas las 24 horas de tratamiento, el medio fue 

retirado de los pocillos y las células fueron lavadas con PBS. A continuación, las células 

fueron fijadas con formaldehído al 4% (AppliChem GmbH) en PBS durante 10 minutos y 

lavadas nuevamente con PBS. Una vez fijadas, las células fueron permeabilizadas con 

una solución de Tritón X-100 (Sigma Aldrich®) al 0,3% (v/v) en PBS durante 15 minutos, 

y seguidamente se realizó una incubación con una solución de bloqueo, compuesta por 
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PBS junto con 0,3% de BSA, 10% de SBF, 5% de leche en polvo desnatada y 0,1% de 

Tritón X-100, durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

Tras el bloqueo, las células fueron incubadas con un anticuerpo primario (fosfo-

histona H3 (Ser10) y α-tubulina, Tabla 11), para lo que se preparó previamente una 

placa Petri de 10 cm de diámetro con papel de filtro mojado en el fondo, para conseguir 

una atmósfera húmeda. Sobre el papel de filtro mojado, se colocó un trozo de parafilm 

transparente del mismo tamaño y bien liso, en el que se colocaron unas gotas del 

anticuerpo diluido en la solución de bloqueo. A continuación, los cubres con las células 

se dispusieron encima de las gotas de forma que las células estaban en contacto con el 

anticuerpo, y se dejaron incubar durante una hora a temperatura ambiente. 

Transcurrido este tiempo, todos los cubres fueron lavados, al menos tres veces, uno a 

uno introduciéndolos en una solución de PBS y 0,1% (v/v) de Tritón X-100, y de nuevo 

fueron colocados en otra placa Petri preparada de la misma forma que la anterior, pero 

con gotas que contenían los fluorocromos que pueden unirse a los anticuerpos 

primarios (Alexa Fluor®488, Alexa Fluor®568) y un marcador de la cromatina (Hoechst 

33342) (Tabla 11). Tras su colocación, las células se dejaron incubar durante 30 minutos 

a temperatura ambiente y en oscuridad. Por último, los cubres fueron lavados tres 

veces con una solución de PBS y 0,1% Tritón X-100, y un último lavado con agua 

destilada. 

Anticuerpo/Fluorocromo Dilución      [  ] Laboratorio 

    fosfo-histona H3 (Ser 10) (conejo) 
 

1:500 200 µg/mL Santa Cruz Biotech., Inc 

α-tubulina (ratón) 1:500 200 µg/mL Santa Cruz Biotech., Inc 

Alexa Fluor® 488 anti-ratón 1:400 2 mg/mL Molecular  Probes® 

Alexa Fluor® 568 anti-conejo 1:400 2 mg/mL Molecular  Probes® 

Hoechst 33342 1:1000 10 mg/mL Molecular  Probes® 

    

Tabla 11: Nombre y diluciones de los anticuerpos y fluorocromos empleados para 
ensayos de inmunotinción. 

Para finalizar el procedimiento los cubres fueron montados en portaobjetos con 

la utilización de medio de montaje (5 μL) específico para preparaciones teñidas con 

fluorocromos (Fluorescence Mounting Medium, Dako Denmark A/S). Tras el montaje, 

los portaobjetos se dejaron secar durante unos 5–10 minutos, tras lo que fueron 
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guardados a 4°C y protegidos de la luz, hasta que fueron examinados mediante el 

microscopio confocal, utilizando un objetivo 60X. 

4.2 Estudio del estado de la cromatina 

La condensación y la fragmentación de la cromatina son procesos asociados a la 

apoptosis. Por tanto, la visualización del estado de la cromatina mediante microscopía 

de fluorescencia, representa un método de estudio de los procesos apoptóticos. Para la 

realización de este ensayo se empleó el fluorocromo Hoechst 33342 (Molecular 

Probes®), capaz de marcar la cromatina introduciéndose en las células sin necesidad de 

permeabilización. De esto modo, permite la distinción de núcleos con condensación y/o 

fragmentación de cromatina de aquellos donde la cromatina se encuentra íntegra.  

Para llevar a cabo esta técnica, las células fueron sembradas en placas de 6 

pocillos a una confluencia del 50%, y se cultivaron durante 24 horas. Tras este tiempo, 

las células fueron tratadas con el fármaco a estudiar (17-AAG o NVP-AUY922) o con su 

disolvente (DMSO) durante 24 horas. Al finalizar el tratamiento, las células se lavaron 

con PBS y se fijaron con metanol frío durante al menos una hora a -20°C. Tras la fijación, 

se retiró el metanol y de nuevo las células fueron lavadas con PBS. A continuación, se 

realizó el marcaje de la cromatina incubando las células durante 15 minutos con el 

fluorocromo Hoechst 33342 diluido en PBS, a una concentración de 3 µg/mL, a 

temperatura ambiente y en oscuridad. Tras la incubación, las células fueron lavadas 

nuevamente con PBS y se observaron y fotografiaron en el microscopio de fluorescencia 

invertido, utilizando un objetivo 20X. 

5. Estudio de los niveles de expresión de proteínas 

5.1 Extractos de proteínas 

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 10 cm de diámetro con una 

confluencia entre el 50-70%, y se dejaron crecer durante 24 horas en condiciones 

normales. Pasado este tiempo, el medio de cultivo fue retirado y reemplazado por 

medio de cultivo nuevo y el tratamiento correspondiente para cada condición (fármaco 

o disolvente). Tras el tiempo de tratamiento, las células fueron lavadas con tampón PBS, 

recogidas con la utilización de raspadores, y precipitadas por centrifugación a 4°C. Tras 

esto, se procedió a la lisis de las células para lo que se eliminó el sobrenadante y se 
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suspendieron los precipitados celulares en tampón de lisis (1% NP-40, 150 mM NaCl, 5 

mM EDTA, 50 mM NaF, 30 mM Na4P2O7, 1 mM Na3VO4, 50 mM Tris-HCl a pH 7,4, todos 

los productos son de Sigma Aldrich®), a una proporción entre 50-100 µL dependiendo 

del tamaño del pellet obtenido. Además, a cada pellet se le añadió una mezcla de 

inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma Aldrich®) en una 

concentración de 100 µL/mL, y se mantuvieron en hielo durante 30 minutos para que se 

produjera la lisis. Finalizado este tiempo, el lisado se centrifugó durante 15 minutos a 

4°C y a velocidad máxima (16000 x g) en una microcentrífuga, para precipitar el material 

no solubilizado. Los sobrenadantes de la centrifugación constituyeron los extractos de 

proteínas y fueron guardados a -20°C hasta su utilización. 

5.2 Ensayo Bradford 

Para determinar la concentración de proteína de los extractos de proteínas 

obtenidos se utilizó un reactivo comercial (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, 

Inc) basado en el método colorimétrico Bradford [252]. En resumen, este ensayo 

consiste en la determinación de la concentración de proteínas en solución cuando se 

encuentran unidas a un colorante, el azul brillante de Coomasie® G-250, mediante la 

determinación de la variabilidad de la absorbancia visible. El colorante presenta un 

color rojizo (forma catiónica), pero al contacto con las proteínas pierde protones y 

adquiere una coloración azul (forma aniónica), cuyo máximo de absorbancia cambia de 

465 nm a 595 nm. Por tanto, al medir la absorbancia a 595 nm se puede cuantificar la 

concentración de proteína, que según la ley de Lambert-Beer es directamente 

proporcional a la medida de absorbancia. 

Antes de determinar la concentración de proteína en los extractos obtenidos, se 

preparó una recta de calibrado (concentración de proteína versus absorbancia) con una 

proteína estándar (albúmina de suero bovino (BSA), Sigma Aldrich®) y diluida en un 

rango de concentraciones entre 0,2-1 mg/mL. A continuación, se pipetearon 10 µL de 

cada una de las diluciones de la proteína estándar y 10 µL de los extractos obtenidos en 

una placa de 96 pocillos por duplicado. A cada uno de los pocillos se le añadieron 200 

µL de colorante diluido (1/5) y se agitó la placa. Pasados 5 minutos de incubación a 

temperatura ambiente, la absorbancia fue leída en un espectrofotómetro de placas 
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(Infinite® M200 PRO NanoQuant, Grupo Tecan) a una longitud de onda de 595 nm. Por 

último, se interpoló la absorbancia de las muestras en la recta de calibrado para 

obtener su concentración proteica. 

5.3 Análisis de proteínas mediante Western Blot 

Para la separación de las proteínas se utilizó la técnica de electroforesis en geles 

de poliacrilamida, en condiciones desnaturalizantes con dodecilsulfato sódico (SDS) o 

SDS-PAGE (siglas de Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) en 

un sistema Mini-PROTEAN® Tetra System (Bio-Rad Laboratories, Inc). 

5.3.1 Preparación de las muestras para electroforesis 

De cada muestra de extracto proteico, en función de la concentración 

determinada en el ensayo Bradford, se tomó el volumen correspondiente a 80 µg de 

proteína y se le añadió una quinta parte de tampón de carga compuesto por: 312,5 mM 

Tris pH 6,8, 10% SDS, 50% glicerol, 0,5% (p/v) azul de bromofenol y 5% β-

mercaptoetanol (todos los productos son de Sigma Aldrich®), y se igualó el volumen de 

las muestras con tampón de lisis. El detergente SDS es un agente tensioactivo aniónico 

gracias al cual las proteínas son desnaturalizadas, es decir, pierden su estructura 

tridimensional. El β-mercaptoetanol también contribuye a la desnaturalización de las 

proteínas por ser un compuesto reductor capaz de romper los puentes disulfuro que 

pueda contener una proteína en su estructura terciaria y cuaternaria. Una vez 

preparadas, las muestras fueron incubadas durante 5 minutos a 95°C para la completa 

desnaturalización de las proteínas. 

5.3.2 Electroforesis 

Para la separación de las proteínas por tamaño se utilizó la técnica SDS-PAGE. 

Esta técnica usa el detergente SDS, porque como se ha explicado, es capaz de causar la 

desnaturalización de una proteína, pero también porque confiere a las proteínas una 

carga negativa proporcional a la longitud de la cadena polipéptidica, lo que hace que la 

relación carga/masa de una proteína sea bastante uniforme y que la distancia de 

migración en un gel se produzca únicamente en función de su tamaño. Para llevar a 

cabo esta técnica se utilizaron geles de poliacrilamida de 10 calles y 1,5 mm de grosor 

compuestos por dos fases: una porción superior concentradora, de baja concentración 



Materiales y Métodos 

 
93 

de poliacrilamida (4,5%), y una porción inferior separadora (Tabla 12). En la primera 

fase se produce la concentración de proteínas en un mismo punto para que entren al 

mismo tiempo en el gel, y en la segunda fase se desarrolla la separación de las proteínas 

por tamaño. El porcentaje de acrilamida de esta última fase varía en función del peso 

molecular de la proteína a analizar.  

Composición P. concentradora P. separadora Laboratorio 

    
Acrilamida/ 
bisacrilamida 30% 
 

          4,5%       variable 
ProtoGel®, National  

Diagnostics 

H2O           60,2%        variable Milli-Q®, Millipore Corp. 

Tris-HCl pH 8,8 ------       255 mM Sigma Aldrich® 

Tris-HCl pH 6,8 123 mM          ------ Sigma Aldrich® 

SDS 10% 1%           1% Sigma Aldrich® 

PSA 0,07%         0,07% Sigma Aldrich® 

TEMED 0,07%         0,07% Sigma Aldrich® 

    Tabla 12: Componentes de los geles de electroforesis y concentraciones de los 
mismos. Los agentes polimerizantes del gel empleados fueron persulfato amónico (PSA) y 
N,N,N,N-tetrametiletileno diamina (TEMED). 

Para identificar la proteína de interés según su peso molecular, se cargaron en el 

gel como referencia 5-10 µl de marcadores estándares de peso molecular teñidos con 

azul de bromofenol (Precision Plus Protein Standards, Bio-Rad Laboratories, Inc), que 

abarcan un rango de pesos moleculares entre 10 y 250 kDa. 

La electroforesis se desarrolló colocando las muestras en los geles dentro de la 

cubeta del sistema de electroforesis y sumergidos en el tampón de electroforesis 

compuesto por: 20 mM de Tris, 200 mM de glicina y SDS 0,1% (p/v) a un pH 8,3, y 

aplicando un voltaje constante, de bajo voltaje (80 V) para el gel concentrador y de alto 

voltaje (150 V) para el separador. 

5.3.3 Transferencia a membrana 

Después de finalizar la electroforesis, las proteínas ya separadas por su peso 

molecular fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories, 

Inc) o de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Immobilon®-P, Millipore Corp.) por ser un 

medio más estable y rígido que el gel, y por presentar una alta capacidad de retención 
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de proteínas. Previamente, las membranas de PVDF fueron humedecidas con metanol y 

lavadas con agua destilada durante 5 minutos y a continuación sumergidas en el 

tampón de transferencia, al menos durante 10 minutos. Una vez preparadas las 

membranas, se llevó a cabo el montaje de lo que se conoce como “sándwich”, en el que 

el gel de la electroforesis entra en contacto directo con la membrana de nitrocelulosa o 

PVDF, y a cada lado se le colocan varios papeles absorbentes Whatman® (GE Healthcare 

Europe GmbH) y una almohadilla (Figura 22).  

 

 

 

 

Figura 22: Sándwich de transferencia. Para formar un sándwich se coloca el gel, la 
membrana de nitrocelulosa o PVDF, papeles absorbentes y almohadillas, tal y como 
representa en la figura. Al aplicar un campo eléctrico perpendicular al gel, las proteínas 
migran desde el gel (cerca del polo negativo) hacia la membrana (cerca del polo positivo) 
y quedan inmovilizadas en la membrana.  

Todo el sándwich se coloca de nuevo en la cubeta del sistema de electroforesis, 

sumergido en un tampón de transferencia compuesto por: 25 mM de Tris, 192 mM de 

glicina y 20% de metanol. El proceso de transferencia se realizó a 4°C durante dos horas 

a un voltaje constante de 100 V, para los geles con un porcentaje de acrilamida inferior 

al 10%, o 110 V, para los geles con un porcentaje de acrilamida igual o superior al 10%. 

5.3.4 Bloqueo de la membrana 

Después de la transferencia, las membranas de nitrocelulosa o PVDF fueron 

incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente en una solución bloqueadora 

compuesta por tampón TBS (137 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7,6), 0,05% de Tween®20 

(Sigma Aldrich®), y un 5% de leche en polvo desnatada o BSA. Las proteínas de la 

solución bloqueadora se unen inespecíficamente a todas las porciones de membrana 

que no han interaccionado con proteínas (procedentes del gel tras la transferencia) y así 
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se puede prevenir en gran parte la posible unión inespecífica de los anticuerpos que se 

utilizan posteriormente. 

5.3.5 Incubación con anticuerpos primarios 

El siguiente paso consistió en la incubación de las membranas ya bloqueadas con 

los diferentes anticuerpos primarios en agitación continua a 4°C durante toda la noche, 

para permitir que los anticuerpos se unan a las proteínas de interés. Los anticuerpos 

empleados fueron preparados en una solución TBS-T (tampón TBS con 0,05% de 

Tween®20) con leche en polvo desnatada (2%) o BSA (1%), y fueron utilizados según las 

recomendaciones de sus hojas técnicas (Tabla 13). 

Anticuerpo     Naturaleza    Dilución    Peso m. Referencia/ Marca 

     
HSP 90 α/β                       monoclonal    1:2000 90 kDa sc-13119/Santa Cruz Biotechnology® 

HSP 70                       monoclonal       1:2000 70 kDa sc-373867/Santa Cruz Biotechnology® 

EGFR    policlonal    1:1000 170 kDa sc-03/Santa Cruz Biotechnology® 

HER2    policlonal 1:250 185 kDa sc-284/Santa Cruz Biotechnology® 

HER3    policlonal 1:250 180 kDa sc-285/Santa Cruz Biotechnology® 

HER4    policlonal  1:1000 180 kDa sc-283/Santa Cruz Biotechnology® 

Akt (pan)    monoclonal 1:100 60 kDa 4691/ Cell Signaling Technology® 

Erk 1/2    policlonal 1:500 42, 44 kDa 9102/ Cell Signaling Technology® 

fosfo-Erk 1/2    policlonal 1:500 42, 44 kDa 9101/ Cell Signaling Technology® 

RPS6    policlonal 1:500 32 kDa 2217/ Cell Signaling Technology® 

fosfo-RPS6    policlonal 1:1000 32 kDa 2211/ Cell Signaling Technology® 

Ciclina B1    policlonal 1:500 60 kDa sc-594/Santa Cruz Biotechnology® 

Cdc2    policlonal 1:500 34 kDa sc-53/Santa Cruz Biotechnology® 

fosfo-Cdc2  
(tyr15) 

   policlonal 1:1000  34 k Da  PA1-4617/ Pierce Biotechnology® 

Mdr-1    monoclonal 1:250 170 kDa sc-13131/Santa Cruz Biotechnology® 

MRP1    policlonal 1:500 190 kDa sc-13960/Santa Cruz Biotechnology® 

BCRP1    policlonal 1:500 72 kDa sc-25822/Santa Cruz Biotechnology® 

NQO1    monoclonal 1:500 31 kDa sc-271116/Santa Cruz Biotechnology® 

β-actina    policlonal 1:1000 42 kDa A 2066/ Sigma Aldrich® 

     

Tabla 13: Anticuerpos primarios utilizados para Western Blot. 

5.3.6 Incubación con anticuerpos secundarios 

Tras la incubación con los anticuerpos primarios, las membranas fueron 

sometidas a tres lavados de 10 minutos con suave agitación en una solución de TBS-T 
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para eliminar los posibles restos de anticuerpo primario. Posteriormente, se incubaron 

durante una hora, en agitación orbital y a temperatura ambiente, con el anticuerpo 

secundario que está conjugando con la enzima de peroxidasa de rábano (HRP). Durante 

este tiempo, el anticuerpo secundario es capaz de unirse al anticuerpo primario 

previamente incubado. Los anticuerpos secundarios empleados (conejo-αHRP o ratón-

αHRP, GE Healthcare Europe GmbH) fueron preparados en solución TBS-T con leche 

desnatada en polvo (1%) o BSA (1%), de acuerdo a la preparación del anticuerpo 

primario, en una dilución final 1:5.000. Por último, las membranas de nuevo fueron 

lavadas dos veces con TBS-T y una vez con TBS, durante 10 minutos cada uno de los 

lavados. 

5.3.7 Inmunodetección 

Para la inmunodetección de las proteínas se utilizó la señal de 

quimioluminiscencia o de quimiofluorescencia que es capaz de desencadenar la enzima 

HRP, que se encuentra conjugada a los anticuerpos secundarios unidos a la membrana. 

Esta enzima cataliza la reacción de oxidación del reactivo luminol, que en condiciones 

alcalinas y tras su oxidación produce una sustancia que emite una intensa luz, que 

puede ser detectada por sistemas de imagen. Para llevar a cabo esta reacción, las 

membranas fueron incubadas con sustratos reveladores que contienen luminol, y 

diferentes sistemas de captura de imágenes. Las membranas de nitrocelulosa fueron 

reveladas con el líquido revelador Pierce™ ECL 2 Western Blotting Substrate (Thermo 

Fisher Scientific Inc.) y la señal quimioluminiscente fue capturada en películas 

fotográficas (Hyperfilm ECL, GE Healthcare Europe GmbH). En las membranas de PVDF 

se utilizó este mismo líquido revelador, y se detectó la señal quimiofluorescente que 

también emite en un sistema de escaneado láser (Typhoon 9410, GE Healthcare Europe 

GmbH). Por otro lado, en algunos casos donde se requería una detección más sensible, 

las membranas de PVDF fueron incubadas con SuperSignal™ West Dura 

Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific Inc.) y la señal 

quimioluminiscente emitida fue capturada en una cámara-CCD (ChemiDoc™ XRS, Bio-

Rad Laboratories, Inc).  
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5.3.8 Reutilización de la membrana 

En ocasiones, una misma membrana fue utilizada para detectar diferentes 

proteínas, de igual o distinto peso molecular, de los mismos extractos proteicos. Para 

ello, las membranas fueron tratadas para eliminar los anticuerpos con los que 

previamente habían sido incubadas con una solución reductora, y después fueron 

lavadas, bloqueadas e incubadas con los nuevos anticuerpos frente a las proteínas de 

interés (este proceso en inglés se conoce como “stripping”). 

El proceso consistió en el lavado de las membranas dos veces con solución TBS-T 

durante 5 minutos e incubadas con el tampón reductor compuesto por 100 mM de β-

mercaptoetanol, 2% de SDS y 62,5 mM de Tris a pH 6,8 durante 30 minutos a 50°C en 

una estufa de secado para eliminar los anticuerpos que se encontraban unidos a la 

membrana. Las membranas de PVDF fueron previamente incubadas con acetonitrilo 

(Panreac Química) durante 10 minutos en agitación suave para una mejor eliminación 

de los anticuerpos. Por último, las membranas fueron lavadas tres veces durante 5 

minutos con TBS-T. Con este proceso se rompe la unión de los anticuerpos con sus 

antígenos, y las membranas quedan preparadas para ser utilizadas nuevamente. 

6. Estudio del estado de fosforilación de proteínas 

Para analizar el estado de fosforilación de proteínas de interés para nuestro 

estudio (Tabla 14), se empleó un sistema de detección comercial llamado Human 

Phospho-MAPK Array Kit (ARY002B, Proteome ProfilerTM, R & D Systems), que puede 

detectar los niveles relativos de fosforilación de varias quinasas diferentes, entre las que 

encontramos proteínas intracelulares implicadas en el desarrollo y la proliferación 

celular. 

El sistema se basa en un inmunoensayo que está compuesto por una membrana 

de nitrocelulosa que contiene inmovilizados los anticuerpos (por duplicado), y sobre 

ellos se incuban los extractos de proteínas procedentes de las células (antígenos) con 

una mezcla de anticuerpos específicos conjugados con biotina. De esta forma el 

antígeno queda capturado entre dos anticuerpos, formando un "sándwich" (Figura 23). 

La detección de la señal de cada punto de captura se realiza aportando estreptavidina, 
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que tiene una alta afinidad por la biotina, y que además está conjugada a la enzima 

HRP, para que utilizando reactivos reveladores se pueda detectar la señal que emite. 

Proteína Diana 
Nomenclatura 

alternativa 
Fosforilación del sitio de 

detección 

  
Akt 1 PKBα, RACα Ser473 

Akt 2 PKBβ, RACβ Ser474  

Akt 3 PKBγ, RACγ Ser472 

Akt pan ---------- Ser473, Ser474, Ser472 

p70 S6 quinasa S6K1, p70α, RPS6KB1 Thr421/Ser424 

Erk 1 MAPK3, p44 MAPK Thr202/Tyr204 

Erk 2 MAPK1, p42 MAPK Thr185/Tyr187 

RSK1 MAPKAPK1α, RPS6KA1 Ser380 

   

Tabla 14: Nombre y sitio de fosforilación de las proteínas estudiadas y detectadas en 
la membrana del kit Human Phospho-MAPK Array. Leyenda: Ser (serina), Thr (treonina), 
Tyr (tirosina). 

Figura 23: Esquema ilustrativo del kit Human Phospho-MAPK Array. Una proteína 
específica forma un "sándwich" que permite detectar su presencia en un extracto celular. 

Previamente a la utilización del kit, las células fueron sembradas en placas de 

cultivo de 10 cm de diámetro con una confluencia entre el 50-70%, y se dejaron crecer 

durante 24 horas en condiciones normales. Pasado este tiempo las células fueron 

tratadas con fármaco (17-AAG o NVP-AUY922) o su disolvente (DMSO) durante 24 

horas, tras lo cual se procedió a la extracción de proteínas y la determinación de la 

concentración de proteína usando el método de Bradford, como se ha explicado en el 

apartado 5.2. 
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Una vez obtenidos los extractos celulares, se desarrolló el ensayo siguiendo las 

instrucciones descritas por la casa comercial que a continuación pasamos a describir de 

forma resumida. Para comenzar, las membranas del kit fueron bloqueadas con un 

tampón de bloqueo (Array buffer 5) durante 1 hora en agitación. Durante este tiempo, 

300 µg de proteína de cada muestra fueron ajustados a un volumen final de 1,5 mL con 

tampón diluyente (Array buffer 1) e incubados con 20 µL de una mezcla de anticuerpos 

biotinados (Detection Antibody Cocktail) durante una hora a temperatura ambiente. A 

continuación, cada muestra preparada fue añadida a una membrana e incubada 

durante toda la noche a 4°C en agitación. Pasado este tiempo, las membranas fueron 

lavadas tres veces con un tampón de lavado (Wash buffer) durante 10 min e incubadas 

durante 30 min con estreptavidina-HRP. Por último, las membranas se volvieron a lavar 

de igual modo. Para la detección de las proteínas, se usó el líquido revelador Pierce™ 

ECL 2 Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific Inc.) y la señal 

quimiofluorescente que emite fue detectada en un sistema de escaneado láser 

(Typhoon 9410, GE Healthcare Europe GmbH). 

7. Estudio de la actividad enzimática 

Para el estudio de la actividad enzimática se realizaron ensayos mediante 

espectrofotometría, en los que se cuantificó la actividad de la enzima NQO1 en 

extractos celulares midiendo la velocidad de reducción del reactivo 2,6-dicloroindofenol 

(DCPIP). El DCPIP es un compuesto químico que en su forma oxidada tiene una 

coloración azul cuya máxima absorción es de 600 nm, mientras que en su forma 

reducida es incoloro, por lo que es habitualmente usado como colorante en reacciones 

redox. La enzima NQO1 es una flavoproteína capaz de transferir dos electrones en 

presencia de piridín-nucleótidos reducidos (NADH o NADPH) y flavín-nucleótidos (FAD) a 

un aceptor de electrones. En este ensayo, el compuesto DCPIP es el aceptor de 

electrones de la reacción, cuyo coeficiente de extinción es igual a 2,1*104 M-1 cm-1 

(Figura 24).  

Teniendo en cuenta la concentración del producto desaparecido con respecto al 

tiempo, se cuantificó la actividad enzimática de NQO1. Esta metodología se realizó en 

base al procedimiento desarrollado por Ernster [190], y modificado posteriormente por 

Benson [253]. Para descartar cualquier actividad producida por otras quinonas 
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reductasas que se encuentren en el extracto celular, todos los ensayos se realizaron por 

duplicado y en paralelo, uno en presencia de dicumarol (3,3'-metilen-bis (4-hidroxi-2-

coumarin)) y otro en ausencia de dicumarol. El dicumarol es un inhibidor selectivo de 

NQO1 [254]. Por tanto, la actividad específica de NQO1 de los extractos celulares fue 

calculada usando la diferencia entre velocidad de reducción de DCPIP en 

presencia/ausencia de dicumarol. 

Figura 24: Reducción del compuesto DCPIP. Se midió la desaparición del color azul de 
la forma oxidada de DCPIP por acción de la enzima NQO1 durante 2 minutos. 

Además, también se determinó de la actividad de NQO1 en los extractos 

celulares después del tratamiento de las células en cultivo con un fármaco inhibidor 

específico de NQO1 llamado ES 936 (5-metoxi-1,2-dimetil-3-[(nitrofenoxi) metil]-1H-

indol-4,7-diona), para determinar si efectivamente este compuesto era capaz de 

producir la inhibición de la actividad de NQO1 en las células. Este compuesto utiliza un 

mecanismo de inactivación "suicida", que consiste en unirse de forma irreversible a una 

enzima inhibiendo por completo su acción. ES 936 se une al sitio activo de NQO1 y 

forma un complejo irreversible inhibidor-enzima a través de una unión covalente [255]. 

ES 936 es capaz de inhibir el 95% de la actividad de NQO1 de varias líneas celulares 

tumorales a una concentración de 0,1 µM y en un tiempo de exposición de 30 min 

[256].  

Para realizar este ensayo las células se cultivaron durante 72 horas, para que 

alcanzaran una confluencia de entre el 80-90%, en placas de cultivo de 10 cm. Para cada 

línea celular se colocó una placa control y una tratada previamente con ES 936 0,1 µM 

durante 30 min. Al finalizar el tratamiento con ES 936, las células de ambas condiciones 

fueron lavadas dos veces empleando PBS, y raspadas con una solución que contenía 25 

mM de Tris-HCl pH 7,4, 250 mM de sucrosa y 5µM de FAD en hielo (todo los productos 
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de Sigma Aldrich®). A continuación, a cada solución celular se le añadieron 10 µL de una 

mezcla de inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma Aldrich®), y 

fueron sonicadas durante tres periodos de 5 segundos en hielo. Tras el proceso de 

sonicación, las soluciones celulares fueron centrifugadas a velocidad máxima (16000 x 

g) durante 30 min en una microcentrífuga, y los sobrenadantes fueron recogidos. La 

concentración proteica de los extractos sonicados fue determinada mediante el ensayo 

Bradford, como ya ha sido descrito, y se decidió tomar 10 µg de proteína de cada 

condición para medir la actividad de NQO1. Para ello, los 10 µg de proteína fueron 

diluidos en una solución que contenía 25 mM de Tris-HCl a pH 7,4, 0,7 mg/ml de BSA y 

200 µM de NADH (Sigma Aldrich®) hasta un total de 1 mL. En este punto, se prepararon 

dos tipos de muestras, una en presencia de 20 µM de dicumarol y otra en ausencia de 

este compuesto (Tabla 15). Por último, se realizó la medición de la actividad de NQO1 

en placas de 24 pocillos en un espectrofotómetro de placas (Infinite® M200 PRO 

NanoQuant, Grupo Tecan) a una longitud de onda de 600 nm y a temperatura ambiente 

(27°C). Antes de realizar la lectura de cada pocillo, se procedió a la adición de 40 µM de 

DCPIP y se midió la absorbancia durante 2 min. Utilizando la ley de Lambert-Beer se 

calculó la concentración de desaparición de DCPIP en intervalos de tiempo de 

aproximadamente de 6 segundos, y así se calculó la actividad específica de esta enzima. 

Vol. pocillo control Reactivo Vol. pocillo con dicumarol  

     
100 µL Tris-HCl pH 7,4 100 µL  

206 µL BSA 206 µL  

10 µL NADH 10 µL  

10 µL DCPIP 10 µL  

----- Dicumarol 5 µL  

674 µL - vol. lisado H2O 669 µL - vol. lisado  

Variable (para 10 µg) Lisado cel. Variable (para 10 µg)  

    Tabla 15: Volumen de los reactivos empleados en el ensayo de actividad enzimática. 
Para todos los pocillos el volumen final fue de 1 mL. La altura de la columna de líquido en 
todos los pocillos fue de 0,5 cm. 
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8. Ensayos de silenciamiento de genes mediante ARN de 

interferencia 

El silenciamiento de genes a través pequeñas moléculas de ARN de doble 

cadena conocidas como ARN de interferencia (ARNi) es una herramienta ampliamente 

utilizada para regular de manera artificial genes de nuestro interés. Este proceso de 

silenciamiento genético se encuentra en multitud de organismos, incluidas las células 

eucariotas, aunque aún no se conoce en profundidad por qué los organismos 

mantienen este mecanismo, aunque se le atribuyen funciones como ser un mecanismo 

antiviral y participar en la expresión genética durante el desarrollo embrionario [257]. 

Estos ARNi, de 21-25 nucleótidos, proceden de ARN de doble cadena (dsRNA) que son 

procesados por varias enzimas de la familia RNAsa tipo III hasta que finalmente se unen 

a su ARN mensajero (ARNm) complementario y lo degradan. Esta degradación 

interrumpe la información que se transmite a través de los ARNm desde el ADN hasta la 

maquinaria de síntesis de proteínas. Al eliminar la síntesis de una proteína específica se 

puede estudiar como este fenómeno afecta a la célula. 

Para realizar este ensayo se utilizó un ARNi sintetizado químicamente e 

introducido en las células a través de la transfección. La transfección es una técnica que 

se usa para introducir material genético al interior de una célula, y para llevarla a cabo 

uno de los mecanismos más utilizados es la lipofección. La lipofección se sirve de lípidos 

catiónicos sintéticos, que son capaces de formar espontáneamente vesículas con ácidos 

nucleicos en su interior, y de interaccionar con la membrana celular. En nuestro caso, se 

utilizó como lípido la lipofectamina y las condiciones del ensayo fueron optimizadas 

para obtener una buena eficiencia de transfección con una confluencia celular 

aceptable (entre 70-80%). 

Para el estudio del silenciamiento de NQO1 las células fueron transfectadas con 

el ARNi contra el ARNm de NQO1 (ARNi NQO1) (Figura 25), o con una secuencia 

inespecífica (“scrambled”) que no degrada ningún ARNm celular conocido, y que sirvió 

de control de la transfección. Este ensayo de interferencia es transitorio, porque la 

expresión del gen es silenciada temporalmente. 
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                       5'-GUCUUAGAACCUCAACUGATT-3'   

                   3'-TTCAGAAUCUUGGAGUUGACU-5'                             

Figura 25: Secuencia del ARNi de NQO1 (Silencer® Select Validado siRNA, Ambion®) 
utilizado en los ensayos de silenciamiento. 

Las células fueron sembradas paralelamente en placas de 96 pocillos y de 6 

pocillos a una confluencia entre el 30-50%. Esta siembra se realizó con medio de cultivo 

suplementado con 10% de SBF, previamente inactivado, y sin antibióticos, y las células 

se dejaron crecer durante 24 horas. Para la transfección, se utilizó una solución que 

contenía como vehículo de transfección lipofectamina (LipofectamineTM RNAiMAX, 

InvitrogenTM), que se usó a una concentración final de 2,5 µL/mL, y ARNi de NQO1 

(Figura 25) o ARNi inespecífico (“scrambled”) (siRNA-A, Santa Cruz Biotechnologies, 

Inc.), ambos a una concentración final de 6,25 pmoles/mL. Todos ellos fueron diluidos 

previamente en medio de cultivo Opti-MEM® Reduced Serum (Gibco®) e incubados 

durante 5 min a temperatura ambiente por separado. A continuación, la lipofectamina y 

el ARNi fueron mezclados e incubados durante 20 min a temperatura ambiente. Esta 

mezcla fue añadida gota a gota y con agitación al cultivo celular. La transfección se 

realizó durante 24 horas a 37°C en un incubador con 5% de CO2 y finalizó retirando todo 

el medio de cada pocillo, tras lo cual las células fueron cultivadas con medio de cultivo 

DMEM rico en glucosa (4,5 g/L) (Laboratorios PAA®). A continuación, las células fueron 

tratadas con el fármaco (17-AAG) o con el disolvente adecuado (DMSO). Transcurridas 

72 horas de tratamiento, se llevaron a cabo los ensayos de citotoxicidad en las placas de 

96 pocillos por sextuplicado mediante tinción con cristal violeta, y el análisis de niveles 

de proteínas mediante Western blot y los ensayos de actividad enzimática se realizaron 

con las células sembradas en las placas de 6 pocillos. Para todos los experimentos se 

dispusieron cuatro condiciones: 

 células sin transfectar 

 células con ARNi inespecífico o secuencia "scrambled" (ARN S) 

 células con ARNi NQO1 +  disolvente (DMSO) 

 células con ARNi NQO1 +  fármaco (17-AAG 0,5 µM) 
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9. Análisis estadísticos 

Los experimentos se realizaron al menos tres ocasiones (n ≥ 3) y los datos se 

presentan como la media ± error estándar de la media (SEM). Las diferencias 

estadísticamente significativas se estimaron a partir de p: * p < 0,05, ** p < 0,01 y *** p 

< 0,001. Las diferencias se evaluaron mediante la prueba no paramétrica de Mann-

Whitney de dos colas. También se utilizó el test no paramétrico de Spearman para 

calcular la correlación entre la actividad de la enzima de NQO1 y la sensibilidad a los 

fármacos 17-AAG y NVP-AUY922, representada con la IC50 para cada fármaco de cada 

línea celular. Para la realización de los test se utilizaron los programas: GraphPad Prism 

versión 4.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA) o el programa SPSS versión 10.0 

(SPSS Inc., Chicago, IL). 
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1. Estudio de los niveles de expresión de HSP90 

Para dar comienzo a este estudio sobre la inhibición de la chaperona HSP90 en 

líneas celulares de CP y de CCR, se caracterizaron los niveles basales de HSP90 en cada 

una de las líneas celulares incluidas en el estudio. Como ha sido descrito en la 

introducción, la chaperona HSP90 es una proteína constitutiva y se expresa en todas las 

células, y como era de esperar, y así se puede apreciar en la Figura 26, en todas las 

líneas celulares analizadas se obtuvieron niveles apreciables de expresión de HSP90.  

 

 

 

Figura 26: Expresión de HSP90 en las 
líneas celulares de CP y CCR. Las células 
se cultivaron durante 48 horas y los 
extractos fueron analizados mediante 
Western blot usando anticuerpos 
frente a HSP90 y β-actina. La imagen 
corresponde a un experimento 
representativo. 

El densitometrado de las bandas revela que las líneas de CP presentan 

diferentes niveles de HSP90, siendo las líneas celulares PANC-1, CFPAC-1 e IMIM-PC-1 

las que presentan mayores niveles de expresión de HSP90 (Figura 27).  

 

 

 

 

 

Figura 27: Densitometrado de la expresión de HSP90 en las líneas celulares de CP. Los 
valores de HSP90 para cada línea representados en la figura anterior fueron normalizados 
frente a β-actina. 
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Por otro lado, las líneas de CCR presentan una expresión de HSP90 más 

homogénea, y entre las líneas con mayor expresión de HSP90 se encuentran las células 

LoVo, HCT-15, HCT 116 y DLD-1. (Figura 28). 

 

Figura 28: Densitometrado de la expresión de HSP90 en las líneas celulares de CCR. 
Los valores de HSP90 para cada línea representados en la figura anterior fueron 
normalizados frente a β-actina. 

2. Efectos de la inhibición de HSP90 sobre la proliferación celular 

2.1 Efectos sobre la proliferación celular dependiente de anclaje 

Sabiendo que los niveles de expresión de HSP90 son moderados o altos en todas 

líneas celulares seleccionadas, el siguiente paso fue determinar el efecto anti-

proliferativo de los inhibidores de HSP90, 17-AAG y NVP-AUY922 en todas las líneas 

celulares. Asimismo, también se realizaron experimentos con algunos cultivos primarios 

obtenidos a partir de muestras tumorales de pacientes con CCR. Todas las células 

fueron cultivadas como se explica en materiales y métodos, y los ensayos de 

proliferación celular se basaron en el metabolismo de MTT o tinción con cristal violeta. 

2.1.1 Efecto antiproliferativo de 17-AAG 

En el caso de las ocho líneas celulares de CP, los resultados experimentales 

indicaron que el tratamiento con 17-AAG durante 72 horas, con concentraciones 

comprendidas entre 0,001 y 2 µM, disminuye la proliferación de las líneas celulares de 

manera concentración-dependiente, aunque esta reducción no es igual en todas las 

líneas celulares. Por un lado, se observa una reducción superior al 50% de la 

proliferación en casi todas las líneas celulares estudiadas a 2 µM, la máxima 
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concentración utilizada en los ensayos (en orden de menor a mayor IC50: RWP-1, Hs 

766T, IMIM-PC-1, HPAF-II, BxPC3 e IMIM-PC-2) (Tabla 16, Figura 29). Por otro lado, las 

líneas celulares CFPAC-1 y PANC-1 presentan una menor disminución en su 

proliferación, ya que en ambos casos, 17-AAG solamente fue capaz de inhibir 

aproximadamente entre el 35-40% del crecimiento a 2 µM. Para estas líneas celulares 

se consideró que su IC50 es superior a esta concentración (Tabla 16).  

Por tanto, se distinguen dos grupos de líneas celulares con respecto al 

tratamiento con 17-AAG, uno que responde bien y muestra sensibilidad a 17-AAG, y 

otro que muestra una menor respuesta al tratamiento con 17-AAG. Además, estas 

líneas celulares también se diferencian por sus valores de IC50. Teniendo en cuenta este 

hecho, decidimos elegir un valor de IC50 intermedio entre ambos grupos celulares como 

es 1 µM, para distinguir entre líneas celulares sensibles a 17-AAG y líneas celulares 

resistentes. Aquellas líneas celulares con una IC50 inferior a 1 µM se consideraron 

sensibles a 17-AAG, mientras que las líneas cuya IC50 es superior a 1 µM se consideraron 

resistentes a este inhibidor. Las diferencias entre ambos grupos comienzan a observarse 

a bajas concentraciones de 17-AAG, y se hace notable a partir de una concentración  de 

0,5 µM (Figura 29), por lo que esta concentración nos pareció apropiada para la 

realización de los siguientes experimentos. 

Figura 29: Efecto de 17-AAG sobre la proliferación celular en las líneas celulares de 
CP. Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de 17-AAG (0,001-2 µM), 
durante 72 horas. Cada punto representa el promedio de la proliferación ± el error 
estándar de la media (SEM) de diferentes experimentos (n≥6), con respecto al control, 
obtenido mediante ensayos MTT. 
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Línea celular CP % Inhibición con 0,5 µM % Inhibición con 2 µM IC50 [µM] 

RWP-1 60,6 ± 3,4 61,4 ± 3,8 0,012 

Hs 766T 59,2 ± 5,1 62,8 ± 3,9 0,025 

IMIM-PC-1 54,7 ± 4,8 55,8 ± 5,4 0,031 

HPAF-II 51,5 ± 3,6 58,3 ± 4,9 0,044 

BxPC3 58,1 ± 2,8 62,7 ± 2,6 0,049 

IMIM-PC-2 62,3 ± 3,7 72,3 ± 1,6 0,089 

CFPAC-1 35,5 ± 4,1 41,3 ± 4,7 > 2 

PANC-1 24,5 ± 4,2 35,4 ± 4,5 > 2 

Tabla 16: Porcentaje de inhibición de las líneas celulares de CP y su valor de IC50. En la 
tabla se muestra el porcentaje de inhibición de la proliferación celular cuando las células 
fueron tratadas con una concentración 0,5 y 2 µM de 17-AAG, y los valores de IC50. Todos 
los datos se obtuvieron a través de la curva sigmoidea para cada línea representada en la 
figura 29. La línea en color rojo separa las líneas celulares cuya IC50 es menor de 1 µM, de 
las que es mayor de 1 µM.  

Los ensayos de proliferación en las líneas de CCR también mostraron una 

disminución de la proliferación de las líneas celulares de forma concentración-

dependiente cuando eran tratadas con concentraciones crecientes de 17-AAG (0,001-2 

µM) durante 72 horas. También se observa una respuesta diferencial de las líneas 

celulares de CCR frente a 17-AAG (Figura 30).  

Figura 30: Efecto de 17-AAG sobre la proliferación celular en líneas celulares de CCR. 
Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de 17-AAG (0,001-2 µM), 
durante 72 horas. Cada punto representa el promedio de la proliferación ± SEM de 
diferentes experimentos (n≥6), con respecto al control, obtenido mediante ensayos MTT. 

Si tenemos en cuenta los valores de IC50 obtenidos para las líneas celulares de 

CCR tras el tratamiento con 17-AAG (Tabla 17), se observa que la mayoría de las líneas 
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celulares presentaban una IC50 menor de 1 µM (en orden de menor a mayor IC50: HT-29, 

SW480, SW620, LS 174T, HCT 116, DLD-1, HGUE-C-1, HCT-15 y LoVo), y que solamente 

había una línea celular cuya IC50 era mayor de 1 µM, Caco-2. Del mismo modo que 

hicimos en las líneas celulares de CP y teniendo en cuenta la concentración 1 µM como 

el valor de IC50 como referencia para distinguir las diferentes respuestas de las células 

frente a 17-AAG, las líneas celulares de CCR con una IC50 menor de 1 µM fueron 

consideradas como sensibles a 17-AAG, y la única línea celular con una IC50 mayor de 1 

µM, Caco-2, fue considerada resistente. Hay que apuntar que la diferente respuesta a 

17-AAG entre la línea celular LoVo y Caco-2 es moderada ya que la línea celular LoVo 

tiene una IC50 próxima a 1 µM (IC50=0,738), acercándose al comportamiento de línea 

celular Caco-2 (IC50=1,095) (Tabla 17). Por esto, la línea celular LoVo fue considerada de 

sensibilidad intermedia a 17-AAG, ya que en estos ensayos responde a 17-AAG, pero no 

tan considerablemente como es resto de las líneas celulares sensibles. 

Línea celular CCR % Inhibición con 0,5 µM % Inhibición con 2 µM IC50 [µM] 

HT-29 88,4 ± 1,1 88,4 ± 1,0 0,006 

SW480 70,2 ± 7,8 70,5 ± 5,5 0,015 

SW620 79,7 ± 4,1 79,9 ± 4,1 0,017 

LS 174T 81,5 ± 2,9 81,8 ± 4,1 0,018 

HCT 116 71,4 ± 2,0 73,8 ± 2,8 0,026 

DLD-1 71,8 ± 1,6 72,1 ± 2,6 0,031 

HGUE-C-1 62,8 ± 1,8 71,1 ± 2,2 0,101 

HCT-15 71,2 ± 2,1 80,2 ± 3,3 0,111 

LoVo 28,3 ± 0,5   64,6 ± 10,6 0,738 

Caco-2    28,2 ± 11,9 54,9 ± 3,9 1,095 

Tabla 17: Porcentaje de inhibición de las líneas celulares de CCR y su valor de IC50. En 
la tabla se muestran el porcentaje de inhibición de la proliferación celular cuando las 
células fueron tratadas con una concentración 0,5 y 2 µM de 17-AAG, y los valores de IC50. 
Todos los datos se obtuvieron a través de la curva sigmoidea para cada línea representada 
en la figura 30. La línea en color rojo separa las líneas celulares cuya IC50 es menor de 1 
µM, de las que es mayor de 1 µM. 

2.1.2 Efecto antiproliferativo de NVP-AUY922 

En general, todas las líneas celulares estudiadas de CP presentaron una 

importante inhibición del crecimiento cuando eran tratadas con concentraciones 

crecientes de NVP-AUY922 (0,001-2 µM) durante 72 horas (Figura 31), de forma 

concentración-dependiente. De hecho, con este fármaco, los valores de IC50 de las 
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líneas celulares de CP fueron, para todos los casos, menores de 1 µM, y siguiendo el 

mismo criterio utilizado para el fármaco 17-AAG, todas ellas fueron consideran 

sensibles a NVP-AUY922 (Tabla 18). En orden de menor a mayor IC50, las líneas celulares 

de CP se disponen de este modo: RWP-1, IMIM-PC-1, CFPAC-1, PANC-1, IMIM-PC-2, 

HPAF-II, Hs 766T y BxPC3 (Tabla 18). Si se observa lo que ocurre a una concentración 

intermedia, como puede ser 0,1 µM, se aprecia que las líneas celulares han sufrido una 

inhibición considerable del crecimiento, con valores que oscilan entre el 40-65% (Tabla 

18).  

Figura 31: Efecto de NVP-AUY922 sobre la proliferación celular en líneas celulares de 
CP. Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de NVP-AUY922 (0,001-2 
µM), durante 72 horas. Cada punto representa el promedio de la proliferación ± SEM de 
diferentes experimentos (n≥6), con respecto al control, obtenido mediante ensayos MTT. 

Línea celular CP % Inhibición con 0,1 µM % Inhibición con 2 µM IC50 (µM) 

RWP-1 53,1 ± 3,2 66,1 ± 1,0 0,002 

IMIM-PC-1 49,9 ± 1,2 54,2 ± 0,5 0,002 

CFPAC-1 52,1 ± 2,4 60,4 ± 0,8 0,009 

PANC-1 53,3 ± 2,5 63,2 ± 1,5 0,010 

IMIM-PC-2 64,5 ± 2,3 69,6 ± 3,4 0,012 

HPAF-II 45,9 ± 4,2 53,3 ± 1,1 0,018 

Hs 766T 41,1 ± 2,9 55,6 ± 1,0 0,023 

BxPC3 55,2 ± 5,2 71,3 ± 1,2 0,034 

Tabla 18: Porcentaje de inhibición de las líneas celulares de CP y su valor de IC50. En la 
tabla se muestran el porcentaje de inhibición de la proliferación celular cuando las células 
fueron tratadas con una concentración 0,1 y 2 µM de NVP-AUY922, y los valores de IC50. 
Todos los datos se obtuvieron a través de la curva sigmoidea para cada línea representada 
en la figura 31. 
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Para las líneas celulares de CCR, la inhibición de la proliferación producida por 

NVP-AUY922 (0,001-2 µM) durante 72 horas de tratamiento también fue bastante 

significativa y concentración-dependiente (Figura 32), con una disminución del 

crecimiento entre el 80-90% para la mayoría de las líneas celulares analizadas a una 

concentración 2 µM (Tabla 19).  

Figura 32: Efecto de NVP-AUY922 sobre la proliferación celular en líneas celulares de 
CCR. Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de NVP-AUY922 (0,001-2 
µM), durante 72 horas. Cada punto representa el promedio de la proliferación ± SEM de 
diferentes experimentos (n≥6), con respecto al control, obtenido mediante ensayos MTT. 

Además, al igual que ocurre en las líneas celulares de CP, la IC50 de todas las 

líneas celulares de CCR fue inferior a 1 µM, por lo que todas las líneas celulares se 

consideraron sensibles a NVP-AUY922 (Tabla 19). En orden de menor a mayor IC50, las 

células quedaban del siguiente modo: SW620, SW480, DLD-1, HT-29, HGUE-C-1, Caco-2, 

HCT 116, HCT-15, LoVo y LS 174T (Tabla 19). A una concentración intermedia como 0,1 

µM, la mayoría de las líneas celulares de CCR presentan una disminución de 

aproximadamente un 60-80% de su crecimiento. La concentración 0,1 µM fue 

seleccionada para realizar el resto de experimentos, tanto con las líneas celulares de CP 

como de CCR. 

De manera interesante, podemos decir que ninguna línea celular de CP o de CCR 

mostró una baja respuesta a NVP-AUY922, ya que en todas se producía una disminución 

considerable de la proliferación tras el tratamiento con este inhibidor.  
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Además, ninguna línea celular analizada presenta un valor de IC50 superior a 1 

µM (Tabla 18 y 19), valor seleccionado en este trabajo para clasificar las células como 

sensibles o resistentes al tratamiento frente a los inhibidores de HSP90 estudiados, para 

el rango de concentraciones utilizadas en los experimentos de proliferación (0,001-2 

µM).  

Línea celular CCR % Inhibición con 0,1 µM % Inhibición con 2 µM IC50 (µM) 

SW620 82,8 ± 1,8 83,6 ± 0,9 0,003 

SW480 70,2 ± 7,8 70,5 ± 5,5 0,005 

DLD-1 73,1 ± 3,1 76,1 ± 2,8 0,015 

HT-29 86,9 ± 1,8 90,2 ± 1,9 0,016 

HGUE-C-1 83,3 ± 1,2 86,0 ± 0,9 0,023 

Caco-2 51,6 ± 6,5 60,9 ± 4,3 0,024 

HCT 116 80,0 ± 5,5 82,0 ± 4,2 0,028 

HCT-15 74,7 ± 4,5 80,8 ± 1,7 0,029 

LoVo 68,8 ± 4,3 80,2 ± 3,2 0,033 

LS 174T 58,7 ± 3,1 82,5 ± 1,8 0,065 

Tabla 19: Porcentaje de inhibición de las líneas celulares de CCR y su valor de IC50. En 
la tabla se muestran el porcentaje de inhibición de la proliferación celular cuando las 
células fueron tratadas con una concentración 0,1 y 2 µM de NVP-AUY922, y los valores 
de IC50. Todos los datos se obtuvieron a través de la curva sigmoidea para cada línea 
representada en la figura 32. 

2.1.3 Efectos antiproliferativos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre 

cultivos primarios 

En general, los cultivos primarios procedentes de tumores colorrectales de 

pacientes también mostraron una inhibición del crecimiento cuando fueron tratados 

con 17-AAG o NVP-AUY922, aunque la reducción de la proliferación en estos cultivos 

fue menor que la observada en las líneas celulares de CCR incluidas en el estudio. En 

total, fueron analizados 16 cultivos primarios (Tabla 8), los cuales fueron tratados con 

dos concentraciones diferentes de cada fármaco. Basándonos en los experimentos 

preliminares realizados en las líneas celulares de CCR, se decidió utilizar una 

concentración baja de 17-AAG (0,5 µM) y de NVP-AUY922 (0,1 µM); y una 

concentración más alta, de 2 y 1 µM, respectivamente. El promedio de la inhibición de 

la proliferación fue de 35,9 ± 2,2% y de 42,7 ± 2,2%, cuando los cultivos fueron tratados 

con 0,5 y 2 µM de 17-AAG; y de 43,9 ± 2,7% y de 45,3 ± 2,5%, cuando fueron tratados 

con 0,1 y 1 µM de NVP-AUY922 (Figura 33). 
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Figura 33: Efecto de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre la proliferación celular de cultivos 
primarios derivados de muestras tumorales de pacientes con CCR. Los cultivos primarios 
(n=16) fueron tratados con 0,5 y 2 µM de 17-AAG, y 0,1 y 1 µM de NVP-AUY922, durante 
72 horas. Cada punto representa el promedio de la proliferación de diferentes 
experimentos (n≥3), con respecto al control, para cada cultivo, medido mediante tinción 
con cristal violeta. 

En algunos cultivos primarios, en concreto en cuatro de ellos: HCUVA-CC-1, 

HCUVA-CC-34, HCUVA-CC-1CT, HCUVA-CC-3CT, también se realizó un curso dosis-

respuesta con diferentes concentraciones de ambos fármacos. El rango de 

concentraciones empleado fue superior al utilizado en las líneas celulares (0,01- 10 µM), 

dado que los resultados obtenidos en el ensayo anterior (Figura 33) indicaron que la 

reducción de la proliferación en los cultivos primarios no era tan pronunciada como en 

las líneas celulares de CCR. En los cuatro cultivos, el crecimiento fue inhibido por ambos 

inhibidores de forma concentración-dependiente, al igual que se observa en las líneas 

celulares de CCR (Figura 30 y 32). Si examinamos el efecto de 17-AAG, la disminución de 

la proliferación es bastante significativa en el cultivo primario HCUVA-CC-3CT, con casi un 

80% de reducción a la máxima concentración utilizada (10 µM), mientras que el cultivo 

HCUVA-CC-34 es el que peor responde al tratamiento con 17-AAG. Con respecto a los 

valores de IC50, decir que todos los cultivos muestran un valor de IC50 inferior a 1 µM, 

por lo que al igual que las líneas celulares de CCR, fueron considerados sensibles a 17-

AAG (Tabla 20), a excepción del cultivo HCUVA-CC-34 cuyo valor de IC50 fue superior a 1 

µM, y por tanto se consideró resistente a 17-AAG (Tabla 20). 
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Por otro lado, si se observa el comportamiento de los cultivos con respecto a 

NVP-AUY922, se aprecia que sucedía algo muy parecido que tras el tratamiento con 17-

AAG. El cultivo más afectado por el tratamiento fue HCUVA-CC-3CT, con una disminución 

de la proliferación de 74,8 ± 6,1% a la máxima concentración utilizada  de NVP-AUY922 

(10 µM), y el menos afectado fue  el cultivo HCUVA-CC-34, con una disminución de la 

proliferación de un 40,4 ± 7,8 a esta misma concentración (Tabla 20). 

Figura 34: Efecto de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre la proliferación celular en cuatro 
cultivos primarios derivados de muestras tumorales de pacientes con CCR: HCUVA-CC-1 
(CC-1), HCUVA-CC-34 (CC-34), HCUVA-CC-1CT (CC-1CT) y HCUVA-CC-3CT (CC-3CT). Las células 
fueron tratadas con concentraciones crecientes (0,01-10 µM) de 17-AAG (A) y NVP-
AUY922 (B) durante 72 horas. Cada punto representa el promedio de la proliferación ± 
SEM de diferentes experimentos (n≥3), con respecto al control, obtenido mediante 
tinción con cristal violeta. 

Los valores de IC50 de los cultivos primarios analizados también fueron inferiores 

a 1 µM tras el tratamiento con NVP-AUY922, y por tanto todos ellos fueron 

considerados sensibles a este inhibidor, según el mismo criterio utilizado para las líneas 

celulares de CCR, a excepción del cultivo HCUVA-CC-34, con un valor de IC50 mayor de 1 

µM (Figura 34, Tabla 20). Esto es muy interesante, ya que HCUVA-CC-34 son el modelo 

celular, considerando todas las líneas celulares de CP y de CCR y los cultivos estudiados 

en este trabajo que peor responden al tratamiento con NVP-AUY922 (Tablas 18, 19 y 

20), siendo este hecho muy evidente cuando fue tratado con 0,1 µM de NVP-AUY922, 

donde el inhibidor solamente es capaz de producir una disminución de la proliferación 

de un 17,8 ± 4,8% (Tabla 20). 
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                      17-AAG   
Cultivo primario % Inhibición  con 0,5 µM % Inhibición  con 10 µM IC50 [µM] 

HCUVA-C-3CT 67,4 ± 3,9 77,7 ± 6,1 0,016 

HCUVA-C-1 46,7 ± 6,9 62,9 ± 5,3 0,130 

HCUVA-C-1CT 45,2 ± 5,9 59,9 ± 0,9 0,194 

HCUVA-C-34 37,5 ± 5,3 43,8 ± 7,2 > 1 

                          NVP-AUY922   
Cultivo primario % Inhibición con 0,1 µM % Inhibición con 10 µM IC50 [µM] 

HCUVA-C-1CT 43,8 ± 3,0 65,0 ± 1,0 0,034 

HCUVA-C-3CT 68,8 ± 5,4 74,8 ± 6,1 0,035 

HCUVA-C-1 49,6 ± 4,8 70,6 ± 0,1 0,040 

HCUVA-C-34 17,8 ± 4,8 40,4 ± 7,8 > 1 

    
Tabla 20: Porcentaje de inhibición de cultivos primarios y su valor de IC50. En la tabla 

se muestran el porcentaje de inhibición de la proliferación celular cuando los cultivos 
primarios fueron tratados con una concentración 0,5 y 10 µM de 17-AAG, y 0,1 y 10 µM 
de NVP-AUY922, y sus respectivos valores de IC50. Todos los datos se obtuvieron a través 
de la curva sigmoidea para cada línea representada en la figura 34. 

2.1.4 Efectos antiproliferativos durante un curso temporal 

Para estudiar con más detalle la inhibición de la proliferación celular producida 

por 17-AAG y NVP-AUY922, se realizó un curso temporal de 1, 3 y 6 días, donde las en 

las líneas celulares de CP y de CCR fueron tratadas con una concentración constante de 

cada fármaco. Los experimentos se llevaron a cabo en cuatro líneas celulares de CP: 

IMIM-PC-1, IMIM-PC-2, CFPAC-1 y PANC-1; y cuatro líneas celulares de CCR: HT-29, 

SW620, LoVo y Caco-2. Los resultados con 17-AAG (0,5 µM) muestran que hay dos 

grupos de líneas celulares que se comportaban de forma diferente, al igual que ocurrió 

en los ensayos dosis-respuesta. Por un lado, las líneas celulares CFPAC-1 y PANC-1 

prácticamente no mostraban inhibición alguna, seguidas por la línea Caco-2, que 

presentó una inhibición muy leve, de solamente un 25,6 ± 7,3% (Tabla 21, Figura 35, A). 

Concretamente, estas tres líneas celulares han sido consideradas resistentes frente a 

este inhibidor, y en estos ensayos se confirmó su baja respuesta a 17-AAG. Por otro 

lado, en el resto de las líneas celulares se observa una inhibición de la proliferación de 

aproximadamente un 60% o superior a los 6 días de tratamiento, especialmente las 

líneas HT-29 y SW620, cuya inhibición es drástica (Tabla 21, Figura 35, B). Además, la 

línea celular LoVo presenta una inhibición del 70,5 ± 5,7% (Tabla 21), indicando que a 
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mayor tiempo de exposición a 17-AAG, su inhibición es similar a otras líneas celulares 

sensibles a 17-AAG, confirmando así su comportamiento sensible frente a 17-AAG. Un 

resultado similar a los obtenidos en los ensayos dosis-respuesta también muestra el 

análisis de las ocho líneas celulares tratadas NVP-AUY922 (0,1 µM), ya que todas 

experimentan una inhibición de alrededor del 80% de la proliferación tras el 

tratamiento con NVP-AUY922, por lo que todas son sensibles frente a este inhibidor en 

estos experimentos (Tabla 21, Figura 35, B). 

Figura 35: Curso temporal de la proliferación celular tras el tratamiento de 
inhibidores de HSP90. Las líneas celulares de CP (IMIM-PC-2, IMIM-PC-1, CFPAC-1 y 
PANC-1) y de CCR (HT-29, SW620, LoVo y Caco-2) fueron tratadas durante 1, 3 y 6 días 
con A) 0,5 µM de 17-AAG o B) 0,1 µM de NVP-AUY922. Cada punto representa el 
promedio de la proliferación ± SEM de diferentes experimentos (n≥3), con respecto al 
control, medido mediante tinción con cristal violeta. 

Línea celular        17-AAG NVP-AUY922 

IMIM-PC-2    58,4 ± 1,2             85,3 ± 4,3 

IMIM-PC-1    77,8 ± 7,2             82,6 ± 2,2 

CFPAC-1    18,1 ± 0,2          91,4 ± 0,5 

PANC-1    15,0 ± 0,3          79,4 ± 4,4 

HT-29    94,8 ± 0,5          83,1 ± 3,0 

SW620    94,1 ± 0,2          93,9 ± 0,6 

LoVo    70,5 ± 5,7          94,9 ± 1,0 

Caco-2    25,6 ± 7,3          86,1 ± 3,9 

Tabla 21: Porcentaje de inhibición de ocho líneas celulares tras el tratamiento de 17-
AAG y NVP-AUY922 durante 6 días. En la tabla se muestra el porcentaje de inhibición de la 
proliferación celular cuando las células fueron tratadas con una concentración 0,5 µM de 
17-AAG y 0,1 µM de NVP-AUY922. Los datos corresponden al último punto representado 
en la figura 35 para cada línea celular. 
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2.2 Efectos sobre la proliferación celular independiente de anclaje 

El ensayo in vitro llamado "soft agar" es una forma de analizar el crecimiento de 

las células tumorales sin que puedan anclarse a ninguna superficie, es decir, de forma 

independiente de anclaje. En este caso, las células tienen que ser capaces de crecer 

formando colonias dentro de un soporte blando de agar. Este ensayo es uno de los más 

rigurosos para determinar la capacidad de transformación maligna de las células, 

aunque no todas las células tumorales presentan esta propiedad. Para la realización de 

este ensayo primero se determinó si efectivamente las líneas celulares eran capaces de 

formar colonias en condiciones de crecimiento normales, en presencia de suero y sin 

fármacos (Figura 36), y después se valoró el efecto de los inhibidores, 17-AAG y NVP-

AUY922, sobre las mismas. 

Figura 36: Número de colonias formadas por varias líneas celulares. Número de 
colonias formadas durante 14 días, en cada una de las ocho líneas celulares seleccionadas 
sin ningún tipo de tratamiento. Cada barra representa el promedio de las colonias ± SEM 
de diferentes experimentos (n≥3). 

2.2.1 Efectos de 17-AAG sobre la formación de colonias 

Para evaluar el efecto de 17-AAG sobre la formación de colonias se eligieron 

líneas celulares sensibles al tratamiento con 17-AAG en los ensayos de proliferación 

celular, y líneas que no lo eran. Según los resultados de los ensayos de proliferación, se 

seleccionaron tres líneas sensibles a 17-AAG (IC50 < 1 µM): una línea celular de CP, 

IMIM-PC-1, y dos de CCR, HT-29 y SW620; una línea celular de CCR con una sensibilidad 

intermedia a 17-AAG, LoVo; y tres líneas celulares resistentes a 17-AAG (IC50 > 1 µM): 

dos líneas celulares de CP, CFPAC-1 y PANC-1, y una de CCR, Caco-2. La línea celular de 

CP IMIM-PC-2 fue descartada para el ensayo por el bajo número de colonias que 
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formaba (Figura 36). Los resultados tras 14 días de tratamiento con 0,5 µM de 17-AAG 

mostraron que la inhibición de la formación de colonias en las líneas IMIM-PC-1, HT-29 y 

SW620 fue prácticamente total, con un 99% de inhibición de la formación de colonias 

(Figura 37 y Figura 39). En el caso de la línea celular  LoVo también se observa una gran 

reducción de la formación de las colonias, con un 94,5% ± 4,2 (Figura 37), por lo que 

responden al tratamiento con 17-AAG. En la línea Caco-2 las colonias formadas fueron 

inhibidas hasta un 59,7% ± 6,7 (Figura 37). En este tipo de ensayo, Caco-2 presenta una 

respuesta parcial a 17-AAG. Todo lo contrario ocurrió en las líneas celulares de CP, 

CFPAC-1 y PANC-1, que mostraron resistencia a 17-AAG, con un porcentaje muy bajo de 

inhibición del número de colonias (8,0 ± 7,9% y 4,7 ± 2,5%, respectivamente) (Figura 37 

y Figura 39).  

Figura 37: Efecto de 17-AAG en la formación de colonias en líneas celulares. 
Porcentaje del nº de colonias, tratadas con DMSO (control) o 0,5 µM de 17-AAG durante 
14 días, en cada una de las siete líneas celulares. Cada barra representa el promedio de 
las colonias ± SEM de diferentes experimentos (n≥3). Se representa un solo control, 
correspondiente al número máximo de colonias para cada línea celular (100%). 

2.2.2 Efectos de NVP-AUY922 sobre la formación de colonias 

Para evaluar el efecto de NVP-AUY922 sobre la formación de colonias se 

seleccionaron las mismas líneas celulares que fueron tratadas con 17-AAG. Sin 

embargo, con este inhibidor todas las células analizadas presentaron una reducción casi 

total del número de colonias formadas tras el tratamiento con NVP-AUY922, a una 

concentración de 0,1 µM. (Figura 38). En concreto, la formación de colonias fue inhibida 

superando el 85% de reducción en todas las líneas celulares, especialmente en las líneas 

de CP IMIM-PC-1 y PANC-1, donde la reducción fue de un 99 ± 0,5 % en ambos casos 
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(Figura 38 y 39), y en la línea celular de CCR LoVo, en la que la inhibición del número de 

colonias alcanza un 98,8 ± 0,4% (Figura 38). 

Figura 38: Efecto de NVP-AUY922 en la formación de colonias en líneas celulares. 
Porcentaje del nº de colonias, tratadas con DMSO (control) o 0,1 µM de NVP-AUY922 
durante 14 días, en cada una de las siete líneas celulares. Cada barra representa el 
promedio de las colonias ± SEM de diferentes experimentos (n≥3). Se representa un solo 
control, correspondiente al número máximo de colonias para cada línea celular (100%).  

Figura 39: Imágenes escaneadas de las colonias formadas por las líneas IMIM-PC-1 y 
PANC-1 tratadas con 17-AAG y NVP-AUY922. A) y D) Colonias de las líneas IMIM-PC-1 y 
PANC-1 tratadas con DMSO (control), respectivamente. B) y E) Colonias de las líneas 
IMIM-PC-1 y PANC-1 tratadas con 0,5 µM de 17-AAG. C) y F) Colonias de las líneas IMIM-
PC-1 y PANC-1 tratadas con 0,1 µM de NVP-AUY922. Las colonias fueron escaneadas 
después de 14 días de tratamiento y tras la adición e incubación con INTZ durante 16 
horas. 
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2.2.3 Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre la formación de colonias 

en cultivos primarios 

Para analizar los efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre la formación de 

colonias en los cultivos primarios, primero se determinó si los cultivos primarios 

derivados de muestras tumorales de pacientes, previamente evaluados en los ensayos 

de proliferación, presentaban esta propiedad. Entre los cultivos primarios también 

existía una gran diversidad con respecto al número de colonias que formaba cada 

cultivo. Uno de ellos formaba una cantidad muy pequeña de colonias, el cultivo HCUVA-

CC-1CT, mientras que los otros tres cultivos, HCUVA-CC-1, HCUVA-CC-3CT y HCUVA-CC-34, 

formaban un número considerable de colonias (Figura 40).  

Figura 40: Número de 
colonias formadas por cultivos 
primarios. Número de colonias 
formadas durante 14 días, en 
los cultivos primarios: HCUVA-
CC-1 (CC-1), HCUVA-CC-34 (CC-
34), HCUVA-CC-1CT (CC-1CT) y 
HCUVA-CC-3CT (CC-3CT), sin 
ningún tipo de tratamiento. 
Cada barra representa el 
promedio de las colonias ± SEM 
de diferentes experimentos 
(n≥3). 

Para estudiar el efecto de 17-AAG y NVP-AUY922 se utilizaron dos 

concentraciones diferentes de cada fármaco, una concentración baja y una 

concentración alta. Los cultivos HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-3CT presentaron una 

reducción de la formación de colonias mayor del 80% para ambos fármacos, y para 

ambas concentraciones (Figura 41 y Figura 42). Por otro lado, en el cultivo HCUVA-CC-

34, la inhibición de la formación de colonias tras el tratamiento fue aproximadamente 

de un 60% con 17-AAG, tanto con 0,5 µM como con 2 µM, y con NVP-AUY922 fue de un 

14,1 ± 1,8% a una concentración de 0,1 µM, y de un 51,5 ± 4,9% a una concentración de 

1 µM (Figura 41 y Figura 42). En este cultivo, ambos inhibidores disminuyeron el 

número de colonias, aunque eta disminución fue parcial tras el tratamiento con 17-

AAG, y muy leve tras el tratamiento con NVP-AUY922 a una concentración baja. Este 

cultivo tampoco respondió bien al efecto de 17-AAG y NVP-AUY922 en los ensayos de 

proliferación dependiente de anclaje (Figura 34). 
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Figura 41: Efecto de 17-AAG y NVP-AUY922 en la formación de colonias de cultivos 
primarios. Los cultivos derivados de muestras tumorales de pacientes con CCR: HCUVA-
CC-1 (CC-1), HCUVA-CC-34 (CC-34), HCUVA-CC-1CT (CC-1CT) y HCUVA-CC-3CT (CC-3CT) 
fueron tratados con DMSO (control), o 0,5 µM y 2 µM de 17-AAG (A), o 0,1 µM y 1 µM de 
NVP-AUY922 (B), durante 14 días, y el porcentaje del número de colonias formadas ha 
sido representado. Cada barra representa el promedio de las colonias ± SEM de 
diferentes experimentos (n≥3). Se representa un solo control, correspondiente al número 
máximo de colonias para cada cultivo (100%). 

Figura 42: Imágenes escaneadas de las colonias formadas por cultivos primarios. A), 
D) y G) Colonias de los cultivos CC-1, CC-3CT y CC-34 tratados con DMSO (control). B), E) y 
H) Colonias de los cultivos CC-1, CC-3CT y CC-34 tratados con 17-AAG (2 µM). C), F) e I) 
Colonias de los cultivos CC-1, CC-3CT y CC-34 tratados con NVP-AUY922 (1 µM). Los 
cultivos primarios fueron escaneados después de 14 días de tratamiento, tras la adición e 
incubación con INTZ durante 16 horas. 
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3. Efectos de la inhibición de HSP90 sobre los niveles de expresión 

de proteínas clientes o sus dianas relacionadas con las rutas PI3-

K/Akt y MAPK 

Existen numerosas proteínas descritas como "clientes" de HSP90, es decir, 

proteínas que dependen de esta chaperona para completar algún proceso post-

traduccional. Si HSP90 es inhibida, no puede realizar su función, y sus proteínas clientes 

son degradadas vía proteosoma. Siguiendo este planteamiento, se investigó si los 

inhibidores 17-AAG y NVP-AUY922 eran capaces de disminuir los niveles de expresión 

de proteínas clientes de HSP90 y/o proteínas relacionadas con ellas, que forman parte 

de rutas de señalización tan importantes como la ruta PI3-K/Akt o la ruta MAPK. Dentro 

de estas rutas, son proteínas clientes de HSP90 algunos RTK capaces de activarlas, como 

los receptores HER, las quinasas Raf-1 (C-Raf), B-Raf, Akt, mTOR y p70S6K. Para 

determinar los efectos de la inhibición de HSP90 sobre estas vías de señalización, líneas 

celulares de CP y de CCR fueron tratadas con 17-AAG (0,5 µM) y con NVP-AUY922 (0,1 

µM) a diferentes tiempos. Obtenidos los extractos, se procedió a la realización de 

ensayos de Western Blot.  

3.1 Efectos de 17-AAG sobre proteínas relacionadas con HSP90 

En primer lugar, se analizó lo ocurrido tras el tratamiento con 17-AAG (0,5 µM). 

Inicialmente, se estudiaron los niveles de expresión de los miembros de la familia de 

receptores HER (EGFR, HER2, HER3 y HER4) en dos líneas de CP (IMIM-PC-2 y PANC-1) y 

en dos líneas de CCR (HT-29 y Caco-2) tratadas durante 24 y 48 horas con 17-AAG. Tras 

ello, se estudió la expresión de proteínas que se encuentran por debajo de los 

receptores HER, y que forman parte de la ruta PI3-K/Akt, como es el caso de Akt, y de la 

ruta MAPK, como Erk 1/2 y sus niveles de fosforilación (Thr202/ Tyr204). Aunque Erk 

1/2 no es una proteína cliente de HSP90, su fosforilación indica si la cascada MAPK está 

activada o no. Los experimentos revelaron dos tipos de respuesta. Por un lado, las líneas 

celulares IMIM-PC-2 y HT-29, sensibles a 17-AAG en los ensayos de proliferación, 

mostraron una disminución en los niveles de expresión de la mayoría de los receptores 

HER, Akt total, y la fosforilación de Erk 1/2 (Figura 43). Dentro de los receptores HER, 

HER4 fue el menos inhibido por el efecto de 17-AAG. Por otro lado, las líneas celulares 

resistentes a 17-AAG en los ensayos de proliferación, PANC-1 y Caco-2, apenas 

mostraron cambios en los niveles de expresión de las proteínas analizadas. Solamente 
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se observa una ligera disminución en los niveles de HER2 y HER3 en ambas líneas, y de 

Akt tras 48 horas de tratamiento en la línea Caco-2, aunque los niveles de expresión de 

la fosforilación de Erk 1/2 no fueron alterados en ninguno de los casos (Figura 43).  

Figura 43: Efectos de 17-AAG sobre los niveles de expresión en proteínas 
relacionadas con HSP90. Las líneas celulares de CP IMIM-PC-2 y PANC-1, y las líneas 
celulares de CCR, HT-29 y Caco-2 se cultivaron y se trataron con DMSO (-) o con 0,5 µM 
de 17-AAG (+), durante 24 o 48 horas. Los extractos obtenidos se analizaron mediante 
Western blot utilizando anticuerpos frente a las proteínas: EGFR, HER2, HER3, HER4, Akt, 
p-Erk 1/2, Erk 1/2, HSP70 y HSP90. β-actina se utilizó como control de carga para todas 
las condiciones.  

Además del estudio de proteínas relacionadas con vías de señalización, también 

se determinó el efecto de 17-AAG sobre la expresión de la chaperona HSP70. El 

incremento de la expresión de HSP70 ha sido descrito como un biomarcador de 

respuesta de la inhibición de la función de HSP90. Al analizar su expresión en las líneas 

tratadas con 17-AAG, se observa un claro aumento de expresión HSP70 en las líneas 

sensibles IMIM-PC-2 y HT-29. También se observa un leve aumento de la expresión de 

HSP70 en la línea Caco-2, sobre todo tras 48 horas de tratamiento, quizás relacionado 

con los leves cambios que 17-AAG produce también en los niveles de otras proteínas en 

esta línea celular. Por último, se analizaron los niveles de HSP90, pero el tratamiento 

con 17-AAG en las líneas celulares analizadas no produjo cambios en sus niveles de 

expresión. 
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3.2 Efectos de NVP-AUY922 sobre proteínas relacionadas con HSP90 

Dado que los datos obtenidos en los ensayos de proliferación indicaban que 

todas las líneas celulares de CP y de CCR eran sensibles a NVP-AUY922, inicialmente se 

eligieron dos líneas de CCR, SW620 y Caco-2, ambas sensibles al inhibidor de HSP90, 

para observar el efecto que producía NVP-AUY922 (0,1 µM). Los experimentos 

mostraron una disminución significativa de los niveles de expresión de las proteínas 

estudiadas (EGFR, HER2, HER3, Akt, p-Erk 1/2 y Erk 1/2) en las dos líneas de CCR, a 

excepción del receptor HER4, donde la disminución en los niveles de expresión fue leve, 

en comparación con el resto de receptores HER (Figura 44, A). 

Figura 44: Efectos de NVP-AUY922 sobre los niveles de expresión de proteínas 
relacionadas con HSP90. Las líneas celulares de CCR, SW620 y Caco-2 (A), y las líneas de 
CP, IMIM-PC-2, PANC-1, IMIM-PC-1, CFPAC-1 (B), se cultivaron y posteriormente, se 
trataron con DMSO (-) o con 0,1 µM de NVP-AUY922 (NVP) (+) durante 24 o 48 horas. Los 
extractos obtenidos se analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos frente a 
las proteínas: A) EGFR, HER2, HER3, HER4, Akt, p-Erk 1/2, Erk 1/2, HSP70 y HSP90 o B) 
EGFR, HER2, HSP70 y HSP90. β-actina se utilizó como control de carga para todas las 
condiciones.  

Los cambios en el receptor EGFR en la línea celular SW620 no pudieron ser 

valorados debido a que sus niveles de expresión son indetectables en esta línea celular. 

Por otro lado, también se observa un incremento de la expresión de HSP70 en ambas 
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líneas celulares, al contrario que la expresión de HSP90, que prácticamente no se 

modifica tras el tratamiento (Figura 44, A). 

El efecto de NVP-AUY922 (0,1 µM) también se estudió en varias líneas celulares 

de CP (IMIM-PC-2, PANC-1, IMIM-PC1 y CFPAC-1), en las cuales se observa una 

disminución en los niveles de expresión de los receptores EGFR y HER2. Además, y al 

igual que ocurrió en las líneas de CCR, los niveles de expresión de HSP70 aumentaron 

considerablemente y los niveles de expresión de HSP90 apenas sufrieron cambios 

(Figura 44, B). 

3.3 Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 en proteínas relacionadas con 

HSP90 a tiempos cortos 

A continuación se investigaron los efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre los 

niveles de expresión de proteínas relacionadas con HSP90 en ensayos realizados a 

tiempos cortos (4, 8 y 16 horas). En concreto, se estudiaron los niveles de expresión de 

los receptores RTK clientes de HSP90, EGFR y HER2, y los niveles de las chaperonas 

HSP70 y HSP90, en varias líneas celulares de CP. Los experimentos mostraron que la 

disminución en los niveles de expresión tanto de EGFR como de HER2 comenzaba a 

percibirse tras 4 y 8 horas de tratamiento (Figura 45). 

Tras el tratamiento de 17-AAG (0,5 µM), la línea sensible a 17-AAG, IMIM-PC-2, 

mostró una disminución de EGFR a las 8 horas de tratamiento y de HER2 a las 16 horas 

(Figura 45, A). Además, los niveles de HSP70, biomarcador de la inhibición de HSP90, 

comenzaron a incrementarse tras 4 horas de tratamiento. Por el contrario, los niveles 

de expresión de EGFR no variaron en la línea resistente a 17-AAG, PANC-1, y en los 

niveles de HER2 se detectó un leve descenso a las 16 horas (Figura 45, A). Los niveles de 

HSP70 apenas mostraron cambios en esta línea celular. 

Tras el tratamiento con NVP-AUY922 (0,1 µM), las dos líneas celulares 

analizadas, IMIM-PC-1 y CFPAC-1, que son sensibles a NVP-AUY922, mostraron una 

disminución de los niveles de expresión de HER2 a las 4 horas de tratamiento y de los 

niveles de EGFR entre las 8 y las 16 horas (Figura 45, B). Los niveles de expresión de 

HSP70 se incrementaron a las 4 horas de tratamiento en la línea IMIM-PC-1, y a las 8 

horas de tratamiento en la línea CFPAC-1. 
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Los niveles de HSP90 no se alteraron ni con el tratamiento de 17-AAG, ni con el 

tratamiento con NVP-AUY922 en ninguna de las líneas celulares analizadas, del mismo 

modo que no se modificaron después de los tratamientos a tiempos más largos, 

comentados en los apartados anteriores. 

Figura 45: Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre los niveles de expresión de 
proteínas relacionadas con HSP90 a tiempos cortos. A) Las líneas celulares de CP, IMIM-
PC-2 y PANC-1 (A), se cultivaron y trataron con DMSO (-) o con 0,5 µM de 17-AAG (+) 
durante 4, 8 o 16 horas. B) Las líneas celulares de CP, IMIM-PC-1 y CFPAC-1 (B), se 
cultivaron y trataron con DMSO (-) o con 0,1 µM de NVP-AUY922 (+) durante 4, 8 o 16 
horas. Los extractos obtenidos se analizaron mediante Western blot utilizando 
anticuerpos frente a las proteínas EGFR, HER2, HSP70 y HSP90. β-actina se utilizó como 

control de carga para todas las condiciones. 

3.4 Efectos en los niveles de fosforilación en diferentes quinasas tras 

el tratamiento con 17-AAG y NVP-AUY922 

Para profundizar en el estado de activación de las rutas PI3-K/Akt y MAPK tras la 

inhibición de HSP90, con 17-AAG y NVP-AUY922, se decidió utilizar un kit (ver 

Materiales y Métodos) que permite determinar simultáneamente el estado de 

fosforilación de varias proteínas implicadas en estas rutas de señalización. El estatus de 

fosforilación de varias de estas proteínas tras el tratamiento de 17-AAG (0,5 µM) o de 

NVP-AUY922 (0,1 µM) ha sido presentado en la Figura 46. 

Entre las proteínas analizadas, varias participan en la ruta PI3-K/Akt. Una de 

ellas, es la proteína Akt. Concretamente, se analizó el estatus de fosforilación de sus 

tres isoformas: Ser473 (Akt1), Ser474 (Akt2) y Ser472 (Akt3), y además, de sus niveles 

de fosforilación total (Akt pan). También se determinó el estatus de fosforilación de la 

proteína quinasa p70S6K. Esta proteína es sustrato de mTOR, y mTOR puede ser 
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activada por medio de Akt. Además, se detectaron los niveles de fosforilación de Erk1 

(Thr202/ Tyr204), y de Erk2 (Thr185/ Tyr187), última proteína quinasa de la ruta MAPK. 

Por último, el estatus de fosforilación de la proteína RSK1 también fue analizado y 

representado. Esta proteína quinasa puede ser activada por Erk 1/2, y también puede 

regular la activación de mTOR, por lo que es una proteína que puede influir en ambas 

rutas [258, 259]. Además, ha sido descrita como otra de las proteínas clientes de HSP90. 

Figura 46: Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre los niveles relativos de 
fosforilación de proteínas relacionadas con las rutas PI3-K/Akt y MAPK. A) Las células 
IMIM-PC-2 se trataron con DMSO (barras control) o con 0,5 µM de 17-AAG (barras 17-
AAG) durante 24 horas. B) Las células IMIM-PC-2 se trataron con DMSO (barras control) o 
con 0,1 µM de NVP-AUY922 (barras NVP-AUY922) durante 24 horas. Los extractos 
obtenidos se analizaron con el kit Human phospho-MAPK array. El densitometrado de los 
puntos correspondientes a la fosforilación de dichas quinasas está representado para las 
condiciones control y tratamiento. 
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Este experimento se realizó en la línea celular de CP IMIM-PC-2, por su 

sensibilidad a ambos inhibidores. Para ello, se dispuso una condición control (células 

tratadas con DMSO) y una condición de células tratadas con 17-AAG (0,5 µM) o con 

NVP-AUY922 (0,1 µM) durante 24 horas. Los resultados obtenidos tras el revelado de 

las membranas mostraron que se producía una disminución del estado de fosforilación 

de las quinasas: Akt1, Akt3, Akt pan, p70S6K, Erk1, Erk2 y RSK1, cuando las células eran 

tratadas con 17-AAG y NVP-AUY922 (Figura 46, A y B). La isoforma Akt2 solamente 

disminuyó con el tratamiento de 17-AAG (Figura 46, A), pero los niveles de fosforilación 

del resto de isoformas y de Akt pan (totales) se redujeron con ambos inhibidores (Figura 

46, A y B).  

Además de la utilización del kit, también se determinaron los niveles de 

fosforilación de la proteína RPS6, sustrato de p70S6K y por tanto relacionada con la ruta 

PI3-K/Akt, mediante Western blot. Este experimento se realizó en tres líneas celulares 

de CP, IMIM-PC-2, IMIM-PC-1 y PANC-1, y dos líneas celulares de CCR, HT-29 y Caco-2, 

tratadas con 17-AAG o NVP-AUY922 durante 24 horas (Figura 47).  

Figura 47: Efecto de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre los niveles de fosforilación de RPS6. 
A) Las líneas celulares de CP, IMIM-PC-2 y PANC-1, y las líneas de CCR, HT-29 y Caco-2, se 
cultivaron y se trataron con DMSO (-) o con 0,5 µM de 17-AAG (+) durante 24 horas. B) 
Las líneas celulares de CP, IMIM-PC-2, IMIM-PC-1 y CFPAC-1, y la línea celular de CCR, 
Caco-2, se cultivaron y trataron con DMSO (-) o con 0,1 µM de NVP-AUY922 (+) durante 
24 horas. Los extractos obtenidos se analizaron mediante Western blot utilizando 
anticuerpos frente a p-RPS6 y RPS6 total. β-actina se utilizó como control de carga para 
todas las condiciones. 
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Los resultados mostraron que la línea resistente a 17-AAG, PANC-1, no presenta 

disminución de los niveles de fosforilación de RPS6. En la línea de CCR Caco-2, también 

considerada resistente a 17-AAG, se observa una leve disminución. En las líneas 

sensibles a 17-AAG, IMIM-PC-2 y HT-29, los niveles de fosforilación de RPS6 

disminuyeron hasta su total desaparición (Figura 47, A). Por otro lado, si observamos lo 

ocurrido tras el tratamiento con NVP-AUY922, todas las líneas analizadas, IMIM-PC-2, 

IMIM-PC-1, CFPAC-1 y Caco-2, que son sensibles a este inhibidor, mostraron una 

reducción de la fosforilación de RPS6 (Figura 47, B). 

3.5 Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre proteínas relacionadas con 

HSP90 en cultivos primarios 

Siguiendo con el estudio de los cambios que se producen en los niveles de 

expresión de las proteínas relacionadas HSP90 cuando las células son tratadas con 

inhibidores de HSP90, también se quiso investigar cómo afectaban dichos tratamientos 

a los niveles de expresión de proteínas en los cultivos primarios obtenidos de muestras 

tumorales de pacientes con CCR. Para ello, los cultivos primarios fueron tratados 

durante 24 horas con una concentración baja y una concentración alta de cada 

inhibidor; y a continuación se estudiaron los niveles de expresión de EGFR, como 

proteína cliente de HSP90 y activador de las rutas PI3-K/Akt y MAPK, el estado de 

fosforilación de Erk 1/2 como indicador de la inhibición de la ruta MAPK, y la chaperona 

HSP70, como biomarcador de respuesta a la inhibición de HSP90. De manera 

complementaria, se estudiaron los niveles de HSP90, como se hizo en los experimentos 

realizados con líneas celulares. Por desgracia, el crecimiento de los cultivos primarios es 

mucho más lento y la obtención de extractos celulares fue mucho más difícil que en las 

líneas celulares establecidas, por lo que el número de proteínas analizadas fue menor 

que en las líneas celulares. Los resultados mostraron que los niveles de EGFR 

disminuyeron en tres cultivos primarios (HCUVA-CC-3CT, HCUVA-CC-1CT y HCUVA-CC-34) 

tras el tratamiento con los dos inhibidores. La única excepción fue el cultivo HCUVA-CC-

34 tratado con una concentración baja de NVP-AUY922 (0,1 µM), donde los niveles de 

EGFR no variaron (Figura 48). Los niveles de EGFR no pudieron ser valorados en el 

cultivo HCUVA-CC-1, ya que no se detectaron niveles de expresión de este receptor en 

este cultivo. Por otro lado, los niveles de fosforilación de Erk 1/2 también disminuyeron 
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tras el tratamiento de 17-AAG en los cuatro cultivos. Sin embargo, no ocurrió lo mismo 

tras la exposición con NVP-AUY922, que no fue capaz de disminuir considerablemente 

la fosforilación de Erk 1/2 en los cultivos HCUVA-CC-34, con ambas concentraciones, ni 

en HCUVA-CC-3CT, con una concentración baja (0,1 µM) (Figura 48). Es interesante 

comentar que el cultivo HCUVA-CC-3CT, a esta misma concentración de NVP-AUY922 

(0,1 µM) en otro tipo de ensayos mostró una alta sensibilidad a NVP-AUY922, por lo que 

es posible que otras proteínas no estudiadas estén afectadas tras el tratamiento. En el 

caso del cultivo HCUVA-CC-34, los niveles de expresión de las proteínas analizadas 

disminuyeron, sobre todo tras el tratamiento con 17-AAG, a pesar de su baja respuesta 

al tratamiento con 17-AAG o NVP-AUY922 en los ensayos de proliferación. Por otro 

lado, los niveles de la chaperona HSP70 se incrementaron en los cuatro cultivos 

tratados con ambos inhibidores, a excepción del cultivo HCUVA-CC-34 cuando fue 

tratado con una concentración baja de NVP-AUY922, indicando el leve efecto de este 

inhibidor sobre este cultivo a esa concentración. Por último, los niveles de expresión de 

HSP90 sufrieron leves modificaciones en algunos cultivos, aunque es posible que estén 

relacionadas con pequeñas variaciones en la carga.  

Figura 48: Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre los niveles de expresión de 
proteínas relacionadas con HSP90 en cultivos primarios. Los cultivos primarios HCUVA-
CC-1 (CC-1), HCUVA-CC-34 (CC-34), HCUVA-CC-1CT (CC-1CT) y HCUVA-CC-3CT (CC-3CT) se 
cultivaron y trataron con DMSO (-), o con 0,5 µM (+) o 2 µM (++) de 17-AAG, o con 0,1 
µM (x) o 1 µM (xx) de NVP-AUY922, durante 24 horas. Los extractos obtenidos fueron 
analizados mediante Western blot usando anticuerpos frente a EGFR, p-Erk 1/2, Erk 1/2, 
Hsp70 y HSP90. β-actina fue utilizada como control de carga para todas las condiciones. 
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4. Efecto de los inhibidores de HSP90 sobre la distribución de las 

fases del ciclo celular 

Dado que la proliferación celular se produce mediante la progresión de las 

células a lo largo de las distintas fases del ciclo celular, se realizaron diferentes 

experimentos para estudiar y evaluar el efecto del tratamiento con los inhibidores de 

HSP90, 17-AAG y NVP-AUY922, en el ciclo celular de las líneas celulares de CP y de CCR, 

y de los cultivos primarios derivados de tumores de pacientes con CCR. 

4.1 Efectos de 17-AAG sobre el ciclo celular en líneas celulares 

El inhibidor 17-AAG presentó un efecto antiproliferativo en la mayoría de las 

líneas celulares estudiadas de CP y de CCR, a excepción de algunas líneas (CFPAC-1, 

PANC-1, Caco-2), que se muestran resistentes al tratamiento con 17-AAG, como se 

comentó en el apartado 2.1.1. Para estudiar los cambios que se producen en la 

distribución del contenido de ADN en las fases del ciclo celular tras el tratamiento con 

17-AAG, se seleccionaron tanto líneas celulares sensibles como algunas resistentes a 17-

AAG, con el fin de profundizar en el mecanismo antiproliferativo de este fármaco. De 

hecho, los resultados revelaron que 17-AAG no ejercía el mismo efecto en todas las 

líneas celulares, al igual que ocurría en los ensayos de proliferación. 

4.1.1 Efectos de 17-AAG sobre el ciclo celular en líneas celulares de CP 

A continuación, se describen los efectos producidos por 17-AAG (0,5 µM) en 

cuatro líneas celulares de CP: dos líneas celulares sensibles a 17-AAG (IC50 < 1 µM), 

IMIM-PC-2 e IMIM-PC-1, y dos líneas resistentes (IC50 > 1 µM), PANC-1 y CFPAC-1. Los 

datos de los experimentos se han recogido en la tabla 22. 

Unas de las líneas celulares de CP que más distan en cuanto a la sensibilidad a 

17-AAG en los ensayos de proliferación son IMIM-PC-2 y PANC-1, representando una de 

las líneas más sensibles a 17-AAG y una de las más resistentes, respectivamente. En la 

distribución de las fases del ciclo celular, también se comprobó que se comportan de 

forma diferente tras la exposición con 17-AAG (0,5 µM). Si se analizan los efectos de 17-

AAG sobre la línea celular IMIM-PC-2, a las 24 horas de tratamiento se observa una 

acumulación en la fase G1, con la consecuente reducción de la fase S, que también se 

produjo a las 48 y 72 horas de tratamiento. La acumulación en la fase G1 y la 
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disminución en la fase S indican que las células no podían superar el "checkpoint" de G1, 

y no estaban entrando en la fase S. También se observa un incremento de la fase SubG1 

a partir de las 24 horas, muy significativo a las 72 horas de tratamiento, donde llega a 

representar más de un 40% de todas las células con respecto al control (Tabla 22). A 

medida que aumenta la fase SubG1, también se observa un decrecimiento de la fase G1, 

probablemente debido a que las células eran incapaces de continuar el ciclo y acababan 

muriendo (Figura 49, A).  

Figura 49: Distribución del contenido de ADN en las fases del ciclo celular en líneas 
celulares de CP. Las líneas A) IMIM-PC-2, B) PANC-1, C) IMIM-PC-1 y D) CFPAC-1 se 
cultivaron y trataron con DMSO (C) o con 0,5 µM de 17-AAG (T) durante 24h, 48h o 72h. 
El contenido en ADN fue determinado mediante tinción con yoduro de propidio y 
citometría de flujo (n≥3). 

Además, se analizó el efecto del inhibidor 17-AAG sobre la ciclina D1 mediante 

Western blot, dado que la ciclina D1 media en el avance de las células de la fase G1 a la 

fase S del ciclo, y se comprobó que 17-AAG provocaba un descenso en los niveles de 

expresión de esta ciclina en la línea IMIM-PC-2 (Figura 50). Por el contrario, en la línea 
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celular PANC-1 los valores entre las células control y las células tratadas apenas 

sufrieron variación, y 17-AAG (0,5 µM) tampoco produjo ningún efecto apreciable sobre 

su ciclo celular (Figura 49, B, Tabla 22).  

 

  

 

 

Figura 50: Efecto de 17-AAG sobre los niveles de ciclina D1 en la línea celular de CP 
IMIM-PC-2. Las células se cultivaron y trataron con DMSO (-) o con 0,5 µM de 17-AAG (+) 
durante 24h, 48h o 72h. Los extractos obtenidos fueron analizados mediante Western 
blot usando anticuerpos frente a ciclina D1. β-actina fue utilizada como control de carga.  

En la línea celular de CP sensible a 17-AAG IMIM-PC-1 se observa un aumento de 

la fase G2/M tras el tratamiento con el inhibidor durante 24 horas, y al mismo tiempo 

un incremento de fase SubG1, que se hizo más pronunciado a las 48 y 72 horas, 

llegando a aumentar hasta un 26,7% con respecto a las células no tratadas (Figura 49, C, 

Tabla 22). El incremento de la fase SubG1 está acompañado por una disminución de la 

fase G1, mientras que la fase S se mantiene en valores similares. Por tanto, en las líneas 

celulares de CP sensibles a 17-AAG, IMIM-PC-2 e IMIM-PC-1, se produce un "bloqueo" 

del avance de las células a lo largo del ciclo celular, pero en distintas fases del ciclo 

celular. Además, ambas líneas celulares incrementaron la fase SubG1, lo que indicaba 

que se estaba produciendo fragmentación de ADN, una característica del proceso de 

muerte celular. 

También se estudiaron los efectos de 17-AAG en la línea celular resistente 

CFPAC-1 (Figura 49, D). Tras el tratamiento con 17-AAG se produce una acumulación 

gradual de las células en la fase G2/M del ciclo celular, que llega hasta un incremento 

del 15% entre las células no tratadas y las tratadas tras 72 horas de tratamiento (Tabla 

22). A consecuencia de esta acumulación, la fase G1 del ciclo celular disminuye, 

mientras que la fase S se mantiene en valores semejantes entre células tratadas y no 

tratadas, lo que indica que la síntesis de ADN no se ve afectada. Además, a las 72 horas 



Resultados 

 
136 

de tratamiento se aprecia un ligero aumento de la fase SubG1, mucho menor que el 

observado en las líneas sensibles. 

Tabla 22: Valores promedio para cada una de las fases del ciclo celular y SEM de los 
distintos experimentos (n≥3), realizados en cuatro líneas celulares de CP tratadas con 
DMSO (control) y tratadas con 0,5 µM de 17-AAG durante 24, 48 o 72h. 

4.1.2 Efectos de 17-AAG sobre el ciclo celular en las líneas celulares de 

CCR 

Del mismo modo, se evaluó el efecto de 17-AAG sobre cuatro líneas de CCR: dos 

líneas celulares sensibles, HT-29 y SW620, una línea con sensibilidad intermedia, LoVo, y 

una línea resistente, Caco-2. Los datos de los experimentos se han recogido en la tabla 

23. 

IMIM-PC-

2 

24h 48h 72h 

control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG 

SubG1 4,8 ± 1,1 14,1 ± 3,7 5,2 ± 1,4 33,2 ± 5,8 3,7 ± 0,4 40,9 ± 7,8 

G1 55,7 ± 1,4 65,2 ± 3,9 58,6 ± 2,4 48,5 ± 3,7 59,7 ± 2,4 48,0 ± 6,1 

S 17,9 ± 2,4 6,5 ± 2,0 17,7 ± 2,4 7,0 ± 1,6 14,8 ± 1,6 8,6 ± 2,4 

G2/M 21,6 ± 3,0 14,2 ± 0,9 18,5 ± 3,1 6,2 ± 1,7 18,3 ± 2,9 7,0 ± 1,1 

PANC-1 
24h 48h 72h 

control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG 

SubG1 6,1 ± 0,1 5,1 ± 1,5 7,6 ± 1,4 8,5 ± 1,2 7,5 ± 1,5 10,5 ± 0,9 

G1 46,9 ± 1,5 47,6 ± 2,1 48,2 ± 1,2 46,8 ± 2,9 56,3 ± 1,2 53,9 ± 1,6 

S 15,7 ± 0,9 17,0 ± 3,0 14,5 ± 1,4 14,5 ± 2,8 14,9 ± 3,5 14,4 ± 3,5 

G2/M 24,9 ± 4,4 21,6 ± 2,7 22,9 ± 3,9 23,5 ± 2,9 24,5 ± 1,1 26,8 ± 0,4 

IMIM-PC-

1 

24h 48h 72h 

control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG 

SubG1 3,9 ± 0,9     8,6 ± 1,2 7,6 ± 2,5 30,6 ± 2,8 10,6 ± 1,1 37,1 ± 3,6 

G1 53,0 ± 3,1 44,3 ± 2,9 61,4 ± 4,3 37,4 ± 6,1 58,7 ± 1,7 27,0 ± 4,2 

S 15,0 ± 2,5 9,4 ± 4,7 11,5 ± 0,9 13,4 ± 4,3 11,9 ± 2,4 11,3 ± 2,8 

G2 /M 25,7 ± 3,4 32,9 ± 5,2 19,6 ± 2,8 27,5 ± 4,2 21,4 ± 3,4 24,9 ± 4,9 

CFPAC-1 
24h 48h 72h 

control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG 

SubG1 4,6  ± 1,2 4,8 ± 0,8 3,9 ± 0,7 6,5 ± 0,9 3,9 ± 1,1 10,8 ± 2,8 

G1 56,3 ± 4,3 49,4 ± 3,3 61,1 ± 3,0 38,6 ± 6,2 58,5 ± 3,8 34,8 ± 8,9 

S 18,7 ± 4,8 15,5 ± 5,5 13,3 ± 2,8 14,0 ± 3,9 12,9 ± 1,6 13,5 ± 1,6 

G2/M 21,4 ± 2,2 24,1 ± 3,4 17,7 ± 1,5 25,4 ± 7,8 21,6 ± 3,8 32,1 ± 9,9 



Resultados 

 
137 

La línea celular HT-29, una de las líneas más sensible al efecto antiproliferativo 

de 17-AAG, experimenta una acumulación de las células en la fase G2/M, poco evidente 

a las 24 horas de tratamiento, pero muy significativa tanto a 48 como 72 horas (Figura 

51, A). Además, la fase SubG1 también aumenta considerablemente a 48 y 72 horas de 

tratamiento, mientras que las fases G1 y S disminuyen a consecuencia del aumento de 

las otras fases. Algo similar ocurre en la línea SW620 (Figura 51, C), donde no se 

aprecian grandes cambios tras 24 horas de tratamiento, pero posteriormente se 

produce un incremento en fase G2/M, y sobre todo de la fase SubG1, que a 72 horas 

presenta un aumento del 30% con respecto las células no tratadas (Tabla 23). También 

se detecta una reducción del resto de las fases a 24, 48 y 72 horas.  

Figura 51: Distribución del contenido de ADN en las fases del ciclo celular en líneas 
celulares de CCR. Las líneas A) HT-29, B) Caco-2, C) SW620 y D) LoVo se cultivaron y 
trataron con DMSO (C) o con 0,5 µM de 17-AAG (T) durante 24h, 48h o 72h. El contenido 
en ADN fue determinado mediante tinción con yoduro de propidio y citometría de flujo 
(n≥3). 
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En la línea celular Caco-2 se aprecia un ligero incremento de la fase G2/M tras 24 

y 48 horas de tratamiento, que continuó a las 72 horas, y al cual se suma un leve 

aumento de la fase SubG1 (Figura 51, B). Sin embargo, el efecto antiproliferativo de 17-

AAG es bastante modesto en esta línea. El caso de la línea LoVo es más singular (Figura 

51, D), ya que el tratamiento durante 72 horas con 17-AAG provoca un incremento de la 

fase SubG1 del 26,7% (Tabla 23), indicativo de que las células experimentaban muerte 

celular, sin una acumulación importante previa en ninguna fase del ciclo. Estos datos 

apuntan que, efectivamente, el inhibidor 17-AAG tiene un efecto citotóxico sobre esta 

línea celular. En general, el incremento de la fase SubG1 se produce en las tres líneas 

sensibles o de sensibilidad intermedia a 17-AAG (HT-29, SW620 y LoVo), mientras que 

en la línea resistente Caco-2 apenas aumenta. 

Tabla 23: Valores promedio para cada una de las fases del ciclo celular y SEM de los 
distintos experimentos (n≥3), realizados en cuatro líneas celulares de CCR tratadas con 
DMSO (control) o 0,5 µM de 17-AAG durante 24, 48 o 72h. 

HT-29 24h 48h 72h 

control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG 

SubG1 1,8 ± 1,0 4,1 ± 1,1 4,6 ± 2,7 14,4 ± 1,2 4,2 ± 2,0 14,9 ± 2,9 

G1 61,3 ± 3,1 51,0 ± 0,5 63,4 ± 4,5 24,5 ± 0,9 64,9 ± 3,7 26,5 ± 2,3 

S 29,6 ± 5,9 22,5 ± 10,0 22,4 ± 4,9 16,7 ± 3,4 17,9 ± 0,3 12,2 ± 1,8 

G2/M 7,3 ± 1,8 11,3 ± 0,9 7,7 ± 1,9 41,0 ± 3,2 8,9 ± 1,2 46,5 ± 2,6 

Caco-2 24h 48h 72h 

control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG 

SubG1 5,8 ± 1,0 6,5 ± 1,1 3,8 ± 0,6 7,2 ± 2,3 4,7 ± 0,9 10,0 ± 2,0 

G1 48,3 ± 0,8 48,9 ± 1,1 51,2 ± 2,3 45,1 ± 2,6 55,2 ± 2,5 42,9 ± 3,3 

S 23,5 ± 3,7 18,2 ± 3,9 23,7 ± 4,2 22,0 ± 4,8 20,0 ± 2,9 18,7 ± 3,0 

G2/M 22,1 ± 3,6 26,3 ± 3,9 21,2 ± 2,8 25,3 ± 3,2 19,8 ± 1,7 28,4 ± 2,6 

SW620 24h 48h 72h 

control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG 

SubG1 1,1 ± 0,8       4,6 ± 0,9 2,2 ± 1,6 10,3 ± 2,4 0,6 ± 0,9 31,4 ± 2,9 

G1 60,7 ± 1,2 56,8 ± 1,7 72,9 ± 9,6 57,9 ± 5,0 82,8 ± 2,5 35,4 ± 1,1 

S 30,7 ± 0,5 29,3 ± 5,2 17,1 ± 11,1 16,6 ± 0,2 7,7 ± 1,7 14,9 ± 7,2 

G2/M 7,5 ± 2,3 9,3 ± 1,5 7,9 ± 5,4 15,2 ± 2,4 8,9 ± 1,8 18,3 ± 4,9 

LoVo 24h 48h 72h 

control 17-AAG control 17-AAG control 17-AAG 

SubG1 7,7  ± 3,2 12,9 ± 1,2 11,1 ± 0,7 36,6 ± 3,1 10,9 ± 0,9 37,6 ± 6,9 

G1 60,8 ± 5,6 62,9 ± 3,5 54,5 ± 0,7 33,5 ± 3,8 54,3 ± 4,3 33,6 ± 6,3 

S 10,8 ± 0,7 10,9 ± 2,7 18,9 ± 1,1 16,7 ± 1,4 13,3 ± 2,2 12,1 ± 1,4 

G2/M 8,9 ± 4,3 12,6 ± 1,7 13,9 ± 0,4 9,6 ± 0,7 12,8 ± 3,9 13,9 ± 2,6 
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4.2 Efectos de NVP-AUY922 sobre el ciclo celular en líneas celulares 

Una vez estudiado el efecto de NVP-AUY922 en los ensayos de proliferación, que 

indican que este fármaco es capaz de inhibir el crecimiento de todas las líneas celulares 

de CP y de CCR analizadas, también se investigaron los efectos de este inhibidor sobre la 

distribución del contenido de ADN en las distintas fases del ciclo celular, en algunas de 

las líneas celulares. En concreto, se escogieron las mismas líneas celulares estudiadas 

con 17-AAG, y los datos de los experimentos se han recogido en la tabla 24 para las 

líneas celulares de CP y en la tabla 25 para las líneas celulares de CCR. 

4.2.1 Efectos de NVP-AUY922 sobre el ciclo celular en las líneas 

celulares de CP 

El tratamiento con NVP-AUY922 produce una acumulación de células en la fase 

G2/M del ciclo en las líneas celulares PANC-1 y CFPAC-1 (Figura 52, B y D), con un 

incremento del 18,6% y 24,9% (Tabla 24), respectivamente, tras 24 horas de 

tratamiento, y que se mantiene a 48 y 72 horas. También se observa un incremento de 

la fase SubG1 en ambas líneas, que a las 24 horas de tratamiento era leve, y fue 

aumentando considerablemente con un mayor tiempo de exposición a NVP-AUY922. A 

72 horas de tratamiento, el incremento de la fase SubG1 es de 26,8% para la línea PANC-

1, y de 21,9% para la línea CFPAC-1 (Tabla 24). Además, en ambas líneas celulares se 

observa un descenso considerable en la fase G1, y en la fase S, que disminuye 

levemente.  

En la línea celular IMIM-PC-1, se observa una leve acumulación en la fase G2/M a 

24, 48 y 72 horas de tratamiento (Figura 52, C), y un incremento de la fase SubG1, que 

llega a representar un aumento del 30,4% con respecto a las células no tratadas a 72 

horas (Tabla 24). La fase G1 también disminuye, sobre todo a 48 y 72 horas de 

tratamiento, y la fase S apenas experimenta cambios.  

Por último, la línea celular IMIM-PC-2 presenta una acumulación muy leve en la 

fase G2/M, y una disminución de las fases G1 y S, también bastante leve (Figura 52, A), 

tras 24, 48 y 72 horas de tratamiento. El cambio más significativo que experimenta esta 

línea es un incremento de la fase SubG1 en las células tratadas, que fue de un 14,7% 

tras 72 horas de tratamiento con NVP-AUY922 (Tabla 24). En general, las cuatro líneas 
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celulares de CP cuando fueron tratadas experimentaron un incremento considerable de 

la fase SubG1, lo que indica que en todas se produce fragmentación de ADN, y además, 

en dos de ellas (PANC-1 y CFPAC-1) tiene lugar un importante "bloqueo" en la fase G2/M 

del ciclo celular. 

Figura 52: Distribución del contenido de ADN en las fases del ciclo celular en líneas 
celulares de CP. Las líneas A) IMIM-PC-2, B) PANC-1, C) IMIM-PC-1 y D) CFPAC-1 se 
cultivaron y trataron con DMSO (C) o con 0,1 µM de NVP-AUY922 (T) durante 24h, 48h o 
72h. El contenido en ADN fue determinado mediante tinción con yoduro de propidio y 
citometría de flujo (n≥3).  
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Tabla 24: Valores promedio para cada una de las fases del ciclo celular y SEM de los 
distintos experimentos (n≥3), realizados en cuatro líneas celulares de CP tratadas con 
DMSO (control) o 0,1 µM de NVP-AUY922 (NVP) durante 24, 48 o 72h. 

4.2.2 Efectos de NVP-AUY922 sobre el ciclo celular en las líneas 

celulares de CCR 

Cuando se analizó el efecto de NVP-AUY922 sobre la distribución del contenido 

de ADN en las fases del ciclo celular en cuatro líneas celulares de CCR se determinó que, 

en general, el fármaco era capaz de producir una acumulación de las células HT-29, 

SW620 y Caco-2 en la fase G2/M (Figura 53, A, B y C). El incremento de la fase G2/M en 

las líneas HT-29 y SW620 es leve, representando un 6,9% y un 18,6%, respectivamente, 

tras 72 horas de tratamiento (Tabla 25). Sin embargo, en la línea Caco-2, la acumulación 

IMIM-

PC-2 

24h 48h 72h 

control NVP control NVP control NVP 

SubG1 7,4 ± 1,9 14,9 ± 1,8 11,9 ± 0,7 20,9 ± 3,8 16,9 ± 4,3 31,6 ± 7,7 

G1 57,5 ± 1,4 56,4 ± 3,4 57,7 ± 1,5 50,4 ± 3,4 54,9 ± 1,9 43,4 ± 2,9 

S 25,7 ± 2,6 19,3 ± 2,7 20,6 ± 2,3 17,2 ± 1,4 19,5 ± 0,9 14,8 ± 3,4 

G2/M 8,5 ± 0,9 9,5 ± 2,1 7,5 ± 1,0 11,6 ± 1,9 6,6 ± 1,6 10,3 ± 2,5 

PANC-1 
24h 48h 72h 

control NVP control NVP control NVP 

SubG1 5,3 ± 0,9 9,1 ± 1,5 7,7 ± 0,8 20,8 ± 3,5 8,1 ± 1,7 34,9 ± 4,8 

G1 44,4 ± 3,2 35,4 ± 7,7 50,8 ± 1,6 24,2 ± 2,2 59,4 ± 1,3 20,4 ± 0,9 

S 38,0 ± 3,2 24,6 ± 5,0 31,2 ± 0,9 26,8 ± 1,3 23,8 ± 1,4 20,9 ± 1,6 

G2/M 12,3 ± 1,3 30,9 ± 8,9 10,4 ± 1,4 28,2 ± 3,4 8,8 ± 0,6 23,8 ± 4,4 

IMIM-

PC-1 

24h 48h 72h 

control NVP control NVP control NVP 

SubG1 4,5 ± 1,6     11,8 ± 1,8 4,8 ± 1,4 28,6 ± 4,3 8,8 ± 1,5 39,2 ± 4,1 

G1 49,8 ± 2,6 45,6 ± 5,3 62,1 ± 1,3 31,7 ± 6,7 59,4 ± 1,3 25,0 ± 6,2 

S 31,8 ± 3,7 30,7 ± 4,3 23,9 ± 2,5 24,4 ± 6,5 19,3 ± 1,1 18,3 ± 2,0 

G2 /M 6,4 ± 1,4 17,2 ± 2,2 9,2 ± 2,3 16,7 ± 2,9 11,1 ± 0,9 17,4 ± 0,7 

CFPAC-1 
24h 48h 72h 

control NVP control NVP control NVP 

SubG1 3,9  ± 1,5 8,6 ± 0,3 5,8 ± 1,9 13,7 ± 5,2 5,4 ± 1,6 27,3 ± 5,9 

G1 42,7 ± 1,2 28,9 ± 4,4 54,2 ± 3,8 25,0 ± 4,8 63,5 ± 4,4 20,8 ± 3,0 

S 38,8 ± 0,8 23,0 ± 4,4 28,2 ± 2,3 23,7 ± 3,4 21,4 ± 3,4 19,4 ± 3,2 

G2/M 14,6 ± 1,9 39,5 ± 0,4 11,8 ± 0,5 37,5 ± 4,8 9,8 ± 1,9 32,4 ± 3,8 
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en la fase G2/M es bastante considerable, con un 28,2 % a las 24 horas de tratamiento 

(Tabla 25), que se mantiene tras 48 y 72 horas de tratamiento. En las tres líneas, sobre 

todo en la línea celular Caco-2, esta acumulación está acompañada de una disminución 

en las fases G1 y S. 

 

Figura 53: Distribución del contenido de ADN en las fases del ciclo celular en líneas 
celulares de CCR. Las líneas A) HT-29, B) Caco-2, C) SW620 y D) LoVo se cultivaron y 
trataron con DMSO (C) o con 0,1 µM de NVP-AUY922 (T) durante 24h, 48h o 72h. El 
contenido en ADN fue determinado mediante tinción con yoduro de propidio y citometría 
de flujo (n≥3).  

Además, también se produce un incremento paulatino de la fase SubG1 en las 

tres líneas de CCR, que llega a suponer un incremento de 14,5% en HT-29, un 18% en 

SW620 y un 13,6% en Caco-2, con respecto a las células no tratadas tras 72 horas con 

NVP-AUY922 (Tabla 25). En el caso de la línea LoVo (Figura 53, D), del mismo modo que 

pasaba cuando fueron tratadas con 17-AAG, no se detectan casi cambios en las fases 

del ciclo, a excepción de un incremento de la fase SubG1, que es de un 13,7% a las 24 

horas de tratamiento, y que alcanzó un 19,4% a las 72 horas (Tabla 25). Tras 48 horas 
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de tratamiento, también se produce una disminución de las fases S y G2/M en esta línea 

celular, que continua hasta las 72 horas de tratamiento, y a la que se suma una 

disminución de la fase G1, a consecuencia del aumento de células en la fase SubG1.  

Tabla 25: Valores promedio para cada una de las fases del ciclo celular y SEM de los 
distintos experimentos (n≥3), realizados en cuatro líneas de CCR tratadas con DMSO 
(control) o 0,1 µM de NVP-AUY922 (NVP) durante 24, 48 o 72h. 

En resumen, se observa un incremento de la fase SubG1 en las cuatro líneas 

celulares de CCR tras el tratamiento con NVP-AUY922, al igual que ocurrió en las líneas 

celulares de CP, y en las líneas HT-29, SW620 y especialmente en la línea Caco-2, un 

"bloqueo" de las células en la fase G2/M del ciclo celular. 

4.3 Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre el ciclo celular en cultivos 

primarios 

El estudio de la distribución del contenido de ADN en el ciclo celular en los 

cultivos primarios derivados de muestras tumorales d pacientes con CCR, para 

HT-29 24h 48h 72h 

control NVP control NVP control NVP 

SubG1 3,3 ± 0,9 5,2 ± 0,8 5,4 ± 0,7 7,7 ± 0,6 6,2 ± 1,1 20,7 ± 3,4 

G1 60,2 ± 2,8 55,9 ± 1,1 61,6 ± 1,2 55,6 ± 1,5 61,5 ± 3,4 46,9 ± 2,1 

S 22,5 ± 2,5 23,0 ± 1,9 24,3 ± 3,8 23,2 ± 1,7 19,2 ± 2,7 17,9 ± 2,8 

G2/M 7,9 ± 2,8 15,6 ± 1,9 7,3 ± 2,3 13,7 ± 1,7 9,2 ± 1,8 16,1 ± 1,5 

Caco-2 24h 48h 72h 

control NVP control NVP control NVP 

SubG1 3,2 ± 0,6 3,5 ± 0,7 2,5 ± 0,7 10,1 ± 1,4 7,2 ± 5,3 20,8 ± 2,5 

G1 44,8 ± 3,7 25,7 ± 12,5 46,6 ± 3,1 25,7 ± 8,1 50,0 ± 4,8 29,9 ± 0,6 

S 34,1 ± 4,8 24,8 ± 1,7 29,7 ± 5,0 18,7 ± 5,7 22,7 ± 3,4 17,2 ± 2,7 

G2/M 17,9 ± 9,2 46,1 ± 11,5 21,3 ± 7,4 45,5 ± 2,4 20,1 ± 2,9 32,1 ± 0,4 

SW620 24h 48h 72h 

control NVP control NVP control NVP 

SubG1 1,8 ± 0,9       4,1 ± 1,1 2,0 ± 0,8 13,8 ± 3,1 2,6 ± 0,8 20,6 ± 5,1 

G1 65,4 ± 3,4 62,7 ± 3,9 69,6 ± 3,4 56,9 ± 3,4 72,2 ± 4,7 45,2 ± 1,8 

S 21,5 ± 0,8 16,0 ± 1,9 18,9 ± 2,6 11,3 ± 2,8 15,3 ± 3,9 12,1 ± 0,9 

G2 /M 11,3 ± 2,4 13,4 ± 5,1 9,4 ± 3,3 15,8 ± 6,8 9,8 ± 1,8 28,4 ± 3,9 

LoVo 24h 48h 72h 

Control NVP control NVP control NVP 

SubG1 9,9  ± 0,7 23,6 ± 2,7 15,6 ± 2,4 31,9 ± 3,5 15,0 ± 6,5 34,4 ± 1,9 

G1 44,9 ± 1,6 45,0 ± 1,5 40,6 ± 5,5 44,7 ± 2,1 47,4 ± 4,5 24,8 ± 12,0 

S 16,9 ± 6,8 15,9 ± 3,8 19,2 ± 0,7 12,5 ± 2,2 14,5 ± 3,4 17,4 ± 4,5 

G2/M 23,2 ± 1,9 23,4 ± 5,4 17,2 ± 2,7 11,8 ± 1,2 10,3 ± 5,2 12,9 ± 3,1 
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investigar cómo afectaba el tratamiento con 17-AAG y NVP-AUY922 sobre las fases del 

ciclo celular en estos cultivos, muestra que ambos fármacos provocan una acumulación 

en la fase G2/M del ciclo celular a las 24 horas de tratamiento en el cultivo HCUVA-CC-1 

(Figura 54, A) y en el cultivo HCUVA-CC-3CT (Figura 54, B).  

Figura 54: Distribución del contenido de ADN en las fases del ciclo celular en cultivos 
primarios derivados de muestras tumorales de pacientes de CCR. A) Los cultivos HCUVA-
CC-1 (CC-1) y HCUVA-CC-3CT (CC-3CT) se cultivaron y trataron con DMSO (C) o con 0,5 µM 
de 17-AAG durante 24h. B) Los cultivos CC-1 y CC-3CT se cultivaron y trataron con DMSO 
(C) o con 0,1 µM de NVP-AUY922 (T) durante 24h. El contenido en ADN fue determinado 
mediante tinción con yoduro de propidio y citometría de flujo (n≥3). 

Los resultados de los experimentos recogidos en la tabla 26 indican que en el 

cultivo HCUVA-CC-1 el incremento de la fase G2/M es de 5,3% con 17-AAG y de 10,9% 

con NVP-AUY922; y que en el cultivo HCUVA-CC-3CT es de 18,6% con 17-AAG y de 17,8% 

con NVP-AUY922. Este incremento de la fase G2/M se acompaña de una disminución en 

la fase G1, y una leve reducción de la fase S, con respecto a las células no tratadas, en 

ambos cultivos. Además, se observa un ligero aumento de la fase SubG1 tras el 

tratamiento con ambos inhibidores, aunque es menor que el causado por estos 

fármacos en las líneas celulares de CCR. Desafortunadamente, estos experimentos no 

se pudieron realizar a tiempos más largos ni en el resto de cultivo primarios. 
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Tabla 26: Valores promedio para cada una de las fases del ciclo celular y SEM de los 
distintos experimentos (n≥3), realizados en los cultivos CC-1 y CC-3CT tratados con DMSO 
(control) o 0,5 µM de 17-AAG o 0,1 µM de NVP-AUY922, durante 24h.  

5. Estudio de la acumulación de las células en la fase G2/M del ciclo 

celular producida por 17-AAG y NVP-AUY922 

El estudio del efecto de los inhibidores de HSP90, 17-AAG y NVP-AUY922, sobre 

las fases del ciclo celular en las líneas celulares de CP y de CCR nos reveló que ambos 

eran capaces de provocar un aumento de la fase G2/M en varias de las líneas celulares. 

Este incremento es debido al "bloqueo" que sufren las células en esta fase del ciclo, 

donde quedan atrapadas, no pudiendo finalizar la división celular. A continuación, se 

realizaron varios ensayos para estudiar el "bloqueo" de las células en esta fase y 

describir cómo se produce. 

5.1 Análisis de la fosforilación de la histona H3 mediante citometría de 

flujo 

Las histonas nucleares (H3, H2B, H2A y H4) forman, junto con el ADN y otras 

proteínas, la cromatina, cuya unidad básica es el nucleosoma, que es considerada la 

estructura organizativa básica del cromosoma y el primer paso de compactación del 

material genético. A su vez, las histonas juegan un papel importante durante la 

transcripción del ARN y la replicación del ADN, por su participación en la regulación de 

la estructura de la cromatina [247]. Una de las modificaciones que se produce al inicio 

CC-1 
24h  

control 17-AAG NVP-AUY922  

SubG1 2,3 ± 0,9 2,9 ± 0,8 3,1 ± 0,5  

G1 34,4 ± 1,7 27,4 ± 5,7 22,1 ± 4,7  

S 33,6 ± 4,1 33,1 ± 4,8 30,6 ± 3,9  

G2/M 16,9 ± 2,6 22,2 ± 8,3 27,8 ± 4,5  

CC-3
CT 

24h  

control 17-AAG NVP-AUY922  

SubG1 6,0 ± 1,2 7,9 ± 2,1 8,5 ± 2,9  

G1 32,5 ± 1,2 18,2 ± 2,8 17,2 ± 4,1  

S 37,9 ± 1,2 28,3 ± 5,0 29,4 ± 2,0  

G2/M 17,5 ± 1,3 36,1 ± 4,3 35,3 ± 7,0  
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de la mitosis, coincidiendo con la condensación del material genético, es la fosforilación 

de una histona nuclear, la histona H3, y su desfosforilación coincide con la 

descondensación de la cromatina al finalizar la división celular [260]. Por el momento se 

desconoce cuáles son las funciones concretas que desempeña la Histona H3 fosforilada 

(fosfo-histona H3), pero se ha descrito que comienza a fosforilarse al inicio de la 

profase, concretamente en los residuos Ser10, Thr11 y Ser28, y se mantiene así hasta la 

anafase tardía, por lo que se ha convertido en un evento muy distintivo del proceso de 

mitosis [261]. Teniendo en cuenta esto, y para investigar si las líneas celulares que 

experimentaban una incremento en la fase G2/M del ciclo celular tras el tratamiento 

con 17-AAG o NVP-AUY922, se acumulaban en mitosis (fase M), se determinó el 

porcentaje de células de la fase G2/M que eran positivas para fosfo-histona H3 (Ser28), 

cuando eran expuestas a estos inhibidores de HSP90, en ensayos mediante citometría 

de flujo. Las líneas celulares analizadas para el estudio del efecto de 17-AAG fueron dos 

líneas de CP, IMIM-PC-1 y CFPAC-1, ya que ambas mostraban un aumento de la fase 

G2/M tras el tratamiento con este inhibidor, que comenzaba a las 24 horas (Figura 49, 

Tabla 22). En la línea IMIM-PC-1 el porcentaje de células positivas para fosfo-H3 en la 

fase G2/M fue tres veces superior, en concreto con un incremento de 11,4%, en las 

células tratadas con 17-AAG durante 24 horas que en las células no tratadas (Figura 55, 

A, Tabla 27). En el caso de la línea CFPAC-1, el porcentaje de células positivas para fosfo-

histona H3 aumenta ligeramente, sólo un 2% (Figura 55, A, Tabla 27). De hecho, la 

acumulación en la fase G2/M que presenta esta línea celular tras el tratamiento con 17-

AAG es menor que la detectada en la línea IMIM-PC-1 (Figura 49, Tabla 22). 

Para analizar el efecto de NVP-AUY922 se eligieron tres líneas celulares (IMIM-

PC-1, CFPAC-1 y Caco-2), que experimentaban una acumulación significativa en la fase 

G2/M cuando fueron tratadas con este inhibidor (Figuras 52 y 53, Tablas 24 y 25). En 

todas ellas, se produce un incremento de células positivas para fosfo-histona H3 en la 

fase G2/M, sobre todo en la línea celular CFPAC-1, con un aumento de un 31,2% en 

comparación con las células no tratadas (Figura 55, B, Tabla 27 y Figura 56). En la línea 

celular Caco-2 el porcentaje de células positivas para fosfo-histona H3 aumenta un 

19,4% tras el tratamiento con NVP-AUY922 (Figura 55, B, Tabla 27), y el incremento en 
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la línea celular IMIM-PC-1 es de un 7,7% (Figura 55, B, Tabla 27), similar al producido 

por el tratamiento con 17-AAG en esta línea celular. 

Figura 55: Efectos de 17-AAG y NVP-AUY922 sobre la fosforilación (Ser28) de la 
histona H3. (A) Las líneas celulares de CP, IMIM-PC-1 y CFPAC-1, se cultivaron y trataron 
con DMSO (C 24h) o 0,5 µM de 17-AAG (17-AAG) durante 24h. (B) Las líneas celulares de 
CP, IMIM-PC-1 y CFPAC-1, y línea de CCR, Caco-2 se cultivaron y trataron con DMSO (C 
24h) o 0,1 µM de NVP-AUY922 (NVP) durante 24h. El contenido de células positivas para 
fosfo-histona H3 (Ser28) (p-H3) en la fase G2/M fue determinado, al tiempo que se 
analizaba el perfil de ciclo celular, mediante citometría de flujo en al menos tres 
experimentos independientes (n≥3 ± SEM). 

 

 
 

          17-AAG                                     NVP-AUY922  

Línea celular Control 24h 0,5 µM Control 24h 0,1 µM 

IMIM-PC-1 5,3 ± 0,9 16,7 ± 3,3 8,6 ± 1,2 16,3 ± 4,6 

CFPAC-1 3,1 ± 2,1 5,1 ± 3,1 10,6 ± 0,9 41,8 ± 8,3 

Caco-2 -- -- 3,9 ± 1,5 23,3 ± 4,1  

     
Tabla 27: Valores promedio (n≥3) y SEM del porcentaje de células positivas para fosfo-

histona H3 (Ser 28) en la fase G2/M del ciclo celular, determinados mediante citometría 
de flujo. 
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Figura 56: Histogramas del ciclo celular e histona H3 fosforilada (Ser28) tras el 
tratamiento con NVP-AUY922. La línea celular CFPAC-1 se cultivó y trató con DMSO 
(Control 24h) o 0,1 µM de NVP-AUY922 durante 24h. El contenido de células positivas 
para fosfo-histona H3 (Ser28) (p-H3) en la fase G2/M fue determinado tras la fijación y 
tinción de las células con Alexa Fluor®647 anti-Histona H3 fosforilada (Ser28) (p-H3), al 
mismo tiempo que se analizaba el perfil de ciclo celular con tinción de yoduro de propidio 
(YP), mediante citometría de flujo. 

5.2 Análisis de la fosforilación de la histona H3 mediante microscopía 

de fluorescencia 

Paralelamente al anterior ensayo, las tres líneas celulares analizadas en los 

ensayos de citometría de flujo (IMIM-PC-1, CFPAC-1 y Caco-2) fueron tratadas con 17-

AAG o NVP-AUY922 durante 24 horas, y posteriormente incubadas con anticuerpos 

frente a α-tubulina y fosfo-histona H3 para observar si se producían cambios en las 

figuras mitóticas tras el tratamiento con los inhibidores de HSP90 mediante microscopía 

de fluorescencia. En estos experimentos, se estudió la fosforilación de la histona H3 en 

el residuo Ser10, y se incluyó la detección de α-tubulina, proteína que forma parte de 

los filamentos de los microtúbulos del huso mitótico. Tras el tratamiento con 17-AAG, 

se observa un considerable aumento de núcleos positivos para fosfo-histona H3 (Ser10) 

en la línea IMIM-PC-1 (Figura 58, A), en concreto de un 16,4% con respecto a las células 

no tratadas, y un leve incremento en las líneas CFPAC-1 (4,3%) y Caco-2 (1,1%) (Figura 
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58, B y C, Tabla 28). El menor incremento de fosfo-histona H3 que presentan las líneas 

CFPAC-1 y Caco-2 se puede asociar con su menor acumulación en la fase G2/M, tras el 

tratamiento con 17-AAG (Figuras 49 y 51, Tablas 22 y 23). 

Así mismo, el tratamiento con NVP-AUY922 provoca un aumento considerable 

de núcleos positivos para fosfo-histona H3 en las tres líneas analizadas, con respecto a 

las células no tratadas, en las líneas IMIM-PC-1 (17,9%) y CFPAC-1 (11,8%) (Figura 58, A 

y B, Tabla 28), y en la línea Caco-2 el incremento fue más leve (5%) (Figura 58, C, Tabla 

28). En las tres líneas celulares tras el tratamiento con este fármaco hay un mayor 

porcentaje de células que han alcanzado la fase de mitosis (M). Además de las líneas 

celulares mencionadas, también se analizó el número de núcleos positivos para fosfo-

histona H3 (Ser10) en un cultivo primario, HCUVA-CC-1. En este cultivo también se 

determinó una ligera acumulación de las células en la fase G2/M del ciclo celular cuando 

fue tratado con ambos fármacos durante 24 horas (Figura 54, Tabla 26). Los resultados 

de este ensayo indican que se produce un leve incremento de fosfo-histona H3 (Ser10) 

tras el tratamiento de 17-AAG, con un incremento de un 2,6% con respecto a las células 

no tratadas, y con NVP-AUY922 el incremento es un poco superior, alcanzando un 3,4% 

(Figura 58, D, Tabla 28). 

  17-AAG NVP-AUY922 

Línea celular C 24h 0,5 µM 0,1 µM 

IMIM-PC-1 5,0 21,4 22,9 

CFPAC-1 2,6 6,9 14,4 

Caco-2 5,5 6,6 10,5 

HUVA-CC-1 5,1 7,7 8,5 

    
Tabla 28: Porcentaje de núcleos positivos para fosfo-histona H3 (Ser10). Los núcleos 

fueron contados tanto en las células tratadas con DMSO (C 24h), y en las células tratadas 
con 0,5 µM de 17-AAG o 0,1 µM de NVP-AUY922 durante 24h.  

Además de determinar que varias de las líneas celulares tratadas con 17-AAG y 

NVP-AUY922 (IMIM-PC-1, CFPAC-1 y Caco-2) presentaban un incremento, en mayor o 

menor medida, de células positivas para fosfo-histona H3 (Ser28 y Ser10), al visualizar 

con más detalle las figuras mitóticas formadas en las células tratadas, se observa que no 

tienen una apariencia similar a las formadas en las células sin tratamiento (Figura 57, A). 
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De hecho, los núcleos en mitosis observados en las células tratadas presentan unas 

morfologías anormales o aberrantes (Figura 57, B y C). 

Figura 57: Figuras mitóticas formadas en una línea celular tras el efecto de 17-AAG y 
NVP-AUY922. Las células IMIM-PC-1 se trataron durante 24 horas con DMSO (A, C 24h), o 
0,5 µM de 17-AAG (B, 17-AAG) o 0,1 µM de NVP-AUY922 (C, NVP-AUY922), y se 
incubaron con anticuerpos primarios frente a fosfo-histona H3 (Ser10) y a α-tubulina, y 

posteriormente con anticuerpos secundarios Alexa Fluor® 488 α-ratón, Alexa Fluor® 568 
α-conejo, y el fluoróforo Hoechst 33342 para el marcaje de la cromatina. Los núcleos se 
fotografiaron mediante microscopía confocal (objetivo 60X) para observar las diferencias 
entre las células no tratadas (A) y las tratadas con 17-AAG (B) o con NVP-AUY922 (C). En 
las células sin tratamiento (A) se observan figuras mitóticas que podrían corresponder a 
la primera fase de la mitosis, profase (dos primeras imágenes), y a la metafase (tercera 
imagen) y anafase tardía (cuarta imagen). 
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Nota: Pie de Figura en página 153. 
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Nota: Pie de Figura en página 153. 
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Figura 58: Análisis por microscopía confocal de fluorescencia del efecto de 17-AAG y 
NVP-AUY922 en líneas celulares de CP, de CCR y cultivos primarios derivados de muestras 
tumorales de pacientes. Las células se trataron durante 24 horas con DMSO (C 24h) o 0,5 
µM de 17-AAG (17-AAG) o 0,1 µM de NVP-AUY922, y se incubaron con anticuerpos 
primarios frente a fosfo-histona H3 (Ser10) y a α-tubulina, y posteriormente con 
anticuerpos secundarios Alexa Fluor® 488 α-ratón, Alexa Fluor® 568 α-conejo, y el 
fluoróforo Hoechst 33342 para el marcaje de la cromatina. Los núcleos se fotografiaron 
mediante microscopía confocal (objetivo 60X) para analizar las diferencias entre las 
células tratadas y las no tratadas. Las líneas celulares de CP analizadas fueron IMIM-PC-1 
(A), CFPAC-1 (B), la línea celular de CCR, Caco-2 (C), y el cultivo primario HCUVA-CC-1 (D). 

5.3 Estudio de los efectos de NVP-AUY922 en los niveles de proteínas 

implicadas en el avance de las células de la fase G2 hacia la fase M 

El avance a través del ciclo celular es producido por la activación de diferentes 

quinasas dependientes de ciclinas (Cdks) que fosforilan proteínas esenciales para cada 

paso del ciclo celular. Para llevar a cabo sus funciones, las Cdks se asocian con las 

ciclinas, que son subunidades reguladoras sin actividad enzimática. La transición entre 

la fase G2 y M está regulada por la activación de un complejo formado por la ciclina B y 

la quinasa dependiente de ciclina, Cdc2 (CDK1). Este complejo comienza a formarse 

durante fase S y G2, e inicialmente se encuentra en estado inactivo debido a la 

fosforilación de Cdc2 en el residuo tirosina 15 (Tyr15) y treonina 14 (Thr14) [262]. Pero 

si estos residuos son desfosforilados, el complejo se activa y se inicia la mitosis [263]. La 

ciclina B actúa como una proteína reguladora de la actividad quinasa de Cdc2 y es 

degradada al finalizar el proceso de mitosis [264]. Cuando las células están preparadas 

para dividirse, el complejo ciclina B/Cdc2 se activa y conduce a las células hacia la fase 

M del ciclo celular. Dado que, tanto Cdc2 como la ciclina B1 son proteínas clientes de 

HSP90, decidimos analizar sus niveles de expresión tras la inhibición de HSP90. El 

estudio de estas proteínas fue evaluado tras el tratamiento con NVP-AUY922, dado que 

todas las líneas celulares incluidas en el estudio responden a este inhibidor, que además 

provoca un "bloqueo" en la fase G2/M del ciclo celular en muchas de ellas. Para la 

realización de estos experimentos se utilizaron dos líneas celulares que experimentan 

una acumulación significativa en la fase G2/M tras el tratamiento con NVP-AUY922, una 

línea celular de CP, CFPAC-1 y una línea celular de CCR, Caco-2, y las dos fueron tratadas 

con NVP-AUY922 (0,1 µM) durante 4, 8, 16 o 24 horas. Los resultados mediante 

Western blot muestran una disminución en la fosforilación de Cdc2 (fosfo-Cdc2) en el 

residuo tirosina 15 (Tyr15) en ambas líneas (Figura 59). Esta disminución comienza 
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siendo leve a las 4 horas de tratamiento, y se incrementa tras un tiempo mayor de 

exposición al inhibidor. El tratamiento con NVP-AUY922 también provoca una 

disminución progresiva de los niveles totales de Cdc2, alcanzando una reducción 

bastante considerable tras 24 horas de tratamiento en las dos líneas celulares (Figura 

59). El densitometrado de los niveles de fosfo-Cdc2 (Tyr15) y los niveles de expresión de 

Cdc2 tras el tratamiento con NVP-AUY922, revela que la disminución, tanto del estado 

de fosforilación de Cdc2 como de sus niveles totales, en ambas líneas celulares es 

directamente proporcional al tiempo de exposición al fármaco (Figura 60, Tabla 29). Por 

tanto, el tratamiento con NVP-AUY922 afecta tanto al estado de fosforilación de Cdc2, 

como a sus niveles de expresión. 

Figura 59: Efecto del inhibidor NVP-AUY922 sobre las proteínas relacionadas con la 
transición G2/M del ciclo celular. Los niveles de expresión de las proteínas estudiadas se 
determinaron en la línea celular de CP CFPAC-1, y en la línea de CCR Caco-2, en respuesta 
al tratamiento durante un curso temporal de 4, 8, 16 y 24 horas con DMSO (-) o 0,1 µM 
de NVP-AUY922 (+). Los extractos obtenidos se analizaron mediante Western blot 
utilizando anticuerpos frente ciclina B1, fosfo-Cdc2 (Tyr15), Cdc2, HSP70 y HSP90. β-
actina fue utilizada como control de carga para todas las condiciones. La imagen 
corresponde a experimentos representativos. 

Así mismo, se analizaron los niveles de expresión de la ciclina B1 en las líneas 

celulares CFPAC-1 y Caco-2, pero aunque esta proteína también es cliente de HSP90 

como Cdc2, en este caso los niveles de expresión apenas varían y no se modifican tras el 

tratamiento con NVP-AUY922 (Figura 59). Además, se incluyó el estudio de los niveles 

de HSP70 y HSP90 en el curso temporal (4, 8, 16 y 24h) para ambas líneas celulares. Los 

niveles de HSP70 aumentan progresivamente con un mayor incremento de exposición 
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al fármaco, indicando que hay inhibición de HSP90, y los niveles de HSP90 no se 

modifican con el tratamiento (Figura 59). 

 Figura 60: Densitometrado de los niveles de fosfo-Cdc2 (Tyr15) y Cdc2 tras el 
tratamiento con el inhibidor NVP-AUY922. Los gráficos de barras representan el nivel 
promedio de los niveles de fosforilación de la proteína Cdc2 (A) normalizados frente a los 
niveles de proteína total de Cdc2, y de proteína Cdc2 total (B) normalizados frente al 
control de carga, obtenidos a partir del análisis de densitometría de al menos tres 
experimentos (n≥3) ± SEM. A cada control de cada tiempo se le asignó el valor de 1 (se 
representa en la primera columna), y los valores de cada banda fueron obtenidos para 
cada condición. 

 

Línea celular Tiempo (h) fosfo-Cdc2 Cdc2 total 

CFPAC-1 4 1,79 ± 0,24 0,91 ± 0,02 

 8 1,52 ± 0,13 0,48 ± 0,03 

 16 0,44 ± 0,14 0,63 ± 0,05 

 24 0,57 ± 0,09 0,37 ± 0,10 

Caco-2 4 0,86 ± 0,04 0,74 ± 0,18 

 8 0,93 ± 0,05 0,64 ± 0,08 

 16 0,78 ± 0,13 0,66 ± 0,14 

 24 0,53 ± 0,15 0,43 ± 0,16 

    
Tabla 29: Valores de los niveles de fosfo-Cdc2 (Tyr15) y Cdc2 tras el tratamiento con el 

inhibidor NVP-AUY922. El promedio ± SEM de los niveles de fosforilación de la proteína 
Cdc2 y de proteína Cdc2 total obtenidos a partir del análisis de densitometría de al menos 
tres experimentos (n≥3) han sido calculados para 4, 8, 16 y 24 horas de tratamiento con 
NVP-AUY922 para las líneas celulares CFPAC-1 y Caco-2, con respecto a las células no 
tratadas (valor =1). Estos valores han sido representados en la Figura 60. 



Resultados 

 
156 

Además de los experimentos realizados en líneas celulares, también se 

analizaron los niveles de expresión y fosforilación (Tyr15) de Cdc2 y de ciclina B1 en 

varios cultivos primarios. Los cultivos estudiados fueron HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-3CT, 

donde previamente se habían analizado los cambios provocados por NVP-AUY922 en las 

fases del ciclo celular, como se explicó en el apartado 4.3. En ambos casos se determinó 

un aumento de la fase G2/M con respecto al control de 10,9% y 17,8%, 

respectivamente, tras el tratamiento con NVP-AUY922 durante 24 horas (0,1 µM) 

(Figura 54, Tabla 26). Al analizar los niveles de proteínas en los cultivos tratados con 

NVP-AUY922 durante 24 horas se observa una disminución tanto de los niveles totales 

de Cdc2, como de su fosforilación (Tyr15) (Figura 61), al igual que se observó en las 

líneas celulares analizadas (Figura 59). Por otro lado, los niveles de ciclina B1 y de 

HSP90, como ocurre en las líneas celulares, no varían tras el tratamiento, mientras que 

los niveles de expresión de HSP70 aumentan en los dos cultivos (Figura 61). 

Figura 61: Efecto del inhibidor NVP-AUY922 sobre las proteínas relacionadas con la 
transición G2/M del ciclo celular en cultivos primarios. Los niveles de expresión de las 
proteínas estudiadas se determinaron en los cultivos primarios HCUVA-CC-1 (CC-1) y 
HCUVA-CC-3CT (CC-3CT) en respuesta al tratamiento durante 24 horas con DMSO (-) o 0,1 
µM de NVP-AUY922 (+). Los extractos obtenidos se analizaron mediante Western blot 
utilizando anticuerpos frente ciclina B1, fosfo-Cdc2 (Tyr15), Cdc2, HSP70 y HSP90. β-
actina fue utilizada como control de carga para todas las condiciones. La imagen 
corresponde a experimentos representativos. 
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5.4 Estudio de los efectos de NVP-AUY922 sobre la fase G2/M en células 

sincronizadas 

No todas las células de una población celular en periodo proliferativo se 

encuentran en la misma fase del ciclo celular. Para estudiar el efecto de la inhibición de 

HSP90 sobre células que están en el mismo punto del ciclo celular, y así confirmar los 

resultados obtenidos en experimentos llevados a cabo en células que se encuentran en 

diferentes puntos del ciclo, se realizaron experimentos en células sincronizadas tratadas 

con NVP-AUY922. Para ello, se seleccionó una línea celular, CFPAC-1, que fue 

sincronizada tras el tratamiento con afidicolina durante 24 horas, tal y como se describe 

en Materiales y Métodos. De este modo, toda la población celular parte desde un 

mismo punto del ciclo celular, en concreto al inicio de la replicación celular, al límite 

entre la fase G1 y S. Tras la sincronización, las células fueron tratadas a diferentes 

tiempos con NVP-AUY922 (0,1 µM) y se analizó la distribución de las células en las fases 

del ciclo celular por medio de citometría de flujo (Figura 62).  

Figura 62: Efectos de NVP-AUY922 sobre las fases del ciclo celular en la línea celular 
de CP CFPAC-1 tras su sincronización. Las células se cultivaron y trataron con afidicolina 
(1 µg/ml) durante 24 horas. Posteriormente, se liberaron del bloqueo en G1/S y de nuevo 
se trataron con vehículo (DMSO) (A) o con 0,1 µM de NVP-AUY922 (B) durante diferentes 
tiempos (4, 8, 16, 24 y 39 horas). La distribución en el ciclo celular del contenido de ADN 
fue determinado mediante tinción con yoduro de propidio y citometría de flujo, en al 
menos tres experimentos independientes (n≥3 ± SEM). 
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Los resultados de los experimentos muestran que las células CFPAC-1 

sincronizadas y posteriormente tratadas, se acumulan o quedan "bloqueadas" en la fase 

G2/M del ciclo, al contrario que las células sin tratar, que tras la retirada del fármaco 

afidicolina y salir de la transición G1/S, vuelven a manifestar una distribución normal en 

el ciclo celular (Figura 62).  

Además, en la misma línea celular, CFPAC-1, también se analizaron los niveles de 

expresión de proteína Cdc2 total y de su estado de fosforilación (Tyr15), tras ser 

sincronizadas con afidicolina, del mismo modo que se realizó el estudio de las fases del 

ciclo celular. Los resultaros de estos experimentos determinaron que se produce una 

disminución de los niveles de Cdc2 total y Cdc2 fosforilada (Figura 63), al igual que 

ocurrió en esta línea celular sin sincronizar, cuando fueron tratadas con NVP-AUY922 

durante 24 horas (Figura 59).  

Figura 63: Efecto de NVP-AUY922 sobre los niveles totales de Cdc2 y su forma 
fosforilada en la línea celular de CP CFPAC-1 tras ser sincronizada. Las células se 
cultivaron y trataron con DMSO (-) o afidicolina (AFI) (1 µg/ml) (+) durante 24 horas. 
Posteriormente, se liberaron del bloqueo en G1/S y se trataron con DMSO (-) o con 0,1 
µM de NVP-AUY922 (NVP) (x) durante 24 horas. Los extractos obtenidos se analizaron 
mediante Western blot utilizando anticuerpos frente fosfo-Cdc2 (Tyr15), Cdc2, HSP70 y 
HSP90. β-actina fue utilizada como control de carga para todas las condiciones. 

Asimismo, también se produce un leve aumento de fosfo-Cdc2 (Tyr15) en las 

células tratadas sólo con afidicolina, que puede ser debido a que las células están 

retenidas en la fase G1/S, no se están dividiendo y no pueden avanzar hacia la fase 

G2/M. En este caso, Cdc2 se encontraría inactivada, es decir, fosforilada en Tyr15. 

Además, los datos obtenidos en las células sincronizadas confirmaron que la reducción 



Resultados 

 
159 

de los niveles de Cdc2 y fosfo-Cdc2 (Tyr15) eran debidos a un efecto específico del 

inhibidor de HSP90. Además, los niveles de expresión de HSP70 aumentan tras el 

tratamiento con NVP-AUY922, al contrario que los niveles de HSP90 que no cambian 

(Figura 63). 

6. Estudio del incremento de la fase SubG1 producida por 17-AAG y 

NVP-AUY922 

El tratamiento con los inhibidores de HSP90 generó un aumento de la fase 

SubG1 en algunas de las líneas celulares de CP y CCR, sugiriendo que se producía muerte 

celular a consecuencia de esta inhibición. Teniendo en cuenta este hecho, se quiso 

analizar si 17-AAG y NVP-AUY922 inducían un mecanismo de muerte apoptótica en las 

líneas celulares. La apoptosis es un tipo de muerte celular programada en la que la 

célula participa de forma activa y ocurre bajo condiciones fisiológicas, sin producir una 

respuesta inflamatoria [143, 144]. Para determinar si las células tratadas con estos 

inhibidores de HSP90 sufrían este mecanismo de muerte celular se realizaron ensayos 

con el marcador de apoptosis temprana Anexina V. Como se ha explicado en Materiales 

y Métodos (apartado 3.4), este ensayo se basa en la pérdida de asimetría que sufre la 

membrana celular durante el proceso apoptótico, traslocando al exterior celular el 

fosfolípido fosfatidilserina (FS), que pueden ser detectado por la proteína Anexina V 

conjugada con un fluorocromo [250, 251]. Por el contrario, los colorantes vitales como 

7-AAD penetran fácilmente en las células necróticas, pero no en las células que aún 

mantienen su membrana celular intacta, por lo que la utilización de ambos puede ser 

usada para diferenciar entre células que están sufriendo un proceso apoptótico de 

células necróticas. Aunque hay que tener en cuenta que células en fases tardías de la 

apoptosis han perdido parte de la integridad de la membrana celular y permiten la 

entrada del colorante 7-AAD.  

Además, existen cambios morfológicos asociados a una muerte apoptótica, y 

unos de los más característicos son los que se producen en el núcleo. Los cambios en el 

núcleo comienzan con condensación de la cromatina nuclear que forma cúmulos 

densos en la periferia del núcleo. A continuación, se produce fragmentación nuclear y la 

formación de invaginaciones de la membrana plasmática y la membrana nuclear. Como 

consecuencia de estas invaginaciones, aparecen los cuerpos apoptóticos, que pueden 
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estar formados por cantidades variables de fragmentos nucleares junto con otros 

componentes citoplasmáticos [143, 144]. Finalmente, los cuerpos apoptóticos in vivo 

pueden ser eliminados mediante fagocitosis, evitando la inflamación de la zona. 

6.1 Análisis de la muerte celular producida por 17-AAG 

Para estudiar el aumento de la fase SubG1 provocado por el tratamiento de 17-

AAG, se seleccionó la línea celular IMIM-PC-2, que presentaba un considerable 

incremento de células (9,3%) en esta fase tras 24 horas de exposición a 17-AAG, con 

respecto a las células no tratadas (Tabla 22). Tanto las células control como las tratadas 

se incubaron con Anexina V-FITC y 7-AAD, y se analizaron mediante citometría de flujo. 

Los resultados obtenidos indican que 17-AAG induce un incremento considerable (16,4 

± 4,3%) de células marcadas con Anexina V (FITC +/ 7-AAD -) con respecto a las células 

sin tratar (Figura 65), es decir, de células en apoptosis temprana. Además, también hay 

un pequeño porcentaje de células que se marcan con Anexina V-FITC y 7-AAD (5,5 ± 

0,8%), por lo que hay un porcentaje de células que han perdido la integridad de su 

membrana, y puede representar presencia de células necróticas o de células que han 

alcanzado una fase tardía de la apoptosis. Por otro lado, el porcentaje de células 

marcadas solamente con 7-AAD (FITC-/7-AAD+), que indica la presencia de células 

necróticas, es casi inexistente (0,2 ± 0,2) (Figura 65). 

Figura 64: Porcentaje de células IMIM-PC-2 marcadas con Anexina V y/o 7-AAD tras el 
tratamiento con 17-AAG. La línea celular de CP IMIM-PC-2 se cultivó y trató con DMSO o 
con  0,5 µM de 17-AAG durante 24 horas. El contenido de células marcadas para Anexina 
V-FITC y 7-AAD fue determinado mediante citometría de flujo. El valor de cada columna 
representa la media ± SEM de al menos tres experimentos independientes (n≥3) con 
respecto a su control.  
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El estado de integridad de la cromatina también puede ser estudiado para 

determinar si las células están experimentando una muerte apoptótica, ya que durante 

la apoptosis la cromatina se condensa y se fragmenta. En nuestro estudio, se usó el 

fluorocromo Hoechst 33342, que se intercala en el ADN celular y hace posible visualizar 

el estado de la cromatina mediante microscopía de fluorescencia. Para ello, la misma 

línea celular utilizada en el ensayo anterior, IMIM-PC-2, fue tratada con 17-AAG (0,5 

µM) durante 24 horas, y tanto los núcleos de las células sin tratamiento como los de las 

células tratadas con 17-AAG fueron analizados. En las imágenes se puede apreciar cómo 

las células tratadas presentan núcleos con condensación y fragmentos de cromatina 

(3,9%) en un porcentaje superior al determinado para las células no tratadas (0,2%) 

(Figura 65). 

Figura 65: Estudio mediante microscopía de fluorescencia del efecto de 17-AAG sobre 
la integridad de la cromatina. La línea celular de CP IMIM-PC-2 se cultivó y trató con 
DMSO (A) o 0,5 µM de 17-AAG (B), y posteriormente se incubó con el fluoróforo Hoechst 
33342 para el marcaje de la cromatina. El porcentaje de núcleos con fragmentación de 
cromatina se calculó para ambas condiciones (C). Las imágenes se tomaron mediante 
microscopía de fluorescencia (objetivo 20X), y un núcleo con condensación y 
fragmentación de cromatina representativo se ha magnificado (D). 
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6.2 Análisis de la muerte celular producida por NVP-AUY922 

Del mismo modo que se realizaron los ensayos con el marcador de Anexina V en 

células tratadas con 17-AAG, también se realizó este tipo de ensayo en líneas celulares 

que experimentaban aumento de la fase SubG1 del ciclo celular después de ser tratadas 

con NVP-AUY922. En este caso, las líneas seleccionadas fueron IMIM-PC-2 y CFPAC-1, en 

las cuales la fase SubG1 aumenta un 7,5% y un 4,7%, respectivamente, tras el 

tratamiento de NVP-AUY922 durante 24 horas (Tabla 24). En estos ensayos, los 

resultados manifestaron que estas dos líneas presentaban un comportamiento 

diferente tras el tratamiento con NVP-AUY922. Mientras que las células IMIM-PC-2 

presentan un considerable aumento de células marcadas solamente con Anexina V 

(14,9 ± 3,1%) respecto al control, que indica que las células están experimentando un 

proceso de apoptosis, la línea CFPAC-1 sólo presenta un 1,6 ± 0,7% de células con 

respecto al control en esta situación (Figura 66).  

Figura 66: Porcentaje de células IMIM-PC-2 y CFPAC-1 marcadas con Anexina V y/o 7-
AAD tras el tratamiento con NVP-AUY922. Las líneas celulares de CP IMIM-PC-2 y CFPAC-1 
se cultivaron y trataron con DMSO o con  0,1 µM de NVP-AUY922 durante 24 horas. El 
contenido de células marcadas para Anexina V-FITC y 7-AAD fue determinado mediante 
citometría de flujo. El valor de cada columna representa la media ± SEM de al menos tres 
experimentos independientes (n≥3) con respecto a su control.  

Por otro lado, si observamos las células marcadas con Anexina V-FITC y con 7-

AAD (FITC+/7-AAD+), la línea celular IMIM-PC-2 presenta un leve incremento de células 

marcadas por ambos fluorocromos (5,8 ± 1,9%) tras el tratamiento con NVP-AUY922. 

Sin embargo, la línea celular CFPAC-1 tiene un considerable incremento de células 

positivas para ambos fluorocromos con respecto a su control (14,3 ± 5,4%), es decir de 
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células que podrían estar sufriendo un proceso de necrosis o encontrarse en una fase 

tardía de la apoptosis. Por último, los resultados de estos experimentos indican que el 

porcentaje de células marcadas solamente con 7-AAD (FITC-/7-AAD+) fue muy pequeño 

para ambas líneas tras el tratamiento, en concreto de un 0,5 ± 0,2% para IMIM-PC-2, y 

de un 1,7 ± 1,4% para CFPAC-1, con respecto a sus controles (Figura 66).  

Al igual que ocurrió tras el tratamiento con el inhibidor 17-AAG, las células IMIM-

PC-2 tratadas con NVP-AUY922 presentan un alto porcentaje de células en apoptosis 

tempana en los ensayos realizados con Anexina V, por lo que también se decidió 

analizar la morfología de los núcleos en células control y tratadas con NVP-AUY922 (0,1 

µM) durante 24 horas. El contaje de los núcleos indica que hay un mayor número de 

núcleos con condensación y fragmentación de cromatina en las células tratadas (1,5%), 

en relación a las células control (0,1%) (Figura 67). 

Figura 67: Estudio mediante microscopía de fluorescencia del efecto de NVP-AUY922 
sobre la integridad de la cromatina. La línea celular IMIM-PC-2 se cultivó y trató con 
DMSO (A) o 0,1 µM de NVP-AUY922 (B), y posteriormente se incubó con el fluoróforo 
Hoechst 33342 para el marcaje de la cromatina. El porcentaje de núcleos con 
fragmentación de cromatina se calculó para ambas condiciones (C). Las imágenes se 
tomaron mediante microscopía de fluorescencia (objetivo 20X), y un núcleo con 
condensación y fragmentación de cromatina representativo se ha magnificado (D). 



Resultados 

 
164 

7. Estudio de factores relacionados con la acción antitumoral de 17-

AAG 

Al iniciar este trabajo, se eligieron dos inhibidores de HSP90, 17-AAG y NVP-

AUY922, de procedencia química diferente, pero con un mecanismo de acción común, 

para estudiar la respuesta antitumoral que provocaban en modelos celulares de CP y de 

CCR. Como se ha descrito en apartados anteriores, los diferentes experimentos 

realizados revelaron que no todas las líneas celulares respondían de igual modo a 17-

AAG y NVP-AUY922. De hecho, había algunas líneas que no respondían bien o lo hacían 

de forma leve al tratamiento con 17-AAG. Por el contrario, todas las líneas estudiadas, 

inclusive las consideradas resistentes a 17-AAG, eran sensibles al tratamiento con NVP-

AUY922. Por tanto, se planteó investigar posibles factores que pueden estar mediando 

en la resistencia que presentan dichas líneas celulares frente al inhibidor 17-AAG. 

7.1 Papel de los transportadores ABC 

Teniendo en cuenta otros estudios que relacionaban la resistencia a inhibidores 

ansamicínicos con los transportadores ABC y el fenotipo MDR [199, 200], se quiso 

determinar si algunos de estos transportadores estaban involucrados en la resistencia a 

17-AAG observada en algunas de líneas celulares estudiadas. Para ello, se analizaron los 

niveles de expresión en condiciones de crecimiento normales de algunos 

transportadores ABC, en concreto de Mdr-1, MRP1 y BCRP1, en todas las líneas 

celulares de CP y de CCR, incluidas en nuestro trabajo. Los resultados obtenidos 

indicaron que ninguna de las líneas celulares de CP expresan el transportador Mdr-1 (P-

gp) (Figura 68). 
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Figura 68: Niveles de expresión de los transportadores ABC. Los niveles de expresión 
de Mdr-1, MRP1 y BCRP1 se determinaron mediante Western blot en extractos de líneas 
de CP y de CCR crecidas en condiciones normales. La imagen corresponde a experimentos 
representativos. Las líneas celulares Colo 320 y T98G se utilizaron como controles 
positivos para Mdr-1 y MRP1, respectivamente. Para la detección se usaron anticuerpos 
frente a Mdr-1, MRP1 y BCRP1. β-actina fue utilizada como control de carga para todas 
las condiciones.  

Por el contrario, varias de las líneas celulares de CCR, en concreto HCT-15, LoVo, 

DLD- 1 y LS 174T expresan niveles de Mdr-1 (Figuras 68 y 69). Con respecto a MRP1, 

solamente la línea DLD-1 presenta niveles de expresión de este transportador (Figuras 

68 y 69). Por último, la expresión del transportador BRCP1 se detecta en bastantes 

líneas celulares, siendo su expresión bastante significativa en la línea celular de CP Hs 

766T (Figuras 68 y 69), y en menor medida, en las líneas celulares de CCR SW480, 

SW620, DLD-1, HCT-15, HGUE-CC-1, LS 174T y Caco-2 (Figuras 68 y 69). 
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Figura 69: Densitometrado de los niveles de los transportadores ABC. El gráfico de 
barras muestra el nivel de expresión de Mdr-1, MRP1 y BCRP1 en las líneas celulares 
representadas en la figura anterior normalizadas con β-actina. 

Sin embargo, y a pesar de que los experimentos muestran que varias líneas 

celulares tienen niveles de expresión de transportadores relacionados con el fenómeno 

MDR, no se detectó ninguno de estos transportadores en las líneas celulares de CP 

resistentes al tratamiento con 17-AAG CFPAC-1 y PANC-1. Por otro lado, la línea celular 

de CCR Caco-2 resistente a 17-AAG expresa niveles reducidos del transportador BRCP1, 

y la línea LoVo, que tiene una sensibilidad intermedia a 17-AAG, expresa niveles de Mdr-

1 muy leves (Figura 69). Aun así, la expresión de BRCP1 y Mdr-1 no parece tener 

relación con la resistencia al tratamiento con 17-AAG, dado que otras líneas celulares 

con mayor expresión para estos transportadores responden a 17-AAG, como es caso de 

las líneas celulares de CCR SW620 o LS 174T, o la línea celular de CP Hs 776T (Figuras 29 

y 30). La única línea celular incluida en este estudio que expresa niveles de los tres 

transportadores ABC es DLD-1, que responde al tratamiento con 17-AAG (Figura 68 y 

69). 

7.2 Papel de la enzima NQO1 

La enzima NAD(P)H: quinona oxidorreductasa 1 (NQO1, DT-diaforasa) puede 

metabolizar al inhibidor 17-AAG, reduciéndolo desde su forma quinona (17-AAG) a una 

forma hidroquinona (17-AAGH2). Este metabolito reducido es más eficaz que 17-AAG, 

ya que tiene una mayor afinidad por HSP90 [195, 196]. Por tanto, la presencia o no de 
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esta enzima en las líneas celulares puede influir en el efecto citotóxico de este inhibidor. 

Para averiguar si esta enzima interviene en el efecto producido por 17-AAG en las 

células utilizadas en este estudio, y si está relacionada con la escasa respuesta a 17-AAG 

que presentan algunas de ellas, se realizaron varios experimentos que se describen a 

continuación. 

7.2.1 Estudio de la expresión y la actividad enzimática de NQO1 

Inicialmente, para confirmar si las líneas celulares de CP y de CCR disponían de 

NQO1 se analizaron los niveles de expresión de NQO1 en extractos de las líneas 

celulares incluidas en este estudio, y además en varios cultivos primarios (Figura 70).  

Figura 70: Niveles de expresión de la enzima NQO1. Los niveles de expresión de 
NQO1 se determinaron mediante Western blot en extractos de las líneas celulares de CP 
y de CCR, y de cultivos primarios (HCUVA-CC-1 (CC-1), HCUVA-CC-34 (CC-34), HCUVA-C-
1CT (CC-1CT), HCUVA-CC-3CT (CC-3CT)), cultivados en condiciones normales. La imagen 
corresponde a experimentos representativos. Para la detección se usó un anticuerpo 
frente NQO1 y β-actina fue utilizada como control de carga. 

Estos experimentos muestran que dos de las líneas celulares de CP, 

concretamente PANC-1 y CFPAC-1, no presentan niveles de expresión de NQO1, y en las 

líneas celulares de CCR ocurre lo mismo con otras dos líneas, LoVo y Caco-2 (Figura 70). 

El resto de las líneas celulares muestran niveles de NQO1, y los cultivos primarios 

HCUVA-CC-1, HCUVA-CC-34, HCUVA-CC-1CT, HCUVA-CC-3CT también presentan niveles de 

la enzima NQO1 (Figura 70).  
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Además de detectar la expresión de NQO1 en dichas células, también se estudió 

si correspondía con una NQO1 funcional. Esto es importante ya que existen dos 

polimorfismos no funcionales de NQO1 (NQO1*2 y NQO1*3). El polimorfismo NQO1*2 

cuando está presente de forma homocigota conllevan la pérdida de la proteína y de la 

actividad enzimática de NQO1, y el polimorfismo NQO1*3 puede tener una actividad 

enzimática disminuida para determinados sustratos [265]. Para analizar si NQO1 era 

funcional, se investigaron los niveles de actividad enzimática de NQO1 en algunas líneas 

celulares. En concreto, se analizaron cuatro líneas sensibles a 17-AAG: IMIM-PC-2, 

IMIM-PC-1, HT-29 y SW620, una de sensibilidad intermedia: LoVo y tres líneas 

resistentes: CFPAC-1, PANC-1, y Caco-2 (Tabla 30).  

nº Línea celular 
IC50 

17-AAG 
IC50 

NVP-AUY922 
Actividad 

 NQO1 
con ES 936 ^ 

1 IMIM-PC-1 0,031 0,002 241,2 ± 40,8 20,18 ± 10,1* 

2 IMIM-PC-2 0,089 0,012 85,9 ± 14,7 ND* 

3 CFPAC-1 > 2,0 0,009 ND ND 

4 PANC-1 > 2,0 0,010 ND ND 

5 HT-29 0,006 0,016 465,1 ± 74,2 92,65 ± 46,2* 

6 SW620 0,018 0,003 599,9 ± 87,7 199,71 ± 24,5* 

7 LoVo 0,738 0,033 8,87 ± 2,3 ND 

8 Caco-2 1,095 0,024 ND ND 
      
Tabla 30: Actividad de NQO1 en las líneas celulares de CP y CCR. La actividad 

específica de NQO1 (nmol DCPIP / min/mg de proteína) se calculó utilizando el ensayo de 
reducción de DCPIP en presencia/ausencia de dicumarol en extractos de las ocho líneas 
indicadas. Se indican los valores de concentración para el 50% de inhibición del 
crecimiento (IC50) de cada línea y para cada inhibidor calculados en el apartado 2.1. 
También se determinó la inhibición de la actividad de NQO1 por el compuesto ES 936. ^ 
Las células fueron tratadas con 0,1 µM de ES 936 durante 30 min, y posteriormente se 
analizó la actividad de NQO1. La media de al menos tres experimentos fue representada ± 
SEM. La reducción de NQO1 tras el tratamiento con ES 936 es estadísticamente 
significativa (*p <0,05) y fue calculada con el test de Mann-Whitney. ND: actividad de 
NQO1 no detectable (<5 nmol DCPIP / min / mg de proteína).  

Consistente con los resultados obtenidos mediante Western blot, las líneas que 

carecen de expresión de NQO1, tampoco tienen actividad enzimática de NQO1, excepto 

la línea LoVo, que presenta unos niveles casi inapreciables de actividad enzimática (8,87 

± 2,3). En el caso de las líneas PANC-1 y Caco-2, otros trabajos han revelado que no es 

detectable ni la expresión ni la actividad de NQO1 en ellas porque presentan el 
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polimorfismo NQO1*2 homocigoto [265, 266]. Por otro lado, el resto de las líneas 

celulares analizadas que si presentan expresión de NQO1, también tienen actividad 

enzimática, por lo que la funcionalidad de la enzima pudo ser confirmada en estas 

células (Tabla 30). 

Teniendo en cuenta estos resultados, se utilizó un test de correlación para 

elucidar si la actividad enzimática de NQO1 y la sensibilidad a 17-AAG en las células 

analizadas estaban directamente relacionadas. El parámetro estadístico utilizado para 

medir esta relación fue el coeficiente de correlación de Spearman, y este parámetro 

indica que existe una correlación negativa estadísticamente significativa (r= -0,9271, 

p=0,0022) entre la actividad enzimática de NQO1 y los valores de IC50 para 17-AAG 

(Figura 71, A). De igual modo, este coeficiente también fue calculado para NVP-AUY922, 

para explorar la posibilidad de una asociación entre NQO1 y la sensibilidad de las líneas 

celulares a este inhibidor. Sin embargo, en este caso, el coeficiente obtenido (r= -

0,3904, p= 0,3268) señala que no existe una relación estadísticamente significativa 

entre ambos (Figura 71, B). 

Figura 71: Relación entre la IC50 de 17-AAG y NVP-AUY922 con la actividad enzimática 
de NQO1. Los valores del 50% de inhibición del crecimiento (IC50) después de 72 horas de 
tratamiento con 17-AAG (A) y con NVP-AUY922 (B) se representaron frente a la actividad 
NQO1 (nmol DCPIP / min / mg de proteína) y se calculó el test de correlación de 
Spearman. Cada número corresponde a la línea celular indicada en la Tabla 30. 
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7.2.2 Inhibición farmacológica de NQO1 

Para determinar si la presencia de la enzima NQO1 puede influir en la actividad 

antitumoral de 17-AAG, se decidió utilizar un inhibidor específico de esta enzima, como 

ES 936. Dicho compuesto es capaz de inhibir el 95% de la actividad de NQO1 en 30 

minutos a concentraciones no tóxicas para las células (0,1 µM), pero no inhibe la 

actividad de otras reductasas celulares [256], por lo que es un buen candidato para 

estudiar la importancia y participación de esta enzima en la actividad de 17-AAG en las 

líneas celulares. Para ello, las cuatro líneas celulares analizadas que tenían actividad 

enzimática de NQO1 se trataron con ES 936 durante 30 minutos y la actividad de NQO1 

se calculó trascurrido este tiempo (Tabla 30). Tras el tratamiento con ES 936, la línea 

celular con menor actividad de NQO1, IMIM-PC-2, perdió totalmente la actividad de 

NQO1, y en la línea IMIM-PC-1, ES 936 fue capaz de inhibir más del 90% de la actividad 

de NQO1. Las dos líneas celulares de CCR, HT-29 y SW620, tras 30 minutos de 

tratamiento con ES 936, presentaban un 20-30% de actividad de NQO1.  

Atendiendo a estos resultados, las líneas celulares donde ES 936 fue más 

efectivo (IMIM-PC-2 e IMIM-PC-1), se trataron con este fármaco y tras ello fueron 

tratadas con 17-AAG, para valorar los efectos de 17-AAG en ausencia de actividad de 

NQO1, y se compararon estos efectos con los provocados en células solamente tratadas 

con 17-AAG. Estos experimentos indican que la inhibición del crecimiento en células 

tratadas únicamente con 17-AAG fue muy similar a la que se produce en células 

tratadas con ES 936 previamente (30 min) y durante todo el ensayo (72 horas), (Figura 

72). Por tanto, la inhibición de NQO1 producida por el fármaco ES 936 no variaba la 

disminución del crecimiento celular producido por 17-AAG sobre estas líneas celulares y 

en estas condiciones experimentales. Este resultado apunta la posibilidad de que la 

actividad de NQO1 no sea indispensable para que 17-AAG pueda ejercer un efecto 

antiproliferativo sobre algunas células tumorales. 
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Figura 72: Inhibición de la proliferación producida por 17-AAG y ES 936. Las líneas de 
CP IMIM-PC-2 e IMIM-PC-1 se trataron con DMSO (C), ES 936 (0,1 µM), 17-AAG (0,1 o 0,5 
µM) o 17-AAG (0,1 o 0,5 µM) junto con ES 936 (0,1 µM) durante 72 horas. Las células 
tratadas con ES 936 (ES y 17-AAG + ES) se trataron previamente con 0,1 µM de ES 936 
durante 30 minutos. La proliferación celular se determinó mediante tinción con cristal 
violeta. Cada barra representa el promedio de al menos tres experimentos ± SEM. Las 
diferencias significativas de las células tratadas solamente con 17-AAG o en combinación 
con ES 936 con respecto al control (C) se determinaron mediante el test de Mann-
Whitney (* p < 0,05, ** p < 0,01). 

Asimismo, quisimos determinar los efectos de la inhibición farmacológica de 

NQO1 con el inhibidor específico ES 936 en ensayos a largo plazo de tiempo como son 

los ensayos de clonogenicidad. Para ello, las células de CCR, HT-29, fueron expuestas a 

17-AAG en un corto periodo de tiempo, solamente 4 horas, y después se dejaron crecer 

durante 14 días. En una de las condiciones y antes del tratamiento con 17-AAG, las 

células fueron previamente tratadas con ES 936 para inhibir la actividad de NQO1, y 

además, el fármaco ES 936 se añadió junto con 17-AAG durante todo el tiempo que las 

células fueron tratadas (4 horas). Además, se comprobó que al cabo de cuatro horas de 

tratamiento con 17-AAG, la actividad de NQO1 permanecía inhibida en la línea celular 

HT-29 (Tabla 31). 

El ensayo de clonogenicidad determinó que las células HT-29 no son capaces de 

recuperarse de la exposición a 17-AAG (0,5 µM) durante 4 horas, y que solamente un 

19,7 ± 8,9% sobrevive tras el tratamiento con este fármaco (Figura 73). Por otro lado, 

cuando las células HT-29 fueron tratadas con ambos inhibidores, 17-AAG y ES 936, un 

mayor número de células consigue sobrevivir, aproximadamente la mitad de la 
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población celular (52,6 ± 2,7%) (Figura 73), aunque el resto de las células mueren a 

consecuencia del tratamiento con 17-AAG. Este resultado indica que, aunque las células 

no dispongan de actividad enzimática de NQO1, 17-AAG pudo disminuir alrededor de la 

mitad de las células, por lo que tiene acción antiproliferativa. 

 

 Actividad NQO1  

Línea celular Control con ES 936 4 h 

   
HT-29 488.0 ± 49.1 ND 

   

Tabla 31: Actividad de NQO1 tras 4 horas de tratamiento con ES 936. La actividad 
específica de NQO1 (nmol DCPIP / min/ mg de proteína) se calculó utilizando el ensayo de 
reducción de DCPIP en presencia/ausencia de dicumarol en extractos de la línea de CCR 
HT-29 tratados con DMSO (control) o con 0,1 µM de ES 936 durante 4 horas. La media de 
al menos tres experimentos es representada ± SEM. ND: actividad de NQO1 no detectable 
(<5 nmol DCPIP / min / mg de proteína).  

Figura 73: Inhibición de la formación de colonias producida por 17-AAG y ES 936 en 
ensayos de clonogenicidad. Las células HT-29 fueron sembradas a baja densidad y 
cultivadas durante 24 horas. A continuación, las células fueron tratadas con DMSO 
(Control), 0,1 µM de ES 936 (ES), 0,5 µM 17-AAG, o 0,5 µM 17-AAG junto con 0,1 µM ES 
936 (17-AAG + ES) durante 4 horas. Las células tratadas con ES 936 (ES y 17-AAG + ES) 
fueron previamente incubadas con 0,1 μM ES 936 durante 30 minutos. Pasado este 
tiempo, las células se lavaron y se dejaron crecer durante 14 días, tras los cuales las 
colonias formadas se fijaron, tiñeron y contaron. La imagen escaneada es representativa 
de las colonias formadas en cada condición (A). El gráfico representa el porcentaje de 
colonias normalizado de al menos tres experimentos ± SEM. (B) Las diferencias 
significativas de las células tratadas con 17-AAG y en combinación con ES 936 (17-AAG + 
ES) con respecto al control se determinaron mediante el test de Mann-Whitney (* p < 
0,05, ** p < 0,01). 
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7.2.3 Inhibición biológica de NQO1 

Atendiendo a los resultados obtenidos tras la inhibición de la actividad 

enzimática de NQO1 con ES 936, nos planteamos estudiar si esta enzima estaba 

influyendo en la actividad producida por 17-AAG con otro tipo de ensayos. Para ello, se 

decidió silenciar la expresión génica de NQO1 en la línea celular de CP IMIM-PC-2 

mediante ARN de interferencia (ARNi). La realización de este experimento está descrita 

con detalle en Materiales y Métodos, pero queremos recordar que para cerciorarnos de 

que el silenciamiento se estaba produciendo durante todo el tiempo que duró el 

tratamiento con 17-AAG (72 horas), se realizaron dos ensayos complementarios. En 

concreto, se recogieron extractos celulares de todas las condiciones transcurridas 72 

horas, y se determinaron los niveles de expresión de NQO1 (Figura 74) y su actividad 

enzimática en todas ellas (Tabla 32). Además, también se utilizó una secuencia 

inespecífica de ARNi (ARNi “scramble” (S)) para comprobar que los resultados de dichos 

experimentos eran debidos específicamente al silenciamiento de NQO1, y no a procesos 

inespecíficos asociados al proceso de la transfección. Inicialmente, se analizaron los 

niveles de expresión de NQO1, y se observa que el ARNi específico para NQO1 (ARNi 

NQO1) provocaba en las células una disminución, hasta niveles inapreciables, de la 

expresión de la enzima NQO1 (Figura 74, A). Al mismo tiempo, se analizaron los niveles 

del receptor EGFR, proteína cliente de HSP90, y los niveles de HSP70, cuyo aumento es 

indicativo de la inhibición de HSP90. Los resultados de los experimentos muestran que 

los niveles de expresión de ambas proteínas se modifican solamente en las células que 

fueron tratadas con 17-AAG, por lo que la transfección no influyó en la actividad de la 

chaperona HSP90, ni en el mecanismo de acción de 17-AAG, que fue capaz de eliminar 

la expresión de EGFR y aumentar los niveles de HSP70, aún en ausencia de NQO1. 

También se analizó la actividad enzimática de NQO1, y no se detectó actividad alguna 

en las células transfectadas con ARNi NQO1, pero sí en las células control o en las 

transfectadas con la secuencia inespecífica (Figura 74, B, Tabla 32). Ambos 

experimentos nos sirvieron para validar que los experimentos transcurrieron en 

ausencia de expresión y actividad de NQO1.  
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Figura 74: Inhibición biológica de la enzima NQO1. La línea de CP IMIM-PC-2 fue no 
transfectada (Control) o transfectada con ARNi scramble (ARNi S) o con ARNi específico 
para silenciar NQO1 (ARNi NQO1) durante 24 horas. Posteriormente, las células fueron 
tratadas con DMSO (control) o 0,5 µM de 17-AAG durante 72 horas. A continuación, se 
realizaron los siguientes experimentos. A) Los niveles de expresión de EGFR, HSP70 y 
NQO1 se determinaron mediante Western blot en los extractos de las condiciones 
indicadas. La imagen corresponde a  experimentos representativos. Para la detección se 
usaron  anticuerpos frente a EGFR, HSP70 y NQO1, y β-actina fue utilizada como control 
de carga para todas las condiciones. B) La actividad específica de NQO1 (nmol DCPIP / 
min/ mg de proteína) se calculó utilizando el ensayo de reducción de DCPIP en 
presencia/ausencia de dicumarol en los extractos de las condiciones indicadas. C) La 
proliferación celular fue determinada mediante tinción con cristal violeta. Cada barra 
representa el promedio de al menos tres experimentos ± SEM y las diferencias 
significativas de los tratamientos con respecto a su control se determinaron mediante el 
test de Mann-Whitney (* p < 0,05). 

Finalmente, se analizaron los efectos antiproliferativos producidos por el 

tratamiento de 17-AAG (0,5 µM) durante 72 horas tanto en células transfectadas como 
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en no transfectadas, y los resultados de los experimentos determinan que 17-AAG fue 

capaz de disminuir el crecimiento en las células donde NQO1 se había silenciado y en las 

células en las que no (Figura 74, C), poniendo de manifiesto que la reducción de 17-AAG 

a su forma hidroquinona (17-AAGH2) mediada por NQO1, no es necesaria para que este 

fármaco pueda ejercer un efecto citotóxico sobre la línea celular IMIM-PC-2. 

  Actividad NQO1   

Línea celular Control ARNi S 
ARNi NQO1 + 

DMSO 
ARNi NQO1 + 

17-AAG 

IMIM-PC-2 34.9 ± 8.6 26.2 ± 5.5 ND ND 
     
     

Tabla 32: Actividad de NQO1 tras el silenciamiento biológico de NQO1. La actividad 
específica de NQO1 (nmol DCPIP / min/ mg de proteína) se calculó utilizando el ensayo de 
reducción de DCPIP en presencia/ausencia de dicumarol en extractos de las células IMIM-
PC-2 no transfectadas (Control), o transfectadas con ARNi scramble (ARNi S), o con ARNi 
específico para silenciar NQO1 (ARNi NQO1) durante 24 horas. A continuación, las células 
se trataron con DMSO en las condiciones: control, ARNi S y ARNi NQO1, o con 0,5 µM de 
17-AAG en una condición ARNi NQO1, durante 72 horas. El promedio de al menos tres 
experimentos fue representado ± SEM. ND: actividad de NQO1 no detectable (<5 nmol 
DCPIP / min / mg de proteína).  

8. Estudio de la combinación del inhibidor NVP-AUY922 con otros 

fármacos antitumorales 

Dado que los inhibidores de HSP90, y en concreto NVP-AUY922, mostraron ser 

eficaces en nuestros modelos celulares in vitro de CP y de CCR, pensamos que podría 

ser interesante estudiar el efecto de la combinación este inhibidor con fármacos que ya 

se utilizan en el tratamiento del CP y del CCR, e incluso con otros fármacos que están 

siendo evaluados en ensayos clínicos, al igual que ocurre con NVP-AUY922, y que en 

algún momento han formado parte de las investigaciones llevadas a cabo en nuestro 

laboratorio. Para valorar los efectos antiproliferativos de la combinación de NVP-

AUY922 con otros fármacos, hemos utilizado el modelo teórico Bliss. Este modelo, 

descrito en Materiales y Métodos, permite estimar si la interacción de dos fármacos 

conduce a un efecto puramente aditivo, sinérgico o por el contrario, antagónico. En 

este caso, se decidió combinar con NVP-AUY922 dos fármacos antineoplásicos 

utilizados en clínica para el tratamiento de pacientes con CP y CCR. Uno de ellos es 

gemcitabina (GEM) y otro es oxaliplatino (OXA), que actúan impidiendo la correcta 

síntesis del ADN. Por otro lado, optamos por incorporar al estudio dos fármacos que 
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todavía no han sido aprobados para su uso en clínica, pero que están siendo evaluados 

en ensayos clínicos para diferentes tipos de tumores, y forman parte de la denominada 

terapia "dirigida", ya que presentan una diana farmacológica específica. Se trata de un 

inhibidor potente y selectivo de la proteína Mek 1/2, el fármaco Selumetinib o AZD6244 

(AZD) [267], que afecta a la ruta de señalización MAPK, y un compuesto que inhibe la 

ruta PI3-K/Akt a través de la interacción dual con el sitio de unión de ATP en las 

proteínas quinasas PI3-K y mTOR, llamado NVP-BEZ235 (BEZ) [268]. 

De este modo, y sabiendo el potente efecto que produce NVP-AUY922 en todas 

las líneas celulares incluidas en este estudio, decidimos usar una concentración sub-

óptima de NVP-AUY922 (0,01 o 0,005 µM) para ser combinada con concentraciones 

crecientes de GEM, OXA, AZD o BEZ. Además, para la realización de estos experimentos 

se eligieron líneas celulares que no responden bien al tratamiento con los fármacos que 

se combinar con NVP-AUY922, y son consideradas resistentes a ellos, según los ensayos 

de proliferación previamente realizados en nuestro laboratorio. Las líneas celulares 

seleccionadas para el estudio de las combinaciones farmacológicas fueron DLD-1 y HCT-

15, de CCR, y PANC-1 y CFPAC-1, de CP. En concreto, la línea HCT-15 no responde al 

tratamiento con OXA, y la línea DLD-1, al nuevo agente AZD. Por otro lado, las líneas 

celulares de CP PANC-1 y CFPAC-1 no responden a GEM, y en el caso de PANC-1, 

tampoco lo hace frente al inhibidor BEZ. 

En los ensayos dosis-respuesta se utilizaron cuatro concentraciones crecientes 

para cada fármaco (OXA, GEM, AZD y BEZ), dentro de diferentes rangos, y las células 

fueron tratadas en ausencia y presencia de NVP-AUY922 a una concentración de 0,01 

µM, o de 0,005 µM en el caso de las células tratadas con AZD. Los efectos inhibitorios 

sobre la proliferación celular fueron calculados, y a partir de estos datos se determinó la 

curva teórica BLISS. La curva BLISS representa los datos de la inhibición del crecimiento 

celular que se podrían esperar de una combinación aditiva, es decir, de la suma del 

efecto de ambos fármacos. Pero además de esta curva, también se representó la curva 

experimental (EXP), que muestra la inhibición real de la proliferación obtenida en los 

experimentos tras la combinación, y la curva del efecto antiproliferativo del fármaco 

(OXA, GEM, AZD y BEZ) como agente único. Como se observa en la figura 75, para todas 

las líneas celulares estudiadas, la combinación de NVP-AYU922 con los cuatro fármacos 
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estudiados produce un efecto sinérgico, dado que los valores de inhibición del 

crecimiento experimentales (EXP) son superiores a los valores teóricamente esperados 

(BLISS). De hecho, en algunos casos se produce una inhibición de la proliferación muy 

superior tras la combinación farmacológica, que cuando el fármaco actúa solo. Este es 

el caso de la línea celular DLD-1 al ser tratadas con AZD y NVP-AUY922 (Figura 75, D), en 

las que la combinación de ambos fármacos produce una disminución del crecimiento 

celular de 62,6 ± 1,3% a la concentración de AZD más alta utilizada (1 µM), en 

comparación al 37, 5% que produce el fármaco AZD cuando se utiliza como agente 

único a esta misma concentración (Tabla 33).  

Tabla 33: Porcentaje de inhibición de la proliferación tras el tratamiento de NVP-
AUY922 en combinación con otros fármacos. El fármaco NVP-AUY922 fue combinado con 
gemcitabina (GEM), oxaliplatino (OXA), AZD6244 (AZD) y NVP-BEZ235 (BEZ) en las 
concentraciones indicadas en la tabla, y los porcentajes de inhibición de la proliferación 
celular con respecto al control (100%) fueron calculados para cada uno de ellos. La 
primera columna para cada línea representa el % de inhibición calculado teóricamente 
(BLISS), y la segunda columna representa el % de inhibición observado (EXP) a 72 horas. 

Las líneas celulares PANC-1 y CFPAC-1  (Figura 75, A y B) también se beneficiaron 

de la combinación de NVP-AUY922 con el agente quimioterapéutico GEM, utilizado 

precisamente para el tratamiento del CP, con aproximadamente una diferencia de un 

15% de inhibición entre lo esperado (BLISS) y lo que realmente ocurre en los 

experimentos (EXP), en ambos casos (Tabla 33). Por otro lado, la línea celular HCT-15 

(Figura 75, C) experimenta un incremento de un 13,6% de la inhibición de la 

GEM PANC-1 GEM  CFPAC-1 OXA  HCT-15 

[µM] BLISS EXP [µM] BLISS EXP [µM] BLISS EXP 

0,01 16,4 26,2 ± 0,8 0,01 33,4 31,6 ± 2,3 0,1 34,5 46,2 ± 5,7 

0,1 15,7 31,8 ± 3,3 0,1 32,3 47,4 ± 5,4 0,5 36,1 48,4 ± 4,2 

0,5 24,3 52,0 ± 7,9 0,5 38,9 61,8 ± 1,3 1 40,8 53,6 ± 3,9 

1 42 57,5 ± 5,9 1 47,9 63,2 ± 1,2 5 54,5 68,1 ± 1,9 

         

AZD 

 

DLD-1 BEZ  PANC-1 

[µM] BLISS EXP [µM] BLISS EXP 

0,01 16,0 32,7 ± 1,6 0,001 7,6 24,8 ±0,9 

0,1 29,0 39,2 ± 3,1 0,01 13,6 35,2 ± 6,6 

0,5 34,5 53,4 ± 0,4 0,05 27,3 43,0 ± 4,9 

1 37,5 62,6 ± 1,3 0,1 36,5 45,3 ± 2,3 
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proliferación tras el tratamiento con 5 µM de OXA y 0,01 µM de NVP-AUY922, y en la 

línea celular PANC-1 (Figura 75, E) la reducción de la proliferación se incrementa un 

15,7% con el tratamiento con 0,05 µM de BEZ y 0,01 µM de NVP-AUY922, y un 8,8% con 

el tratamiento con 0,1 µM de BEZ y 0,01 µM de NVP-AUY922 (Tabla 33). 

Figura 75: Efectos combinatorios de NVP-AUY922 con otros fármacos. Las líneas 
celulares de CP (A) CFPAC-1 y (B) PANC-1 se trataron con diferentes concentraciones de 
GEM (0,01, 0,1, 0,5 y 1 µM) en ausencia o presencia de 0,01 µM NVP-AUY922 durante 72 
horas. Las curvas de disminución de proliferación para GEM solo, o con NVP-AY922, más 
la curva teórica (BLISS) son representadas. (C) La línea celular de CCR HCT-15 fue tratada 
con varias concentraciones de OXA (0,1, 0,5, 1 y 5 µM) en ausencia o presencia de 0,01 
µM NVP-AUY922 durante 72 horas. Las curvas de disminución de proliferación para OXA 
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solo, o con NVP-AY922, más la curva teórica (BLISS) son representadas. (D) La línea celular 
de CCR DLD-1 fue tratada con concentraciones variables de AZD (0,01, 0,1, 0,5 y 1 µM) en 
ausencia o presencia de 0,005 µM NVP-AUY922 durante 72 horas. Las curvas de 
disminución de proliferación para AZD solo, o con NVP-AY922, más la curva teórica 
(BLISS) son representadas. (E) Las células PANC-1 fueron tratadas con diferentes 
concentraciones de BEZ (0,001, 0,01, 0,05 y 0,1 µM) en ausencia o presencia de 0,01 µM 
NVP-AUY922 durante 72 horas. Las curvas de disminución de proliferación para BEZ solo, 
o con NVP-AY922, más la curva teórica (BLISS) son representadas. La proliferación celular 
en todas las condiciones fue determinada mediante tinción con cristal violeta. En todos 
los gráficos los resultados representan el promedio de al menos tres experimentos 
independientes ± SEM. La curva teórica (BLISS) fue calculada a  partir del promedio para 
cada punto de la curva. 
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La búsqueda de nuevas moléculas capaces de combatir el cáncer de forma eficaz 

y segura para los pacientes es hoy en día la base de numerosas investigaciones debido 

al grave problema sanitario que representa esta enfermedad a nivel mundial. En 

nuestro estudio hemos querido profundizar en las implicaciones de la inhibición de una 

chaperona que se encuentra presente de manera constitutiva en todas las células 

llamada HSP90, la cual participa y es necesaria para la correcta maduración post-

traduccional de numerosas proteínas ("clientes") implicadas en procesos vitales para la 

célula, como la proliferación, la supervivencia y la diferenciación celular [108]. Además, 

es una chaperona que responde en situaciones estresantes para la célula, ejerciendo un 

efecto protector sobre las mismas [69].  

Las células tumorales dependen del correcto funcionamiento de numerosas 

oncoproteínas para su supervivencia, y además, lo tienen que hacer en el ambiente 

desequilibrado que generan los tumores por la falta de nutrientes, oxigeno, etc. Las 

chaperonas, y entre ellas HSP90, colaboran con las células tumorales en su adaptación a 

los desórdenes a los que se enfrentan. Es por ello, que la inhibición de HSP90 puede ser 

una oportunidad de combatir el cáncer, impidiendo que esta chaperona ayude en la 

maduración y estabilización de oncoproteínas, y en la restauración de la homeostasis 

celular [97]. El planteamiento de la chaperona HSP90 como una nueva diana 

farmacológica inicialmente se descartó, ya que es una chaperona esencial para la vida 

en la célula por la multitud de proteínas que dependen de su actividad para completar 

su activación. Sin embargo, y a pesar de no parecer una diana adecuada, algunos 

resultados mostraron que la HSP90 es utilizada de manera diferente por las células 

tumorales. Estas células suelen tener inducida la expresión de HSP90, una HSP90 más 

activa, e incluso localizada en lugares diferentes, en comparación a la HSP90 de células 

no tumorales [117]. De hecho, el uso de los inhibidores de HSP90 cómo nueva 

estrategia para abordar la lucha contra el cáncer ha surgido en las dos últimas décadas 

como una prometedora forma de terapia dirigida, y muchos de estos inhibidores están 

siendo evaluados en ensayos clínicos. Los inhibidores de HSP90, en general, impiden la 

unión de ATP a HSP90, por lo que imposibilitan su cambio conformacional y su actividad 

[71, 108]. En este trabajo, dos inhibidores de HSP90 han sido analizados en 

profundidad. Dichas fármacos son de diferente origen, uno es un derivado semi-
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sintético ansamicínico llamado 17-AAG, y el otro es un derivado sintético basado en el 

resorcinol, denominado NVP-AUY922. 

Ambos inhibidores han sido estudiados por nuestro grupo en dos modelos 

tumorales in vitro de CP y de CCR. El CP es uno de los tumores más malignos y con peor 

pronóstico que existe en el mundo, que carece de una terapia realmente eficaz para 

tratarlo, o para aumentar la supervivencia de los pacientes que lo padecen. En el caso 

de CCR, no es un tumor tan agresivo como el CP y su pronóstico en estadios tempranos 

de la enfermedad es notablemente mejor, pero aun así es un cáncer a tener muy en 

cuenta por su alta frecuencia en la población, y por el alto grado de casos con 

recurrencias tras el tratamiento quirúrgico en los estadios II y III de la enfermedad. 

Además, en ambos se producen casos de resistencia a las terapias comúnmente 

utilizadas en clínica. Por otro lado, cabe destacar que HSP90 puede encontrarse 

sobreexpresada en diferentes tipos de tumores, entre los que se encuentran el CP y el 

CCR [269, 270]. 

1. Implicaciones de la inhibición de HSP90 en la proliferación celular 

Para iniciar el presente estudio se valoró la eficacia antiproliferativa de los 

inhibidores de HSP90, 17-AAG y NVP-AUY922, en dos paneles de líneas celulares de CP y 

de CCR, realizando ensayos de proliferación con concentraciones crecientes de los 

inhibidores, que nos permiten calcular la concentración de fármaco necesaria para 

inhibir el 50% del crecimiento celular in vitro (IC50). En primer lugar se evaluó el efecto 

producido por el inhibidor 17-AAG. El agente 17-AAG ha sido uno de los inhibidores de 

HSP90 más estudiados, y el primero en ser evaluado en un ensayo clínico como fármaco 

antitumoral. Es un derivado del antibiótico natural Geldanamicina (GA) y ha demostrado 

tener efectos antiproliferativos en diferentes tipos tumorales, tanto in vitro como in vivo 

[178-183]. Además, 17-AAG presenta una alta afinidad por la HSP90 expresada en las 

células tumorales [116]. Los resultados obtenidos en los ensayos de proliferación 

dependientes de anclaje realizados en nuestro trabajo muestran respuestas diferentes 

en las células de CP y de CCR frente a este inhibidor. Por un lado, se observa una 

reducción considerable de la mayoría de las líneas celulares al ser tratadas con 17-AAG 

(Figura 29 y 30). Por otro lado, hay tres líneas, dos líneas celulares de CP, PANC-1 y 

CFPAC-1, y una línea celular de CCR, Caco-2, cuya disminución de la proliferación es 
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menor que en resto de líneas (Figura 29 y 30), y además tienen un valor de IC50 superior 

a 1 µM (Tabla 16 y 17). El resto de las células, presentan una IC50 inferior a 1 µM. Por 

tanto, se pueden distinguir dos grupos diferentes según su respuesta a 17-AAG, que los 

hemos agrupado teniendo como referencia si su valor de IC50 es superior o inferior a 1 

µM. Según este criterio, hay un grupo de líneas celulares con una IC50 inferior a 1 µM o 

sensibles a 17-AAG, y otro pequeño grupo con una IC50 superior a 1 µM o resistentes a 

17-AAG, compuesto por las líneas celulares CFPAC-1, PANC-1 y Caco-2. En el grupo de 

las líneas sensibles, hay una línea celular de CCR, LoVo, cuya respuesta a 17-AAG es baja 

a concentraciones en un rango de 0,001-0,5 µM de 17-AAG, y más alta a 

concentraciones superiores, por lo que su sensibilidad a 17-AAG ha sido considerada 

por nosotros como intermedia. En general, el rango de valores de IC50, en las líneas de 

CP y CCR estudiadas tras el tratamiento con 17-AAG, va desde 6nM hasta más de 2 µM 

(Tabla 16 y 17). Este rango es muy amplio, debido al diferente efecto antiproliferativo 

producido por 17-AAG en estos modelos celulares, ya que hay líneas celulares muy 

sensibles y otras resistentes a este inhibidor. Los resultados obtenidos en los ensayos 

independientes de anclaje confirmaron que las tres de líneas celulares, PANC-1, CFPAC-

1 y Caco-2 (Figura 37 y 39), no responden al tratamiento con 17-AAG. Sin embargo, el 

resto de las líneas celulares mostraron una gran sensibilidad a 17-AAG, reduciendo la 

formación de colonias casi en su totalidad (Figura 37 y 39).  

En segundo lugar, se evaluó la capacidad antiproliferativa de otro inhibidor de 

HSP90, llamado NVP-AUY922, de igual modo que se hizo con 17-AAG. Respecto a NVP-

AUY922, hay que destacar que ha sido menos estudiado que 17-AAG, ya que es un 

inhibidor más reciente; pero aun así varias publicaciones ya han puesto de manifiesto su 

gran capacidad de frenar la proliferación en varios tipos de tumores en ensayos pre-

clínicos [226-230]. Los resultados obtenidos en los ensayos de proliferación de nuestro 

estudio también indican su potente capacidad de inhibición del crecimiento, tanto en 

líneas celulares de CP, como en las de CCR (Figura 31 y 32). De hecho, todas las líneas 

celulares estudiadas presentan valores de IC50 muy inferiores a 1 µM, comprendidos 

entre 2 nM y 65 nM. Este rango oscila en concentraciones nanomolares, muy por 

debajo de los valores de IC50 de algunas líneas celulares al ser expuestas a 17-AAG. Tras 

el tratamiento de NVP-AUY922 no hemos encontrado ninguna línea celular que no 
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responda o resistente a su efecto. Al igual que nosotros, otros autores no han 

encontrado ninguna línea celular de CP resistente al tratamiento de NVP-AUY922 [271], 

ni tampoco en un panel de líneas celulares de cáncer gástrico [272], constatando el gran 

poder citotóxico de este inhibidor en modelos celulares de CP y de otro tipo de tumores 

gastrointestinales. Además, y del mismo modo que ocurre en las líneas celulares de 

nuestro estudio, NVP-AUY922 exhibe una actividad antiproliferativa potente y superior 

a la producida por 17-AAG [228]. En cuanto a los estudios realizados en pacientes, 

queremos comentar que NVP-AUY922 está siendo evaluado en varios ensayos clínicos 

[231] tras los resultados tan prometedores que se han obtenido en los estudios pre-

clínicos, aunque todavía no se dispone de muchos resultados publicados al respecto. 

Los niveles de expresión de HSP90 también nos pareció un factor a tener en 

cuenta para valorar la respuesta de las células a los inhibidores de HSP90, ya que es 

común que las células tumorales con una alta expresión de HSP90 dependan más de su 

correcta funcionalidad para su supervivencia, y por tanto la inhibición de HSP90 en 

estas células puede causar efectos más graves, que en otras células. Por otro lado, 

también es posible que si las células tumorales tienen una alta expresión de HSP90, la 

capacidad de los inhibidores se vea limitada por la cantidad de HSP90. En relación a 

esto, estudiamos si los efectos antiproliferativos de 17-AAG y NVP-AUY922 estaban 

asociados a los niveles de expresión de HSP90 de las líneas celulares incluidas en el 

estudio. Sin embargo, ni en las líneas celulares de CP, donde los niveles de expresión de 

HSP90 son variables (Figura 26 y 27), ni en las líneas celulares de CCR que presentan 

niveles muy similares de expresión (Figura 26 y 28), hemos podido determinar una 

relación entre las diferencias de sensibilidad al tratamiento y los diferentes niveles de 

expresión de HSP90. En el caso de NVP-AUY922, todas las líneas responden bien al 

tratamiento, independientemente de su mayor o menor expresión de HSP90, por lo que 

podemos constatar que no hay relación entre los niveles de HSP90 de las líneas 

celulares y su sensibilidad a NVP-AUY922. En el caso de 17-AAG, como hemos 

comentado anteriormente, hay varias líneas con baja o ninguna respuesta a este 

inhibidor: PANC-1, CFPAC-1 y Caco-2. Las líneas celulares de CP PANC-1 y CFPAC-1 

presentan niveles de expresión de HSP90 superiores a otras líneas celulares sensibles a 

17-AAG. A priori, este resultado nos hizo pensar que la mayor expresión de HSP90 en 
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estas células podría estar vinculada a su escasa respuesta a 17-AAG. Sin embargo, al 

observar los niveles de expresión de HSP90 del resto de las líneas celulares esta 

hipótesis fue descartada, ya que otras de líneas celulares de CP con una alta expresión 

de HSP90, como IMIM-PC-1, Hs 766T o BxPC3, son líneas celulares muy sensibles a 17-

AAG en los ensayos de proliferación (Figura 29 y Tabla 16). En las líneas celulares de 

CCR, la línea resistente a 17-AAG, Caco-2, y la línea LoVo, que responde 

moderadamente a 17-AAG, también tienen una alta expresión de HSP90 (Figura 26 y 

28). Pero aun así, y del mismo modo que ocurre en las líneas celulares de CP, otras 

líneas celulares de CCR, como HCT-15 o HCT 116, presentan niveles de expresión de 

HSP90 similares a los expresados por la línea Caco-2, y son sensibles a 17-AAG en los 

ensayos de proliferación (Figura 30 y Tabla 17). Por tanto, no hemos encontrado una 

relación directa entre los niveles de expresión de HSP90 y su sensibilidad a los 

inhibidores 17-AAG y NVP-AUY922 en los paneles de células tumorales de CP o de CCR 

estudiados. 

De forma adicional, se evaluaron los efectos antiproliferativos de 17-AAG y NVP-

AUY922 en ensayos de larga duración, en concreto seis días, a una concentración 

constante de cada fármaco (Figura 35). Los ensayos de proliferación se realizaron en 

cuatro líneas celulares de CP y cuatro líneas celulares de CCR, y la reducción del 

crecimiento de las líneas celulares seleccionadas fue calculada tras el tratamiento con 

los inhibidores de HSP90. Al analizar los resultados obtenidos, se observa que NVP-

AUY922 es el inhibidor con un efecto antiproliferativo más potente (Figura 35, B, Tabla 

21), y que todas las líneas celulares, tanto de CP como de CCR, presentan una 

disminución prácticamente total de su crecimiento tras seis días de tratamiento. Los 

efectos causados por 17-AAG son diferentes. En este caso, las líneas celulares que no 

responden frente a 17-AAG en los ensayos dosis-respuesta CFPAC-1, PANC-1 y Caco-2, 

tampoco lo hacen tras seis días de tratamiento y su proliferación casi no está afectada, 

presentando solamente una reducción de la proliferación entre un 10-20% (Figura 35, 

A, Tabla 21). Estos resultados nos confirman la escasa respuesta de dichas líneas 

celulares al efecto de este inhibidor. Por otra parte, las otras cinco líneas celulares 

analizadas, incluida la línea celular LoVo, presentan una disminución considerable de la 

proliferación tanto a los tres como a los seis días de tratamiento. En este ensayo las 
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líneas más afectadas fueron HT-29 y SW620, ambas de CCR, con una disminución de 

aproximadamente el 95% de la proliferación a los seis días de tratamiento. Las líneas 

celulares IMIM-PC-2, IMIM-PC-1 y LoVo, también presentaron una importante 

reducción de su crecimiento, confirmándose así su sensibilidad a este inhibidor. 

En último lugar, se estudiaron los efectos antiproliferativos de 17-AAG y NVP-

AUY922 en cultivos primarios procedentes de muestras de tumores extirpados de 

pacientes con CCR intervenidos en el HCUVA y en el HUSL, como una forma de 

aproximación a los resultados que se obtendrían en clínica y la aplicabilidad de estos 

inhibidores en pacientes con este tipo de tumores. Hay que recordar que la realización 

de experimentos en este tipo de muestras es mucho más dificultosa que en líneas 

celulares tumorales establecidas, y que son poblaciones celulares muy heterogéneas, 

por lo que muchas veces la correlación de los resultados entre los cultivos primarios y 

las líneas celulares es muy compleja. Tras el procesamiento de multitud de muestras 

tumorales que llegaron a nuestro laboratorio, finalmente se realizaron ensayos de 

proliferación en 16 cultivos primarios (Tabla 8), que permanecieron en cultivo durante 

cierto tiempo. Los 16 cultivos primarios fueron tratados con concentraciones 

constantes de 17-AAG y de NVP-AUY922, y ambos inhibidores produjeron una 

disminución del crecimiento celular similar, alrededor de un 40% (Figura 33), aunque 

esta reducción de la proliferación no fue tan pronunciada como la producida por los 

inhibidores en las líneas celulares de CCR estudiadas. Además de estos ensayos, en 

cuatro de los cultivos primarios, denominados HCUVA-CC-1, HCUVA-CC-34,  HCUVA-CC-

1CT y HCUVA-CC-3CT, se realizaron ensayos de proliferación con concentraciones 

crecientes de cada inhibidor y se calculó el valor de su IC50 para cada uno. Los resultados 

de estos experimentos muestran que uno de los cultivos primarios, HCUVA-CC-34, tiene 

un valor de IC50 superior a 1 µM para ambos inhibidores y no responde bien a ninguno 

de los dos, por lo que, y del mismo modo que hicimos en las líneas celulares, según esta 

IC50 es considerado resistente a 17-AAG y NVP-AUY922 (Figura 34 y Tabla 20). Este 

cultivo primario proviene de un tumor en estadio IV, el más avanzado de la 

enfermedad, con metástasis distantes, y estuvo recibiendo un tratamiento 

neoadyuvante, que consistió en la administración de los agentes quimioterápicos 5FU 

junto con leucovorina (LV) e irinotecan, antes del tratamiento quirúrgico (Tabla 9). El 
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cultivo HCUVA-CC-34 es el único modelo celular utilizado en el estudio que no responde 

a NVP-AUY922, y tampoco lo hace a 17-AAG (Figura 34 y Tabla 20). La resistencia que 

muestra este cultivo a los inhibidores de HSP90 quizás es debida a que son células con 

un mayor grado de agresividad por provenir de una muestra tumoral en estadio IV, o 

porque al ser un tumor previamente tratado, las células más sensibles a los fármacos 

antitumorales se han destruido, mientras que la subpoblación de células resistentes ha 

sobrevivido y sigue proliferando. Además, los ensayos en agar blando también 

mostraron una menor respuesta de este cultivo a 17-AAG y NVP-AUY922 (Figura 41 y 

42), lo que nos confirmó la escasa respuesta de HCUVA-CC-34 a los inhibidores de 

HSP90. Por el contrario, los otros tres cultivos primarios responden bien a los 

inhibidores de HSP90. El cultivo primario que responde mejor a ambos inhibidores es 

HCUVA-CC-3CT (Figura 34 y Tabla 20), y es un cultivo que proviene de una muestra 

tumoral de un CCR con un fenotipo de alta inestabilidad de microsatélites (MSI-H) que 

se encontraba en estadio III y que no ha recibido tratamiento previo (Tabla 9). Los 

cultivos HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-1CT también son sensibles a 17-AAG y NVP-AUY922 

(Figura 34 y Tabla 20). El primero proviene de una muestra anónima, por lo que no 

sabemos a qué tipo de CCR pertenece, y el segundo proviene de una muestra tumoral 

de un CCR de tipo serrado en estadio II (Tabla 9) que tampoco había sido tratado antes 

de la operación. En los ensayos de formación de colonias, los cultivos HCUVA-CC-1 y 

HCUVA-CC-3CT sufrieron una reducción similar del número de colonias tanto con 17-

AAG, como con NVP-AUY922 (Figura 41 y 42). En general, los resultados obtenidos en 

los cultivos procedentes de muestras tumorales de pacientes pueden servir como 

antecedentes pre-clínicos del efecto citotóxico que podrían producir este tipo de 

fármacos en diferentes tipos y estadios de CCR. 

2. Alteración en las cascadas de señalización PI3-K y MAPK por la 

inhibición de HSP90 

La inhibición de las cascadas de señalización PI3-K/Akt y MAPK pueden 

proporcionar una nueva forma de abordar el tratamiento contra el CP y el CCR, ya que 

la desregulación y la sobreactivación de estas rutas es frecuente en las células de estos 

tipos de tumores, entre otros, y causante de la alteración de procesos celulares que 

contribuyen a la supervivencia [128, 129, 134, 135]. Teniendo en cuenta que varias de 
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las proteínas que forman parte de estas cascadas son proteínas clientes de HSP90, la 

utilización de inhibidores de HSP90 podría interrumpir una misma ruta de señalización, 

en varios puntos y al mismo tiempo, por lo que se presenta como una estrategia muy 

interesante para combatir con éxito a las células cancerosas [71, 108]. Por tanto, el 

siguiente paso de nuestro trabajo fue estudiar cómo influye la inhibición de HSP90, 

producida por 17-AAG y NVP-AUY922, en los niveles de expresión de proteínas que 

pertenecen a las vías de transducción de señales PI3-K/Akt y MAPK, en los modelos 

tumorales de CP y de CCR utilizados en nuestro estudio.  

Este estudio se inició con la familia de receptores HER, que son capaces de 

activar a ambas rutas y además son proteínas clientes de HSP90, por lo que nos pareció 

muy interesante analizar el efecto de los inhibidores de HSP90 sobre estos receptores. 

Dentro de los receptores HER, EGFR es uno de los receptores más estudiado como 

diana molecular para el tratamiento del cáncer, incluyendo el CP y el CCR, en los cuales 

puede encontrarse sobreexpresado frecuentemente [133]. Para determinar el efecto de 

17-AAG y NVP-AUY922 sobre los niveles de expresión de los receptores HER, varias 

líneas celulares fueron tratadas a concentraciones constantes de 17-AAG o NVP-

AUY922 a diferentes tiempos, y a continuación se analizaron sus niveles de expresión. 

Los resultados revelan que las líneas celulares sensibles al tratamiento con 17-AAG, 

IMIM-PC-2 y HT-29, y las líneas celulares sensibles a NVP-AUY922, SW620, Caco-2, 

IMIM-PC-2 e IMIM-PC-1, sufren una disminución importante de la expresión de estos 

receptores, sobretodo de EGFR y HER2 (Figura 43 y 44). Incluso en algunas líneas 

celulares, la reducción de los niveles de expresión de EGFR y de HER2 fue detectada tras 

sólo cuatro horas de tratamiento (IMIM-PC-1 y CFPAC-1, Figura 45). Además de las 

líneas celulares, cuatro cultivos primarios fueron tratados con 17-AAG y NVP-AUY922, y 

posteriormente los niveles de expresión de EGFR fueron analizados. En el cultivo 

HCUVA-CC-1 no se detectaron niveles de EGFR por lo que no se pudo valorar el efecto. 

En los otros tres cultivos primarios los resultados muestran una disminución de los 

niveles de expresión de EGFR tras el tratamiento con 17-AAG (Figura 48). Tras el 

tratamiento con NVP-AUY922, la disminución de los niveles de EGFR se produce 

considerablemente en el cultivo HCUVA-CC-1CT, mientras que en los cultivos HCUVA-CC-
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34 y HCUVA-CC-3CT, la disminución fue evidente a una alta concentración de NVP-

AUY922 (Figura 48).  

Como hemos comentado, tanto EGFR como HER2 son proteínas clientes de 

HSP90 que dependen de ella para estabilizarse, y cuando HSP90 no funciona 

correctamente no alcanzan su conformación madura y acaban degradándose [273]. Los 

inhibidores utilizados en nuestro estudio, 17-AAG y NVP-AUY922, han demostrado que 

son capaces de disminuir los niveles de expresión de estos receptores en otros tipos de 

tumores. El inhibidor 17-AAG produce una disminución de EGFR en líneas celulares de 

glioma [274]. El inhibidor NVP-AUY922 produce una disminución de HER2 en células de 

cáncer de mama [226], y de EGFR en células de cáncer de pulmón no pequeñas [230]. 

En células tumorales neuroendocrinas, NVP-AUY922 también provocó una reducción los 

niveles de los receptores HER analizados (EGFR, HER2 y HER3) [275]. Estos resultados 

son similares a los determinados en nuestro estudio en modelos tumorales de CP y de 

CCR, ya que 17-AAG, en las líneas celulares sensibles y NVP-AUY922, en todas las líneas 

celulares analizadas producen una disminución de los niveles de los receptores HER 

(Figura 43 y 44). En los cultivos primarios, 17-AAG fue capaz de disminuir los niveles de 

expresión de EGFR, incluso en el cultivo HCUVA-CC-34 que no responde bien al efecto 

de este inhibidor, y NVP-AUY922 también disminuyó los niveles del receptor en los 

cultivos, aunque en menor medida que 17-AAG. Hay que destacar que 17-AAG y NVP-

AUY922 han sido administrados en combinación con fármacos inhibidores específicos 

de receptores de la familia HER con el fin de conseguir un mejor beneficio antitumoral 

para los pacientes, y se han obtenido resultados positivos en combinación con el 

anticuerpo monoclonal trastuzumab, un inhibidor específico de HER2. En el caso de 17-

AAG, se realizaron ensayos clínicos en pacientes cáncer de mama metastásico HER2-

positivos [232, 233], y en el caso de NVP-AUY922 el estudio se realizó en líneas celulares 

de cáncer de mama y de cáncer gástrico, incluidos modelos con resistencia a 

trastuzumab adquirida [244].  

A continuación, estudiamos los niveles de expresión de otras proteínas que se 

encuentran por debajo de los receptores HER, y que forman parte de las cascadas de 

señalización PI3-K/Akt y MAPK. En primer lugar, vamos a comentar los resultados 

relacionados con las proteínas que forman parte de la ruta PI3-K/Akt. Hay que recordar 
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que varias de las proteínas incluidas en esta ruta son proteínas clientes de HSP90 (Akt, 

mTOR, p70S6K). Una de las proteínas estudiadas fue Akt total, y al analizar sus niveles 

de expresión en la línea celular de CP sensible a 17-AAG, IMIM-PC-2, es evidente que su 

expresión sufre una disminución tras 24 horas de tratamiento con 17-AAG (Figura 43). A 

tiempos más largos, se observa una leve disminución de los niveles de expresión de Akt 

en la línea celular Caco-2, probablemente debida a una exposición más larga a 17-AAG 

(48 horas) (Figura 43), aunque este fármaco no causa un gran efecto antiproliferativo en 

esta línea celular, como vimos en los ensayos de proliferación, y es considerada 

resistente a este inhibidor (Figura 30 y Tabla 17). Tras el tratamiento con NVP-AUY922 

también se percibe una disminución de Akt total en las líneas de CCR, SW620 y Caco-2, 

a 24 y 48 horas de tratamiento (Figura 44, A), ambas sensibles a este inhibidor. Además, 

en la línea celular de CP, IMIM-PC-2, sensible también a los dos inhibidores, se analizó el 

estado de fosforilación de Akt 1/2/3, de los tres residuos en conjunto (pan) y por 

separado, y los resultados revelaron que se produce una disminución de su estado de 

fosforilación en respuesta al tratamiento con 17-AAG (Figura 46, A) y con NVP-AUY922 

(Figura 46, B), por lo que la activación de esta proteína quinasa está reducida por efecto 

de los inhibidores de HSP90. La disminución de la fosforilación constitutiva de Akt y la 

reducción de la expresión de Akt total ha sido anteriormente descritas como una 

consecuencia del tratamiento con 17-AAG en líneas celulares de CP [276] y de CCR 

[277], y después del tratamiento con NVP-AUY922 en otros tipos de líneas celulares 

tumorales [272, 275]. 

La alteración de la proteína Akt en nuestro modelo in vitro de CP y de CCR por 

parte de los inhibidores de HSP90 es un resultado muy destacable si pensamos en el 

papel que juega Akt modulando numerosas moléculas relacionadas con la 

supervivencia, diferenciación celular y otros procesos relacionados con la progresión 

tumoral [122, 123]. A esto hay que sumar que en el CP y en el CCR, Akt suele estar 

sobreactivada [278, 279], por lo que las líneas celulares que provienen de estos tipos de 

tumores podrían tener una mayor dependencia del correcto funcionamiento de Akt, y 

por tanto su inhibición en este tipo de tumores es más valiosa, aún si cabe.  

El estudio de la alteración de los niveles de expresión de proteínas causado por 

17-AAG y NVP-AUY922 continuó con algunas de las proteínas que están por debajo de 
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Akt en la cascada de señalización, y son reguladas por ella. Entre las proteínas que 

pueden ser activadas por Akt, encontramos la proteína mTOR, que participa en la 

síntesis de proteínas necesarias para la proliferación, el ciclo celular y el metabolismo 

celular, entre otras funciones. Una de las proteínas efectoras de mTOR, la quinasa 

p70S6K, y uno de los sustratos principales de p70S6K, la proteína ribosomal S6 (RPS6), 

fueron incluidas en nuestro estudio. Ambas proteínas están relacionadas con la síntesis 

de proteínas, al igual que mTOR. Los experimentos realizados en las células IMIM-PC-2, 

tratadas con 17-AAG y NVP-AUY922 durante 24 horas indican que hay una reducción 

del estado de fosforilación de p70S6K y de RPS6 (Figura 46 y 47), por lo que la 

activación de ambas se ve disminuida tras el tratamiento con los inhibidores de HSP90.  

En resumen, los resultados nos indican que varias proteínas que forman la 

cascada de señalización PI3-K/Akt experimentan una disminución de su activación tras 

el tratamiento con 17-AAG y NVP-AUY922 en la línea celular de CP IMIM-PC-2. La 

disminución del estado de fosforilación de Akt y de p70S6K podría deberse a una 

degradación de proteína total, ya que ambas son proteínas clientes de HSP90, o por la 

disminución en los niveles de expresión de proteínas que se encuentran por encima de 

ellas en la ruta, y que suelen provocar su fosforilación. 

Por otro lado, también se analizó el estado de fosforilación de la proteína RPS6 

en otras líneas celulares, tanto de CP como de CCR, y los resultados mostraron que la 

línea resistente a 17-AAG, PANC-1 no presenta cambios en los niveles de fosforilación 

RPS6, y la línea celular Caco-2, también resistente a 17-AAG, muestra una disminución 

leve del estado de fosforilación de esta proteína (Figura 47, A). Por otra parte, la línea 

celular de CCR, HT-29, y la línea celular de CP, IMIM-PC-2, sensibles a 17-AAG, 

presentan una disminución total de la fosforilación de RPS6 (Figura 47, A). La 

disminución de la activación de RPS6 también se produce en las todas las líneas 

celulares que fueron tratadas con NVP-AUY922 (Figura 47, B). Respecto a RPS6, hay que 

destacar que aunque no existen muchos estudios que mencionen su papel en el 

desarrollo del cáncer, un trabajo realizado en un modelo murino de CP en el que los 

ratones tenían suprimida la fosforilación de RPS6 (p-RPS6), demostró que los ratones sin 

posibilidad de expresión de p-RPS6 desarrollaban menos lesiones precursoras de CP, lo 
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que podría significar que la activación RPS6 tiene un papel relevante en la iniciación de 

este tipo de tumores [280]. 

En segundo lugar, vamos a comentar los resultados relacionados con las 

proteínas que forman parte de la ruta MAPK, de gran relevancia para el CP y el CCR por 

la frecuencia de mutaciones que presentan estos tumores en oncogenes como KRAS o 

BRAF [19, 41, 131, 132], y que mantienen activa esta cascada en las células 

cancerígenas. La ruta MAPK suele describirse como una cascada de señalización que se 

inicia por la activación de Ras, seguida de Raf, Mek 1/2, y su última proteína efectora, 

Erk 1/2. Algunas quinasas de esta ruta (Raf-1, B-Raf) son proteínas clientes de HSP90, 

pero es la activación de la última quinasa Erk 1/2, la encargada de regular numerosos 

sustratos que participan en diversos procesos celulares [127], por lo que nos interesó 

analizar si el efecto de los inhibidores de HSP90 interfería en la señalización de la última 

quinasa de la ruta, Erk 1/2, aunque no sea directamente una proteína cliente de HSP90. 

Los niveles totales de Erk 1/2 no se ven alterados tras el tratamiento con los inhibidores 

de HSP90, pero sí se observa una disminución en su estado de activación en respuesta a 

17-AAG en las líneas sensibles, y a NVP-AUY922 en todas las líneas celulares analizadas 

(Figura 43 y 44). La reducción de los niveles de fosforilación de Erk 1/2 detectados en 

las líneas celulares incluidas en nuestro estudio tras el tratamiento con los inhibidores 

de HSP90 es similar a los resultados observados en otros estudios, tanto para 17-AAG 

como para NVP-AUY922 [274-276]. En los cultivos primarios, 17-AAG produce una 

disminución de la fosforilación de Erk 1/2 (p-Erk 1/2) en todos ellos, mientras que NVP-

AUY922 sólo lo hizo en el cultivo HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-1CT (Figura 48). En el cultivo 

HCUVA-CC-3CT la disminución de p-Erk1/2 se observa a una concentración alta de NVP-

AUY922; en cambio, en el cultivo HCUVA-CC-34 la disminución fue muy leve a las dos 

concentraciones utilizadas de NVP-AUY922 (Figura 48). Estos resultados se 

correlacionan con la moderada disminución del receptor EGFR que también se observa 

en estos dos cultivos tras el tratamiento con NVP-AUY922. En ambos casos, el inhibidor 

17-AAG causa una mayor reducción en los niveles de EGFR y de p-Erk 1/2, aunque los 

efectos producidos por 17-AAG y NVP-AUY922 en los ensayos de proliferación para 

estos dos cultivos fueron muy parecidos (Figura 34 y 41). 
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Además de p-Erk 1/2, el estado de fosforilación de una proteína que se 

encuentra “aguas abajo” de la ruta MAPK y es regulada directamente por la señalización 

de Erk 1/2, como es la quinasa RSK1, fue analizada. Esta proteína también está 

relacionada con la ruta PI3-K/Akt, ya que se ha descrito que puede activar a mTOR 

[258]. La quinasa RSK1, también llamada p90S6K, pertenece a una subfamilia de 

quinasas ribosomales S6 y está implicada en el crecimiento, la supervivencia y otros 

procesos celulares [259]. El estado de fosforilación de RSK1 tras el tratamiento con 17-

AAG y NVP-AUY922 fue determinado en la línea celular de CP IMIM-PC-2, y los 

resultados indican una disminución de los niveles de fosforilación de esta proteína 

quinasa (Figura 46) en las células tratadas, como ocurre con la activación de otras 

proteínas estudiadas. Por lo que una vez más, se afianza el hecho de que las señales 

transmitidas a través de estas rutas son interrumpidas por la inhibición de HSP90. 

Por otro lado, y al mismo tiempo que se analizaban los niveles de expresión de 

proteínas clave de las rutas de señalización PI3-K/Akt y MAPK, se determinaron los 

niveles de expresión de HSP70 en las células tratadas. Los resultados indican un rápido 

incremento de expresión de la co-chaperona HSP70 en todas las líneas celulares 

sensibles a los inhibidores 17-AAG y NVP-AUY922 (Figuras 43 y 44), detectable a las 4 u 

8 horas de tratamiento (Figura 45) y en los cuatro cultivos primarios analizados (Figura 

48). La chaperona HSP70 ha sido descrita como un biomarcador de respuesta a la 

inhibición de HSP90, y el incremento de su expresión ha sido puesto de manifiesto en 

numerosos trabajos donde se utilizan agentes inhibidores de HSP90. Se sabe que en 

condiciones de estrés, la inducción de los niveles de HSP70 está mediada por la 

actividad del factor de choque térmico 1 (HSF-1), que es el principal factor de 

transcripción de la respuesta de choque térmico [281]. En condiciones basales, HSP90 

está unida a HSF-1 [282], pero cuando las células sufren un estímulo estresante, otras 

proteínas comienzan a unirse a HSP90 y HSF-1 queda liberado produciendo un aumento 

de las proteínas de choque térmico (HSPs). La interacción de los inhibidores de HSP90 

con esta chaperona impide la asociación de HSF-1 y HSP90, desencadenando la 

respuesta de choque térmico celular y el incremento de chaperonas como HSP70 [283, 

284]. Nuestros resultados muestran una relación entre la sensibilidad de las líneas 

celulares a los inhibidores de HSP90, 17-AAG y NVP-AUY922, y el incremento de HSP70. 
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Solamente un leve aumento de HSP70 fue detectado en la línea celular resistente a 17-

AAG Caco-2. En esta línea celular, 17-AAG también produce ligeros cambios en los 

niveles de expresión de otras proteínas analizadas, como se ha comentado 

anteriormente. En los cultivos primarios hay un incremento de HSP70 tras el 

tratamiento con 17-AAG y NVP-AUY922, a excepción del cultivo HCUVA-CC-34 tras el 

tratamiento con una concentración baja de NVP-AUY922 (Figura 48). Este cultivo, como 

ya hemos comentado, no muestra una gran inhibición de la proliferación tras el 

tratamiento con los inhibidores de HSP90. Aun así, estos fármacos aumentar la 

expresión de HSP70, lo que indica que HSP90 está inhibida. Es posible que este cultivo 

sea capaz de adaptarse y seguir sobreviviendo aunque esta chaperona no funcione 

bien. Por último, los niveles de expresión de HSP90 también fueron analizados, y al 

contrario que ocurre con los niveles de HSP70, la expresión de HSP90 se mantiene 

inalterada tras el tratamiento con 17-AAG y NVP-AUY922.  

3. Efectos sobre el ciclo celular y muerte celular producidos por la 

inhibición de HSP90 

Los inhibidores de HSP90 causaron cambios en el ciclo celular de las líneas 

celulares de CP y de CCR incluidas en este estudio. Además, y en última instancia, en las 

células sensibles a los inhibidores, también se observó la inducción de muerte celular, 

uno de los objetivos perseguidos por los tratamientos antitumorales citotóxicos. 

Probablemente, esta desregulación del ciclo celular y sus consecuencias es debida a una 

incorrecta actividad de HSP90 tras su inhibición. Como ya hemos explicado, HSP90 es 

una chaperona necesaria para una adecuada progresión dentro del ciclo celular, ya que 

algunas proteínas clave en la regulación del ciclo celular forman parte de la batería de 

proteínas clientes de HSP90. A continuación, vamos a comentar en detalle lo que 

hemos observado en los modelos celulares de CP y de CCR. 

En cuanto a los cambios ocurridos en el ciclo celular tras el tratamiento de los 

inhibidores de HSP90, 17-AAG y NVP-AUY922, en las líneas celulares de CP y de CCR 

estudiadas, se produce una acumulación de las células, o bloqueo, en la fase G2/M del 

ciclo celular en las líneas sensibles a estos inhibidores (Figuras 49, 51, 52 y 53, Tablas 

22, 23, 24 y 25), a excepción de la línea celular IMIM-PC-2, en las cuales el inhibidor 17-

AAG produce un bloqueo en la fase G1 (Figura 49, A), y de la línea celular LoVo, en las 
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que se aprecia un incremento de la fase SubG1, sin una acumulación previa en ninguna 

fase del ciclo celular, tras el tratamiento con ambos inhibidores (Figuras 51, D, y 53, D). 

En los cultivos primarios HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-3CT, también se produce una 

acumulación de las células en la fase G2/M tras el tratamiento con 17-AAG y NVP-

AUY922 (Figura 54 y Tabla 26). Otros estudios han demostrado que los inhibidores de 

HSP90 causan acumulación de las células en diferentes fases del ciclo celular en líneas 

celulares tumorales, y la diferente acumulación en una fase u otra parece depender del 

contexto celular y de las proteínas clientes afectadas [155]. Por ejemplo, en líneas 

cancerígenas de vejiga un estudio describió una acumulación de las células ejercida por 

17-AAG en la fase G1 [285], pero otros estudios han demostrado que este mismo 

inhibidor produce una acumulación de células tumorales de CCR en la fase G2/M [277], 

incluyendo la línea celular HT-29, la cual también muestra una acumulación en la fase 

G2/M en nuestros experimentos (Figura 51, A), y en líneas de cáncer de pulmón [286]. 

Para NVP-AUY922, el estudio realizado por Lee y colaboradores en líneas celulares de 

cáncer gástrico determinó que algunas de las células quedaban bloqueadas en la fase 

G1 y otras en la fase G2/M del ciclo celular tras el tratamiento con este inhibidor [272]. 

Según Burrows y colaboradores [155] es posible que el hecho de que las células queden 

acumuladas en un punto u otro del ciclo depende de varios factores, y en el caso de las 

células que se quedan bloqueadas en la fase G1, como ocurre en la línea IMIM-PC-2 

(Figura 49, A) en nuestro trabajo, esté relacionado con varias causas. Por un lado, puede 

deberse a un defecto en la proteína Retinoblastoma (Rb) que participa en la entrada en 

la fase S y la síntesis de ADN, o por otro lado, deberse a que las células alteradas por la 

inhibición de HSP90 no sean capaces de superar el primer punto de control o parada en 

el ciclo, que se encuentra al final de la fase G1. Por último, este bloqueo también podría 

ser debido a la alteración de las proteínas clientes de HSP90 relacionadas con la 

actividad del punto de control de G1/S. Otro estudio llevado a cabo en líneas tumorales 

con el inhibidor de HSP90, herbimicina A, propuso que la acumulación de las células en 

la fase G1 del ciclo está relacionada con la disminución de la expresión y la actividad 

quinasa de las ciclinas D y E y sus Cdks y la hipofosforilación de Rb [287]. Cuando la 

proteína Rb se encuentra en estado hipofosforilado, el factor de transcripción E2F 

permanece inactivo, de manera que la progresión de las células hacia la fase S se ve 

impedida. Pero cuando Rb es fosforilada por los complejos ciclinas-Cdks que participan 
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en la fase G1, las células avanzan hacia la fase S. En nuestro trabajo, la línea celular 

IMIM-PC-2 presenta una acumulación de las células en la fase G1 producida por el 

tratamiento de 17-AAG (Figura 50), y también se determinó que se producía una 

reducción de los niveles de expresión de la ciclina D1, que es una de las ciclinas que 

participa en la fosforilación de Rb, lo que apoya que haya una acumulación de las 

células en la fase G1 del ciclo en esta línea celular.  

Así mismo, interesados en la acumulación de las células o bloqueo que sufren la 

mayoría de las líneas celulares en la fase G2/M tras el tratamiento con los inhibidores de 

HSP90, quisimos ampliar el estudio de este bloqueo en esta fase del ciclo celular. Para 

ello, utilizamos el inhibidor NVP-AUY922, ya que es un fármaco mucho más novedoso 

que 17-AAG y todas líneas celulares de CP y de CCR analizadas son sensibles a él. Esta 

parte del trabajo consistió en analizar los niveles de expresión de dos proteínas 

moduladoras clave en el avance de las células de la fase G2 del ciclo hacia la fase M 

(mitosis), como son la ciclina B1 y la quinasa dependiente de ciclinas Cdc2 (CDK1), que 

además, han sido descritas como proteínas clientes de HSP90. Estas proteínas se unen 

formando un complejo entre la fase S y G2, y cuando este complejo es activado se inicia 

la mitosis. Este complejo se mantiene activo hasta la metafase, participando en la 

regulación de eventos que se producen durante la mitosis como la condensación 

cromosómica, la ruptura de la membrana nuclear, el ensamblaje del huso acromático, 

entre otros. Las Cdks están reguladas por diferentes procesos, como su estado de 

fosforilación. En concreto, Cdc2 necesita estar fosforilada en el residuo treonina 161 

(Thr161) para tener actividad quinasa [137], y además, tiene que ser desfosforilada en 

dos residuos, uno en treonina 14 (Thr14) y otro en tirosina 15 (Tyr15), ya que estas 

fosforilaciones mantienen inhibida su actividad quinasa. La fosforilación de estos 

residuos está regulada por el equilibrio que existe entre la actividad de la fosfatasa 

Cdc25C, y de las quinasas Wee1 y Myt1 [262]. Cuando Cdc2 está asociada con su 

subunidad reguladora, la ciclina B, y es desfosforilada en Thr14 y Tyr15, su actividad 

quinasa se pone en funcionamiento y se desencadena la entrada de las células en 

mitosis [263]. Al final de la mitosis se produce la degradación de la ciclina B, y el 

complejo deja de funcionar [264], provocando la salida de las células de la mitosis. 
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Los experimentos realizados al respecto en nuestro trabajo muestran una 

disminución de la fosforilación de Cdc2 (Tyr15) y Cdc2 total en una línea celular de CP y 

otra de CCR (Figura 59 y 60), y en algunos cultivos primarios de CCR (Figura 61), tras el 

tratamiento con NVP-AUY922. La disminución de la fosforilación de Cdc2 indica que 

Cdc2 está activada, y por tanto las células pueden avanzar hacia la fase M. Esta 

reducción en la fosforilación puede ser consecuencia de la disminución de los niveles de 

proteína total de Cdc2 o puede deberse a que las proteínas encargadas de la regulación 

de su fosforilación también se vean alteradas por la inhibición de HSP90. Además, la 

disminución de Cdc2 total también puede causar un descenso en la formación del 

complejo ciclina B1/Cdc2. Por otro lado, NVP-AUY922 no fue capaz de provocar cambios 

significativos en los niveles de expresión de la ciclina B1, a pesar de que ésta también es 

proteína cliente de HSP90. Esto nos indica que no todas las proteínas clientes se ven 

alteradas del modo mismo tras la inhibición de HSP90, y mientras algunas proteínas 

clientes se degradan rápidamente como hemos visto anteriormente, otras, como la 

ciclina B1 no sufren cambios a la misma concentración y tiempo de exposición al 

fármaco en los modelos tumorales de CP y de CCR estudiados. Otros autores han 

descrito resultados similares a los obtenidos en nuestro estudio, con una reducción de 

los niveles de expresión de Cdc2. Sin embargo, también detectaron una disminución en 

los niveles de ciclina B1 tras el tratamiento con este fármaco, pero en otros modelos 

celulares y a un tiempo de tratamiento más largo (72 horas) [272]. 

Teniendo en cuenta lo planteado anteriormente, decidimos que también podría 

ser interesante sincronizar una línea celular (CFPAC-1) para comprobar si cuando las 

células partían desde el mismo punto del ciclo celular, se acumulaban en la misma fase 

del ciclo celular, que cuando no están sincronizadas. Para ello, las células se trataron 

con afidicolina, un fármaco que produce una acumulación al final de la fase G1 e inicio 

de la fase S del ciclo celular de forma reversible [248, 249], y a continuación fueron 

liberadas y tratadas con NVP-AUY922. Este ensayo, realizado en la línea celular de CP 

CFPAC-1, reveló que las células sincronizadas tratadas con NVP-AUY922 efectivamente 

se quedaban acumuladas en la fase G2/M, mientras que las células no tratadas volvían a 

un patrón de ciclo celular normal (Figura 62). De manera adicional, los niveles de 

expresión de Cdc2 total y de su fosforilación (Tyr15) también fueron determinados en 
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las células sincronizadas con afidicolina y en las células tratadas con NVP-AUY922 tras la 

sincronización. Al igual que ocurrió en las células sin sincronizar, los resultados indican 

una reducción tanto de la activación como de los niveles totales de Cdc2 (Figura 63). 

Nuestro grupo de investigación en un trabajo previo determinó en células de 

glioblastoma [288], un tumor muy agresivo y con un alto grado de resistencia a los 

tratamientos, un bloqueo de las células en la fase G2/M del ciclo tras el tratamiento del 

inhibidor de HSP90 natural ansamicínico GA, precursor de 17-AAG. Esta acumulación en 

G2/M era evidente tanto en células sin sincronizar como en las que partían desde el 

mismo punto del ciclo, o sincronizadas, de forma similar a lo que ocurre en la línea 

celular CFPAC-1 tras el tratamiento con NVP-AUY922. En este estudio, se determinaron 

también los niveles totales de Cdc2 y su actividad, y del mismo modo que NVP-AUY922 

reduce los niveles de Cdc2 en las líneas celulares analizadas en nuestro trabajo, GA 

hacía lo propio en estas células (sincronizadas y no sincronizadas).  

Estos resultados, y los presentados con diferentes inhibidores de HSP90 

mencionados anteriormente [272, 286], secundan el hecho de que el bloqueo en la fase 

G2/M del ciclo celular provocado por los inhibidores de HSP90 podría estar relacionado 

por diversos factores entre los que se encuentran los desajustes de la proteína Cdc2. 

Además del estudio de las proteínas implicadas en la transición de la fase G2 

hacia la mitosis, también quisimos investigar si las líneas celulares que presentaban una 

acumulación en la fase G2/M del ciclo celular tras el tratamiento con los inhibidores de 

HS90, alcanzaban la fase de mitosis. Para ello, se realizaron experimentos para 

determinar los niveles de fosforilación de la histona H3 (fosfo-histona H3). Las histonas 

y otras proteínas participan en la condensación de los cromosomas, proceso que 

sucede durante la división celular. Concretamente, una de estas histonas, la H3, es 

extensamente fosforilada durante la mitosis y este hecho ha sido utilizado como un 

sello distintivo de esta fase del ciclo celular [261]. El estudio de los efectos provocados 

por los inhibidores de HSP90 revela que los niveles de fosfo-histona H3 (Ser 28 y Ser10) 

se incrementan en las líneas celulares sensibles a 17-AAG y NVP-AUY922 analizadas 

(Figuras 55 y 58, Tablas 27 y 28), que además experimentan un bloqueo en la fase 

G2/M. En el cultivo primario HCUVA-CC-1 también se observa un leve incremento de la 

fosfo-histona H3 (Ser10), cuando estas células son tratadas con 17-AAG o con NVP-
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AUY922 (Figura 58, D, Tabla 28). El incremento de la histona H3 fosforilada en las 

células tratadas confirma que hay un mayor porcentaje de células en mitosis tras el 

tratamiento con estos fármacos, que en las células sin tratar; y por tanto, que los 

inhibidores de HSP90 promueven su entrada en mitosis. Además, el incremento de la 

fosfo-histona H3 está acompañado por una morfología anormal de los núcleos que se 

encuentran en mitosis, como pudimos comprobar en los ensayos mediante microscopía 

de fluorescencia (Figura 57). Ciertamente, otros trabajos publicados al respecto han 

confirmado que 17-AAG induce la formación de figuras mitóticas anormales o 

aberrantes, acompañadas de un bloqueo en la fase G2/M del ciclo celular [289]. Las 

figuras mitóticas formadas en dicho trabajo [289] se caracterizaron por presentar 

múltiples centrosomas y una pérdida del alineamiento de los cromosomas en el huso 

acromático. Para otros inhibidores de HSP90, como es el caso de NVP-HSP990, también 

se ha observado un bloqueo en la fase G2/M y la formación de núcleos mitóticos 

anormales en líneas células de CP y de glioblastoma [290]. 

Las características morfológicas anteriormente mencionadas son fenómenos 

singulares que se han asociado a un mecanismo de muerte celular denominada 

catástrofe mitótica, y así fue mencionado en los trabajos donde hallaron estas figuras 

mitóticas aberrantes. Este término, en definitiva, se utiliza para describir un tipo de 

muerte celular, aunque existe controversia sobre si es un mecanismo de muerte celular 

propiamente dicho, o más bien es un mecanismo previo a un proceso de muerte celular 

"clásico". Este debate surgió a partir de resultados que mostraban cómo las células con 

fallos en la maquinaria mitótica inducen procesos como la apoptosis, necrosis, o incluso 

pueden conducir a las células hacia un estado de senescencia. Por estos motivos, este 

tipo de muerte ha sido más bien definido como un mecanismo oncosupresivo, a partir 

del cual se desencadena un proceso de muerte celular o la senescencia [149, 291, 292]. 

En general, la catástrofe mitótica es un mecanismo que intenta evitar la 

inestabilidad genómica en las células, provocada por perturbaciones de la maquinaria 

mitótica, como la micronucleación, que suele conducir a una segregación aberrante de 

los cromosomas, y por la multinucleación, consecuencia de fallos en la citocinesis que 

hacen que una célula presente más de un núcleo [146]. Galluzzi y colaboradores [291] 

han descrito cuatro características que definen la catástrofe mitótica: comienza por 
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perturbaciones en el aparato mitótico, se produce durante la fase de mitosis, suele ir 

acompañada de una parada en la fase de mitosis y por último, produce muerte celular o 

senescencia en las células. En nuestro trabajo, no hemos podido ver tan claramente las 

características morfológicas que confirman la presencia de micro o multinucleación, 

pero sí se aprecian formas aberrantes en los núcleos mitóticos de las células tratadas 

con los inhibidores de HSP90, que pueden hacernos pensar que las células de nuestro 

estudio, efectivamente tienen disfunciones en el sistema mitótico (Figuras 57 y 58). En 

resumen, los resultados de los experimentos han mostrado alteraciones en los niveles 

de expresión de Cdc2 y en su fosforilación (Tyr15) en dos líneas celulares diferentes, 

CFPAC-1 y Caco-2 (Figura 59), en las cuales también se observan figuras mitóticas 

anormales (Figura 58, B y C), además de un bloqueo en la fase G2/M del ciclo celular 

(Figuras 52,D, y 53, B) y un incremento de células en la fase de mitosis (Figura 55,B) tras 

el tratamiento con NVP-AUY922. Por tanto, es probable que estas células, CFPAC-1 y 

Caco-2, sufran un proceso de catástrofe mitótica a consecuencia de la inhibición de 

HSP90. 

Además de los efectos en el ciclo celular descritos anteriormente, como el 

bloqueo en la fase G1 producido por 17-AAG en la línea de CP IMIM-PC-2, o el bloqueo 

en la fase G2/M producido por 17-AAG y NVP-AUY922 en varias de las líneas celulares 

analizadas, el tratamiento con los inhibidores de HSP90 produce un aumento de los 

niveles de la fase SubG1 en las células sensibles, indicativo de que las células 

experimentan un proceso de muerte celular (Figuras 49, 51, 52 y 53). La presencia de 

muerte celular se corresponde con los efectos antiproliferativos también vistos en las 

células sensibles en los ensayos de proliferación celular descritos al inicio del trabajo 

(Figuras 29, 30, 31 y 32). Al profundizar en el mecanismo de muerte celular mediante 

experimentos de citometría de flujo con Anexina V, un indicador de apoptosis 

temprana, y el estudio de la cromatina por microscopía de fluorescencia, observamos 

que la línea celular de CP IMIM-PC-2 presenta características propias de un proceso 

apoptótico cuando son tratadas con ambos inhibidores, como son el incremento de las 

células marcadas con Anexina V (Figura 64 y 66) y la formación de núcleos con 

cromatina fragmentada (Figura 66 y 68). La muerte celular por apoptosis debida al 

tratamiento por 17-AAG y NVP-AUY922 ha sido observada por diferentes autores en 
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numerosos tipos de células cancerígenas [227, 228, 272, 275, 277, 285, 286], aunque 

este tipo de muerte no está presente en todos los casos. Por ejemplo, en el estudio 

realizado por Hostein y colaborabores [277] en líneas de adenocarcinoma de colon, 

demostró que 17-AAG inducía apoptosis en todas las líneas celulares excepto en una, a 

pesar de que esta línea presentaba una respuesta similar con respecto a la viabilidad 

celular y la reducción de proteínas clientes a otras líneas que sí sufrían apoptosis. De 

igual modo ocurre en el trabajo presentado por Lee y colaboradores [272] en células de 

cáncer gástrico, donde NVP-AUY922 sólo produjo apoptosis en una de las líneas 

celulares, a pesar de que todas ellas eran muy sensibles al inhibidor. Parece claro que 

no todas las líneas celulares sensibles a estos inhibidores responden del mismo modo a 

la inhibición de HSP90 con respecto a los mecanismos de muerte celular, sino que los 

factores necesarios para inducir un tipo de muerte u otra podrían depender de las 

características intrínsecas de cada tipo de célula, según las proteínas clientes de HSP90 

que se ven alteradas en ellas. 

En nuestro trabajo, la línea celular de CP CFPAC-1 que tras el tratamiento con 

NVP-AUY922 queda bloqueada en la fase G2/M del ciclo celular y presenta figuras 

mitóticas aberrantes, también experimenta un aumento de la fase SubG1 (Figura 52, D), 

indicativo de muerte celular, probablemente debida a un proceso de catástrofe 

mitótica, como hemos comentado anteriormente. Además, en esta línea celular se 

produce un incremento en el número de células positivas para Anexina V y para 7-AAD, 

por lo que son células que se encuentran en un proceso de apoptosis tardía o 

directamente mueren por necrosis (Figura 66). Estos resultados indica que el 

mecanismo de muerte que se produce en esta línea celular es diferente al que se 

ocasiona en la línea IMIM-PC-2, a igual concentración y tiempo de exposición a NVP-

AUY922. Sin embargo, también hay que pensar que las diferentes vías de muerte celular 

dependen de cascadas de señalización altamente complejas, y que la presencia de una 

no descarta que se desencadenen otros posibles tipos de muerte, ya que más de un 

tipo de muerte puede producirse de forma simultánea.  

Por otro lado, también hay que tener en cuenta que los inhibidores de HSP90 

pueden activar la inducción de la expresión de otras chaperonas, como HSP70, 

impidiendo la asociación entre HSF-1 y HSP90, como comentamos anteriormente [283, 
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284]. Esta inducción puede influir en los efectos que provocan los inhibidores de HSP90 

en las células tumorales, ya que algunas chaperonas tienen una función citoprotectora y 

pueden activar señales anti-apoptóticas. La chaperona HSP70 participa como una co-

chaperona de HSP90, y además es altamente inducible en células que están sufriendo 

un proceso estresante o negativo para la célula, al igual que ocurre con HSP27. Ambas 

son capaces de modular la ruta de señalización de la apoptosis en diferentes puntos, 

protegiendo a las células de este fenómeno, y por tanto aumentando su supervivencia. 

De hecho, inhibidores de las chaperonas HSP70 y HSP27 han sido propuestos como 

posibles agentes quimioterápicos [293]. Un estudio realizado con una construcción anti-

sentido de HSP70 disminuyó la proliferación de una línea celular de cáncer gástrico e 

indujo su apoptosis [294], poniendo de manifiesto el importante papel que juega esta 

chaperona en la supervivencia celular. Otros estudios han informado de la 

sensibilización a los inhibidores de HSP90 que sufren las células donde la expresión de 

HSP70, u otras proteínas relacionadas, han sido anuladas. En uno de ellos, se demostró 

que el silenciamiento de los niveles endógenos de HSP70 y la inhibición farmacológica 

de la inducción de HSP70 en células tumorales de leucemia mieloide aguda potenciaba 

el efecto antitumoral de 17-AAG [284]. En otro estudio, teniendo en cuenta que el 

incremento de la expresión de HSPs, como HSP70, está mediado por el factor HSF-1, se 

utilizaron ratones “knock-out” para HSF-1, y en células derivadas de estos ratones se 

comprobó que, tras el silenciamiento de HSF-1, las células respondían mejor al 

tratamiento con inhibidores de HSP90 [283]. Más recientemente, un trabajo realizado 

en células de CCR y de carcinoma de ovario demostró que el silenciamiento simultáneo 

de la isoforma inducible de HSP70, HSP72, y su forma constitutiva, HSC70, suprimía la 

actividad anti-apoptótica de estas chaperonas y provocaba un aumento considerable de 

la apoptosis producida por 17-AAG [295]. De igual modo que la chaperona HSP70, la 

inducción de la expresión de la chaperona HSP27 también tiene un efecto citoprotector 

en células tumorales frente a 17-AAG, y su silenciamiento es capaz de aumentar la 

sensibilidad al inhibidor en ensayos de formación de colonias [296]. 

Por tanto, la susceptibilidad de las células tumorales a sufrir una muerte celular 

por apoptosis cuando son tratadas por los inhibidores de HSP90 también depende del 

equilibrio entre las señales pro-apoptóticas y anti-apoptóticas o de supervivencia que se 
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generan tras el tratamiento. Además, como ya hemos mencionado, otras rutas de 

muerte celular pueden ser activadas y predominar o coexistir con procesos apoptóticos. 

Probablemente de ahí que las diferentes líneas celulares no siempre presenten la 

misma forma de muerte celular al ser tratadas con los inhibidores de HSP90. 

4. Limitaciones de 17-AAG como inhibidor de HSP90 

La búsqueda continua de nuevas moléculas capaces de inhibir eficazmente a 

HSP90 no se ha frenado durante las dos décadas desde que se descubrió el gran 

potencial que tenían como agentes antitumorales. Esto se debe al objetivo de intentar 

encontrar inhibidores que produzcan mejores resultados y que ofrezcan ventajas 

farmacológicas con respecto a los ya conocidos. Una de los primeros inhibidores de 

HSP90 estudiado fue 17-AAG, pero los inconvenientes asociados a su administración y 

su baja actividad antitumoral en estudios clínicos, han frenado su desarrollo y han 

hecho que los ensayos en pacientes se hayan centrado en otros inhibidores de HSP90 

con mejores características, como es el caso de NVP-AUY922 y otras moléculas 

sintéticas.  

Algunos estudios han puesto de manifiesto que la baja respuesta a 17-AAG está 

relacionada con la presencia de quinonas reductasas, y de bombas de extrusión de 

compuestos. Partiendo de esta información, quisimos estudiar más detenidamente la 

escasa o prácticamente nula respuesta que presentan algunas líneas celulares de los 

paneles de CP y de CRR utilizados en nuestro estudio, frente al tratamiento con 17-AAG 

(Figuras 29 y 30, Tablas 16 y 17), y si dichos mecanismos podrían estar relacionados con 

esta resistencia. Nuestra investigación comenzó por determinar los niveles de expresión 

de algunos transportadores de membrana dependientes de ATP o ABC (Mdr-1, MRP1 y 

BCRP1) en todas las líneas celulares incluidas en nuestro trabajo (Figura 68 y 69). La 

sobreexpresión de algunos miembros de esta familia de transportadores en células 

tumorales constituye uno de los principales obstáculos de la terapia antitumoral, ya que 

son capaces de expulsar activamente fármacos al exterior de la célula, y son 

característicos en el mecanismo de resistencia a múltiples fármacos (MDR) [201].  

De hecho, experimentos realizados en células tratadas con GA, precursor de 17-

AAG, puso de manifiesto que las células donde Mdr-1 (P-gp) era inhibida, la 
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concentración intracelular de GA se incrementaba y su citotoxicidad aumentaba 

considerablemente [199]. Sin embargo, otro estudio evidenció que la inhibición 

farmacológica de la actividad de ese mismo transportador no incrementó la sensibilidad 

a 17-AAG en células modificadas y resistentes a GA que sobreexpresaban Mdr-1 tras la 

resistencia adquirida o que también expresaban BCRP, otro transportador ABC [200]. 

Sin embargo, estos mismos autores comprobaron que células transfectadas con 

sobreexpresión de Mdr-1 presentaban una mayor resistencia a 17-AAG que las mismas 

células no transfectadas, por lo que Mdr-1 podría ser un factor influyente en la escasa 

respuesta al tratamiento con 17-AAG. Recientemente, un estudio realizado por Zhang y 

colaboradores [297] sugiere el uso de nuevos inhibidores de HSP90 en tumores con un 

fenotipo MDR intrínseco o adquirido, ya que sus resultados demostraban que la 

actividad antitumoral de inhibidores de HSP90 de naturaleza ansamicínica, incluyendo 

17-AAG, se veía comprometida por la expresión tanto de Mdr-1 como de MRP1, otro 

transportador común en el fenotipo MDR. Los análisis realizados en nuestro estudio 

mediante Western blot, muestran que dentro del panel de líneas celulares de CP y de 

CCR, existen varias líneas que expresan transportadores ABC vinculados con el fenotipo 

MDR. En concreto, cuatro líneas de CCR expresan Mdr-1, una línea de CCR expresa 

MRP1, y siete líneas celulares de CCR y una de CP expresan BCRP1 (Figuras 68 y 69). A 

pesar de la presencia de transportadores ABC en dichas líneas celulares no hemos 

podido establecer una implicación de los mismos en la resistencia a 17-AAG que 

presentan algunas de las líneas celulares, ya que precisamente las líneas más 

resistentes, ambas de CP (PANC-1 y CFPAC-1), no expresan ningún transportador 

(Figuras 69). En concordancia con este resultado, otro estudio concluyó que ni Mdr-1, ni 

la proteína mutante p53 estaban relacionadas con la sensibilidad de líneas celulares de 

CP al tratamiento con 17-AAG [298]. En cuanto a las líneas de CCR (Figuras 69 y 70), 

observamos que las líneas celulares con peor respuesta a 17-AAG en ensayos de 

proliferación, Caco-2 y en menor medida, LoVo, expresan niveles muy bajos de BRCP1 y 

de Mdr-1, respectivamente. Sin embargo, estos resultados no parecen influir en su baja 

respuesta a 17-AAG, ya que otras líneas celulares también expresan estos 

transportadores y aun así son sensibles a 17-AAG. Por tanto, en estos tipos de tumores, 

si tenemos en cuenta las líneas celulares analizadas en este trabajo, los tres 

transportadores ABC estudiados no parecen estar implicados en la resistencia a 17-AAG. 
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Otros factores que se han descrito como posibles mediadores en el efecto 

antitumoral de 17-AAG incluyen la expresión de la enzima reductasa NQO1. Esta enzima 

es capaz de reducir a las benzoquinonas ansamicínicas como 17-AAG, y curiosamente el 

metabolito formado tras la reducción de 17-AAG, 17-AAGH2, es un inhibidor de HSP90 

que tiene mayor afinidad por HSP90 que 17-AAG [195, 196]. De hecho, varios estudios 

que han revisado como afecta la expresión de NQO1 en células tumorales a su 

sensibilidad frente 17-AAG [266, 299], indican que la expresión de NQO1 juega un papel 

importante en los efectos provocados por 17-AAG, probablemente debido a la 

capacidad de NQO1 de reducir a 17-AAG a un compuesto más eficaz contra HSP90. Esto 

podría proporcionar una ventaja terapéutica en los tejidos tumorales que presentan 

altos niveles de NQO1, donde 17-AAG lograría mejores efectos antitumorales. De 

manera interesante, esto ocurre con frecuencia en varios tumores, entre los que se 

encuentra el CP y el CCR, donde la expresión de NQO1 puede ser elevada [300-303], 

debido probablemente a la función antioxidante de NQO1 que confiere a las células 

cancerígenas más posibilidades de sobrevivir. De hecho, en todos los cultivos primarios 

de muestras tumorales obtenidas de pacientes con CCR donde se pudo determinar la 

expresión de NQO1 mediante Western blot, se detectaron niveles de expresión de 

NQO1 (datos no mostrados). Un estudio muy reciente sugiere que NQO1 es un 

biomarcador de respuesta a 17-AAG, y que podría ser utilizado para seleccionar 

pacientes que responderían bien a 17-AAG a concentraciones bajas [304]. Sin embargo, 

y a pesar de lo comentado, otros estudios ponen en duda si realmente es necesaria la 

expresión de NQO1 para que los inhibidores ansamicínicos sean activos como fármacos 

antitumorales. Por ejemplo, en un estudio realizado en células de CCR, no se 

encontraron grandes diferencias de citotoxicidad entre líneas celulares tratadas con GA, 

independientemente de si presentaban actividad de NQO1 o no [305]. Asimismo, en un 

trabajo llevado a cabo en un amplio panel de células de diferentes tipos de tumores se 

observó una correlación entre los niveles intracelulares de 17-AAGH2/17-AAG y los 

niveles de NQO1 solamente en un grupo de células, y ambos parámetros presentaban 

una mala correlación con los efectos citotóxicos in vitro de IPI-504, un inhibidor 

derivado de la forma reducida de 17-AAG [198]. Estos autores distinguen entre dos 

subgrupos de células, unas en las que NQO1 participa en la reducción de 17-AAG y otras 

en las que esta reducción se produce en ausencia de NQO1. Ellos postulan que la 
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bioreducción de 17-AAG en este último caso podría estar mediada por otras enzimas 

reductasas que transfieren dos electrones al igual que NQO1, como NQO2 o xantina 

deshidrogenasa, o que transfieren un electrón, como NADPH:citocromo P450 

reductasa. 

En nuestro trabajo, cuando observamos los niveles de NQO1, encontramos que 

las líneas celulares de CP resistentes a 17-AAG, PANC-1 y CFPAC-1, carecen de expresión 

y de actividad NQO1, y que la línea celular de CCR Caco-2, considerada también 

resistente a 17-AAG, aunque responde mejor que las líneas celulares de CP, tampoco 

muestra expresión o actividad de NQO1 (Figura 70 y Tabla 30). Tanto en el caso de la 

línea celular PANC-1 como en la línea celular Caco-2, otros estudios han indicado que 

ambas presentan el polimorfismo NQO1*2, que conlleva a las células a una pérdida de 

expresión y actividad de NQO1 [266, 306], como también hemos detectado en nuestros 

experimentos. Sin embargo, el cultivo primario HCUVA-CC-34 que no responde bien a 

17-AAG en los ensayos de proliferación, presenta niveles de expresión de NQO1. Por 

otro lado, las células LoVo, que responden de forma intermedia a 17-AAG, también 

carecen de expresión de NQO1 y su actividad es prácticamente nula, al contrario que 

otras líneas celulares analizadas más sensibles a 17-AAG, que muestran expresión y 

actividad de esta enzima. En esta línea celular, LoVo, es posible que otras enzimas 

reductasas, como las comentadas en el párrafo anterior, sean capaces de reducir a 17-

AAG a su metabolito más activo, y por eso 17-AAG ejerza un efecto citotóxico mayor 

que en otras líneas carentes de NQO1. Otra hipótesis que explicaría este efecto sería 

que la inhibición sobre HSP90 de la forma no reducida de 17-AAG es suficiente para que 

estas células se vean afectadas por el tratamiento. Aun así, si estudiamos la relación 

entre la sensibilidad a 17-AAG y la actividad de NQO1, comparando los valores de IC50 

para 17-AAG y la actividad de NQO1 en ocho líneas celulares, cuatro de CP y cuatro de 

CCR, se obtiene una correlación negativa significativa entre ambos parámetros (Figura 

71, A); es decir, una mayor actividad de NQO1 está relacionada con una menor IC50 para 

17-AAG. Por el contrario, cuando realizamos el mismo análisis para los valores de IC50 

para NVP-AUY922 no vemos ninguna correlación.  (Figura 71, B), sugiriendo así que este 

inhibidor, como ya suponíamos, no depende de la actividad de NQO1 para su acción 

antitumoral. La falta de correlación entre la actividad de NQO1 y otros inhibidores de 
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HSP90 como GA y radicicol, también se ha descrito en otros estudios [299], e incluso, 

como ya hemos comentado, GA causa efectos antiproliferativos con independencia de 

la presencia de NQO1 [305]. Los resultados de nuestros experimentos sugieren que el 

posible vínculo entre la actividad de NQO1 y la sensibilidad a los inhibidores de HSP90 

sólo ocurre con el inhibidor 17-AAG. 

Aun así, sigue existiendo controversia alrededor del papel de NQO1 y la acción 

de 17-AAG, por lo que decidimos inhibir la actividad NQO1 en líneas celulares de 

nuestro panel de CP y CCR sensibles 17-AAG, con ES 936, un inhibidor específico de 

NQO1. Sin embargo, tras la inhibición farmacológica de NQO1, 17-AAG seguía 

provocando una disminución del crecimiento celular, comparable a la producida sin la 

inhibición de NQO1 en dos líneas celulares de CP (IMIM-PC-2 e IMIM-PC-1) (Figura 72). 

A continuación, realizamos ensayos de clonogenicidad a largo plazo, donde se puede 

valorar el efecto final de un fármaco, ya sea la recuperación de las células a la 

exposición a un tratamiento, o por el contrario, su muerte. Estos ensayos indican que 

17-AAG reduce considerablemente el crecimiento celular de una línea celular de CCR 

(HT-29) (Figura 73). Además, observamos que el efecto antiproliferativo producido por 

17-AAG se atenúa cuando es suministrado junto con ES 936, es decir, con la actividad 

de NQO1 inhibida, pero aun así la proliferación de las células disminuye a la mitad. En 

otros estudios llevados a cabo en diferentes líneas celulares, comprobaron que la 

utilización de ES 936 podía insensibilizar a las células hacia 17-AAG [193, 266]. Sin 

embargo, nuestros resultados sugieren que la inhibición farmacológica de NQO1 

producida por ES 936 no puede revertir totalmente la sensibilidad de las células a 17-

AAG.  

Por otro lado, Siegel y colaboradores [266] comprobaron que cuando la línea 

celular PANC-1, homocigota para el polimorfismo NQO1*2, eran transfectada con un 

vector de expresión para generar una línea derivada que expresara NQO1 de forma 

estable la acción de 17-AAG, tanto en el crecimiento como en la degradación de 

proteínas clientes, era mucho mayor que en las células sin transfectar. Este estudio 

sugiere que, al menos en esta línea celular, la presencia de NQO1 es un factor 

influyente en la acción de 17-AAG. Otro estudio mostró que líneas celulares de 

glioblastoma y de melanoma expuestas a concentraciones crecientes a 17-AAG 
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adquirían resistencia a este inhibidor, y en ellas se producía una disminución de los 

niveles de expresión y de actividad de NQO1 [307]. Teniendo en cuenta estos 

resultados, decidimos que sería interesante silenciar la expresión de NQO1 en una línea 

celular sensible a 17-AAG para investigar si se revertía su sensibilidad a este inhibidor. 

Sin embargo, cuando la línea celular de CP, IMIM-PC-2, es transfectada para silenciar 

temporalmente la expresión genética de la enzima NQO1 (Figura 74, A y B), el fármaco 

17-AAG es capaz de inhibir el crecimiento celular de manera significativa, tanto con 

actividad de NQO1, como sin ella (Figura 74, C), por lo que deducimos que la presencia 

de esta enzima no es necesaria para la actividad antiproliferativa de 17-AAG. 

En general, los resultados obtenidos en nuestro trabajo muestran que las líneas 

celulares de CP y de CCR con actividad de NQO1 son más sensibles al tratamiento con 

17-AAG. Pero, y aunque NQO1 pueda contribuir a que 17-AAG sea más efectivo, su 

carencia en los ensayos experimentales in vitro realizados en algunas de las células 

incluidas en nuestro estudio, no induce resistencia a 17-AAG. Por ello, postulamos que 

la propia acción de 17-AAG sin su forma reducida más activa (17-AAGH2), o la acción de 

otras enzimas que pueden reducir a 17-AAG sean al menos, en algunos casos, 

suficientes para que este inhibidor pueda realizar su acción antiproliferativa.  

Por otro lado, otros factores se han propuesto como posibles mecanismos de 

resistencia a 17-AAG. Uno de ellos, es la inducción de chaperonas anti-apoptóticas 

como HSP70 o HSP27, que como hemos comentado en el apartado anterior, pueden 

frenar los efectos provocados por 17-AAG. Sin embargo, en las líneas celulares 

resistentes, los niveles de expresión de HSP70 (Figura 44) prácticamente no varían tras 

el tratamiento con 17-AAG. Otras posibilidades que podrían contribuir a la resistencia a 

los inhibidores de HSP90 incluyen mutaciones o alteraciones en la propia HSP90 de las 

células tumorales a tratar, aunque por el momento si se producen son desconocidas 

[308], o la dificultad de los inhibidores de HSP90 para acceder a las isoformas de HSP90 

localizadas en los compartimentos celulares. Respecto a esto, ya se han descubierto 

nuevas moléculas que han conseguido inhibir selectivamente a la chaperona HSP90 

localizada en las mitocondrias, causando la disminución del crecimiento tumoral in vivo 

y la muerte de células tumorales, por un mecanismo de acción basado en la 



Discusión 

 
211 

desestabilización del equilibrio mitocondrial y como consecuencia, la inducción de la vía 

intrínseca de la apoptosis [309]. 

5. La inhibición de HSP90 en combinación con otros fármacos 

antitumorales 

La terapia combinada es una opción terapéutica que cada vez está siendo más 

estudiada e incluida en numerosos ensayos clínicos, por las ventajas que puede 

presentar frente a la monoterapia, debido sobre todo a la heterogeneidad celular que 

presentan los tumores, que hace que no todas las células de un mismo tumor 

respondan de forma similar a un tratamiento. Los inhibidores de HSP90 también han 

sido combinados con diferentes tipos de fármacos antitumorales. Este tipo de 

combinación puede ser muy interesante por varios motivos. El primero estaría 

relacionado con el escaso éxito que han tenido algunos de estos fármacos en ensayos 

realizados en pacientes, como por ejemplo ha ocurrido con 17-AAG [185-187], pero por 

el contrario, cuando este mismo inhibidor fue administrado junto a otros fármacos, los 

resultados obtenidos fueron bastante esperanzadores y varios ejemplos han sido 

citados en el apartado 7.4 de la introducción [232-235, 240]. Otro motivo que hace de 

la administración de los inhibidores de HSP90 en acción conjunta con otros fármacos 

una terapia muy atractiva es el hecho de que pueden afectar a múltiples dianas 

relacionadas con sucesos de gran relevancia en la enfermedad tumoral 

simultáneamente [108, 119], por lo que pueden ayudar a otros tipos de fármacos a 

impedir que las células tumorales activen rutas alternativas o mecanismos de 

compensación para escapar del tratamiento. Por último, recordar que las chaperonas, 

incluida HSP90, son proteínas que se activan cuando las células reciben estímulos 

estresantes para ayudarlas a defenderse [69], por lo que la inhibición de las funciones 

de HSP90 puede desprotegerlas frente a agentes externos como los fármacos 

antitumorales. 

El inhibidor NVP-AUY922 está siendo evaluado tanto en monoterapia como en 

combinación con otros fármacos en ensayos clínicos [231], y ha mostrado un gran 

efecto antitumoral en diferentes estudios preclínicos [226-230]. Dentro de nuestro 

estudio sobre la utilización de los inhibidores de HSP90 como fármacos antitumorales, 

pensamos que podría ser interesante valorar si el tratamiento de los inhibidores de 
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HSP90 podría mejorar la susceptibilidad de líneas celulares de CP y de CRR a otros 

fármacos antitumorales a los que no han respondido bien, en experimentos in vitro 

previamente realizados por nuestro grupo de investigación. Para estos experimentos se 

decidió utilizar el inhibidor NVP-AUY922 y combinarlo con otros fármacos, ya que todas 

las líneas celulares estudiadas han mostrado sensibilidad a este inhibidor. Entre los 

fármacos a combinar con NVP-AUY922 se seleccionó gemcitabina (GEM), fármaco de 

referencia para el tratamiento del adenocarcinoma de páncreas local o metastásico, 

desde que mostró una mejora de la supervivencia en comparación con 5FU [310], 

aunque muchos pacientes presentan quimioresistencia y no responden a su 

tratamiento. Además, también se pensó en este antineoplásico porque algunos estudios 

han demostrado que la combinación de GEM con otros fármacos citotóxicos produce 

un mayor beneficio terapéutico [311]. Otro de los fármacos estudiados para combinar 

con NVP-AUY922 fue oxaliplatino (OXA), un fármaco ampliamente utilizado para el 

tratamiento del CCR, y que también ha mostrado su eficacia contra el CCR avanzado en 

acción conjunta con diferentes agentes citotóxicos [312]. Ambos fármacos son agentes 

citotóxicos que impiden la síntesis del ADN, deteniendo el crecimiento de las células 

tumorales, y forman parte de las terapias convencionales usadas contra el cáncer. Sin 

embargo, hay que resaltar que algunas células tumorales presentan mecanismos de 

resistencia a ellos. En nuestro laboratorio, algunas de las líneas celulares estudiadas que 

no respondían bien a GEM o a OXA, fueron elegidas para ser combinadas con NVP-

AUY922. Los resultados obtenidos tras la combinación con NVP-AUY922 revelan que la 

inhibición de HSP90 junto con GEM y OXA puede sensibilizar a células que, a priori, eran 

resistentes a estos fármacos (Figura 75, A, B y C). De forma similar a nuestros 

resultados, algunos estudios han demostrado que la combinación de NVP-AUY922 con 

otros fármacos antineoplásicos puede producir un efecto sinérgico o potenciador de la 

actividad antitumoral. Este es el caso de los resultados presentados en un modelo de 

células de cáncer gástrico tratados con NVP-AUY922 y los agentes quimioterápicos OXA 

y 5FU [272], compuestos utilizados en los tratamientos adyuvantes en el CCR, y también 

en el CP. Asimismo, otros estudios han determinado el incremento de la eficacia 

antitumoral de OXA con diferentes inhibidores de HSP90, como 17-AAG en ensayos in 

vitro [313], o 17-DMAG en ensayos in vivo [314], ambos en células de CCR. Hay que 

indicar que en los dos trabajos se diferenció entre líneas celulares con p53 funcional o 
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alterada, y este hecho es importante, ya que las mutaciones en p53, algo frecuente en 

células tumorales de CCR, puede interferir en la sensibilidad de las células a OXA, y en 

ambos casos, tanto en células con p53 funcional como en células con p53 mutada, los 

inhibidores de HSP90 mejoraron la eficacia de OXA. En nuestra investigación, la línea 

celular de CCR, HCT-15, descrita con un fenotipo p53 mutado, supera en parte la 

resistencia a OXA cuando es combinado con NVP-AUY922 (Figura 75, C). 

Por otro lado, hay que recordar que algunos estudios que combinaban GEM con 

otros compuestos con una diana farmacológica específica, como los inhibidores de 

EGFR o de VEGF, no han dado resultados positivos en pacientes [27-29]. En nuestro 

caso, la combinación de NVP-AUY922 con GEM in vitro sí que da resultados positivos, ya 

que produce un efecto sinérgico en las líneas celulares de CP, PANC-1 y CFPAC-1, 

mejorando la escasa respuesta que estas líneas celulares presentan a GEM. 

Además, también se estudió la combinación de NVP-AUY922 con dos fármacos 

que todavía no han sido aprobados para su uso en clínica y están en vías de desarrollo. 

Estos fármacos son Selumetinib o AZD6244 (AZD), un inhibidor específico de Mek 1/2, 

que forma parte de la ruta de señalización MAPK, y NVP-BEZ235 (BEZ), un inhibidor dual 

de las proteínas PI3-K y mTOR, que participan en la ruta PI3-K/Akt. Para ello, 

seleccionamos dos líneas celulares, una de CCR, DLD-1, y una de CP, PANC-1, resistentes 

a AZD o BEZ respectivamente, según los ensayos de proliferación preliminares 

realizados por nuestro grupo de investigación. En ambos casos, los resultados muestran 

un efecto sinérgico entre NVP-AUY922 y estos fármacos (Figura 75, D y E), por lo que, al 

igual que en los casos anteriores, la adición de NVP-AUY922 a AZD o BEZ acentúa los 

efectos antiproliferativos de estos fármacos cuando son suministrados como agentes 

únicos en nuestros modelos celulares. En un estudio realizado recientemente, también 

demostraron que la combinación de NVP-AUY922 con BEZ indujo efectos 

antiproliferativos y pro-apoptóticos en células de colangiocarcinoma hepático [315]. 

Con el uso de ambos compuestos, la ruta PI3-K/Akt se veía alterada en diferentes 

puntos de la cascada e inhibida ampliamente. Por otro lado, los inhibidores de Mek 1/2 

también se encuentran bajo estudio y forman parte de varios ensayos clínicos, por su 

capacidad de detener el crecimiento tumoral al inhibir la ruta MAPK. Algunos de estos 

inhibidores se han combinado 17-AAG y han mostrado que la inhibición conjunta de 
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Mek 1/2 y de HSP90 induce un incremento de la muerte celular en células de CP y de 

hígado [316]. Estos resultados fueron obtenidos tanto en líneas celulares con KRAS 

mutado, como en células con mutaciones en BRAF o PI3KCA. Las células DLD-1, 

utilizadas en los ensayos de combinación con NVP-AUY922, poseen mutaciones en KRAS 

y PI3KCA y presentan resistencia a AZD asociada a altos niveles de fosforilación basal de 

las proteínas p70S6K y RPS6 [317]. Esta línea celular tras el tratamiento conjunto de 

NVP-AUY922 con AZD consigue superar esta resistencia intrínseca según nuestros 

resultados experimentales. 

Alteraciones tanto en la ruta de PI3-k/Akt como en la de MAPK, como hemos ido 

comentando a lo largo de todo el trabajo, pueden tener una gran relevancia para 

combatir la progresión tumoral, ya que la sobreactivación de estas vías es frecuente en 

las células tumorales, y por tanto, la eliminación de un mayor número de dianas 

moleculares con la utilización conjunta de los inhibidores de HSP90 y otros fármacos 

que afectan a estas rutas de señalización, podría aumentar la susceptibilidad de las 

líneas celulares analizadas a dichos fármacos. 

Además, hay que recordar que NVP-AUY922 fue suministrado a concentraciones 

en un rango nanomolar, lo que podría constituir una ventaja farmacológica, ya que 

muchas veces las dosis necesarias para obtener un beneficio terapéutico son tan altas 

que implicarían una grave toxicidad, por lo que limitan la acción de los agentes 

antitumorales en clínica. Por todo ello, los resultados obtenidos en nuestro trabajo 

sugieren que el empleo del inhibidor de HSP90, NVP-AUY922, tiene un gran potencial 

como fármaco para ser utilizado en combinación con diferentes fármacos 

antitumorales, incluso cuando estos compuestos no son muy eficaces cuando se han 

usado como agentes únicos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que las 

características específicas de las células tumorales pueden influir en la eficiencia de las 

combinación farmacológicas y por tanto, debe ser valoradas para caso o tipo de tumor. 
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1. La inhibición de la actividad de HSP90 mediada por 17-AAG reduce la proliferación 

celular de la mayoría de las líneas celulares de cáncer de páncreas exocrino y de 

carcinoma colorrectal, a excepción de las líneas celulares PANC-1, CFPAC-1 y Caco-

2, que responden muy levemente o son resistentes a este fármaco. En cambio, el 

inhibidor NVP-AUY922 provoca una reducción de la proliferación celular de todas 

las líneas celulares de cáncer de páncreas exocrino y de carcinoma colorrectal 

estudiadas, y de forma más efectiva que 17-AAG.  

2. La inhibición de la actividad de HSP90 producida por 17-AAG y NVP-AUY922 

produce una disminución de la proliferación celular de los cultivos primarios 

procedentes de muestras tumorales de pacientes de carcinoma colorrectal. En 

concreto, los cultivos HCUVA-CC-1, HCUVA-CC-1CT y HCUVA-CC-3CT sufren una 

considerable disminución de su proliferación tras el tratamiento con 17-AAG o 

NVP-AUY922, mientras que el cultivo HCUVA-CC-34 responde de forma más leve. 

3. Ambos inhibidores disminuyen la formación de colonias en un lecho de agar 

blando en todas las líneas celulares de cáncer de páncreas exocrino y de carcinoma 

colorrectal estudiadas, a excepción de las líneas celulares PANC-1, CFPAC-1 y Caco-

2, en las que hay una leve o prácticamente nula reducción de la formación de 

colonias tras los tratamientos. Estos inhibidores también reducen la formación de 

colonias en los cultivos primarios estudiados, siendo el cultivo HCUVA-CC-34 el que 

presenta una menor disminución en el número de colonias formadas. 

4. La utilización de 17-AAG y NVP-AUY922 causa una reducción en los niveles de 

expresión de proteínas clientes de HSP90 que participan en las rutas de 

señalización PI3-K/Akt y MAPK, como los receptores HER o la serina/treonina 

quinasa Akt, y del estado de fosforilación de proteínas relacionadas con estas 

rutas, como Erk 1/2 o RPS6, en las líneas celulares y los cultivos primarios que 

responden a los efectos antiproliferativos de dichos inhibidores. En la línea celular 

de cáncer de páncreas exocrino IMIM-PC-2, el tratamiento de ambos inhibidores 

produce una disminución en el estado de fosforilación de Akt, p70S6K y RSK1, 

todas ellas proteínas clientes de HSP90. Además, la exposición a 17-AAG y NVP-
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AUY922 provoca un incremento de la expresión de la chaperona HSP70, sello de 

identidad de la inhibición de HSP90, en las líneas celulares y cultivos primarios que 

son sensibles a estos inhibidores. Por el contrario, las células que no responden 

bien a dichos inhibidores presentan una disminución de la expresión de proteínas 

clientes de HSP90 mucho más leve o nula, y no experimentan un gran incremento 

en la expresión de HSP70. 

5. La inhibición de la proliferación por parte de 17-AAG y NVP-AUY922 va 

acompañada de una acumulación de las células en diferentes fases del ciclo celular 

y/o un incremento de la fase SubG1, indicativo de muerte celular, en las líneas 

celulares y cultivos primarios que responden a estos inhibidores. En todas las líneas 

celulares analizadas que experimentan cambios tras el tratamiento con 17-AAG y 

NVP-AUY922 se produce una acumulación de las células en la fase G2/M del ciclo 

celular, a excepción de la línea IMIM-PC-2 en la que 17-AAG produce una 

acumulación de las células en la fase G1 del ciclo celular, y en la línea LoVo, en la 

que tanto 17-AAG como NVP-AUY922 producen un incremento de la fase SubG1 

que no va precedido de una acumulación de las células en ninguna fase del ciclo 

celular. En los cultivos primarios HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-3CT el tratamiento con 

17-AAG y NVP-AUY922 produce una acumulación de las células en la fase G2/M del 

ciclo celular. 

6. Las líneas celulares IMIM-PC-1, CFPAC-1 y Caco-2 y el cultivo primario HCUVA-CC-1 

experimentan tras el tratamiento con 17-AAG y/o NVP-AUY922 una acumulación 

en la fase G2/M del ciclo celular que va acompañada por una inducción de la 

fosforilación de la Histona 3 (Ser10 y Ser28), indicativo de un incremento del 

proceso mitótico, y la formación de núcleos mitóticos irregulares o aberrantes. 

7. El inhibidor NVP-AUY922 provoca una notable reducción en los niveles de 

expresión y de fosforilación de la proteína cliente de HSP90 Cdc2, tanto en las 

líneas celulares CFPAC-1 y Caco-2, como en los cultivos primarios HCUVA-CC-1 y 

HCUVA-CC-3CT, por lo que se deduce que la transición de las células desde la fase 

G2 del ciclo celular hacia la fase de mitosis está alterada tras la inhibición de HSP90. 
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8. El aumento de la fase SubG1, indicativo de muerte celular producido por 17-AAG y 

NVP-AUY922 en la línea celular IMIM-PC-2 parece ser mediado por una vía de 

muerte celular apoptótica. El inhibidor NVP-AUY922 también induce un aumento 

de la fase SubG1 en la línea celular CFPAC-1, aunque en este caso las células 

parecen sometidas a una muerte celular por catástrofe mitótica o necrótica, o una 

combinación de ambas. 

9. Los transportadores ABC analizados (Mdr-1, MRP1 y BCRP1) no están involucrados 

en la resistencia al inhibidor de HSP90 17-AAG en las líneas celulares de cáncer de 

páncreas exocrino PANC-1 y CFPAC-1, ni en la línea celular de carcinoma 

colorrectal Caco-2. 

10. La actividad de la enzima NQO1 se correlaciona con una mayor susceptibilidad de 

las líneas celulares IMIM-PC-2, IMIM-PC-1, HT-29 y SW620 al tratamiento con 17-

AAG. Sin embargo, tras la eliminación de la actividad de NQO1 en las líneas 

celulares IMIM-PC-2 y HT-29 el inhibidor 17-AAG sigue produciendo en efecto 

antiproliferativo en ambas líneas celulares. En el caso del inhibidor NVP-AUY922, 

no existe relación alguna entre la sensibilidad de las líneas celulares de cáncer de 

páncreas exocrino y de carcinoma colorrectal analizadas y la actividad de NQO1.  

11. La combinación de NVP-AUY922 a una concentración sub-óptima con otros 

fármacos antitumorales, como gemcitabina, oxaliplatino, AZD6244 y NVP-BEZ235, 

es capaz de incrementar el efecto antiproliferativo de estos fármacos en líneas 

celulares de cáncer de páncreas exocrino y de carcinoma colorrectal, que 

previamente habían mostrado una baja respuesta o resistencia al tratamiento con 

dichos fármacos. 
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