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RESUMEN

Introduccidn. A pesar de los avances actuales y tratamientos contra el cadncer de prostata,

la progresién clinica de un estadio clinico hormono-sensible (CPHS) a hormono-resistente
(CPHR) ocurre en un 80% de los pacientes y este se ha visto asociado con una sefalizacion
sostenida del RA, dada por mutaciones en éste o por su activacidn por proteinas rio arriba

como el caso de AKT.

En la practica clinica, se han desarrollado multiples terapias dirigidas a distintas vias de
sefializacion, donde los inhibidores de la proteina de choque térmico de 90 kDa han sido
propuestos considerando que Hsp90 media la estabilidad y activacion de diversas

oncoproteinas incluidas AKT y el RA antes y durante la hormono-resistencia.

Dentro de la familia de Hsp90, dos de las isoformas citosdlicas mas abundantes Hsp90a y
Hsp90B, aunque poseen el 86% de identidad, poseen algunas diferencias, entre ellas su
conformacion dimérica o monomérica, que han mostrado conferir diferente susceptibilidad

a los inhibidores y diferente afinidad por determinadas proteinas cliente.

Anteriormente, nuestro grupo de investigacion demostré que Hsp90a y Hsp90B pueden
regular de manera diferencial la actividad de la proteina cinasa AKT. En este contexto,
durante la progresion de CPHS a CPHR, las isoformas Hsp90 podrian jugar un papel

diferencial en la via de activacion del RA y determinar su capacidad de formar esferoides.




Objetivo. Determinar la expresion de las isoformas Hsp90a y Hsp90B en la formacién de

esferoides de cancer de prostata con diferente sensibilidad a andrégenos.

Métodos. Se formaron esferoides con lineas celulares de céncer de prdstata: PC3
(resistente a andrdgenos), LNCaP (sensible a andrégenos) y un cultivo primario derivado de
paciente con cancer de prodstata. El proceso de formacién se confirmé mediante
microscopia de contraste de fase, y las zonas necréticas, se determinaron mediante el
ensayo de viabilidad LIVE/DEAD. El efecto de la inhibicion de Hsp90, se determiné mediante
el tamafio y la citoarquitectura de esferoides empleando curvas de tiempo-respuesta con
17-DMAG (inhibidor de Hsp90), 250nM. El perfil de expresion Hsp90a y Hsp90p se evalud

mediante Western Blot e inmunohistoquimica.

Resultados. Ambas lineas celulares (PC3 y LNCaP) asi como el cultivo primario derivado de
paciente de Cancer de prdstata (CPP) poseen la capacidad de formar tumores. La inhibicién
de Hsp90 tuvo diferentes respuestas en las 3 estirpes celulares (PC3, LNCaP, CPP). A) La
capacidad de formar esferoides disminuyd en la linea celular PC3, de la misma manera que
la expresion de Hsp90a. B) En la linea celular LNCaP, la expresion de Hsp90a vy la capacidad
para formar esferoides se incrementaron, aunque se perdié la citoarquitectura distintiva.
C) Finalmente, el tratamiento con inhibidor de Hsp90 resultd en un retraso en la formacion
de esferoides hasta las 48h. Por otro lado, Hsp90B se mantuvo constante en las 3 lineas

celulares.

Conclusion. Los niveles disminuidos de Hsp90a causada por la inhibicién de Hsp90 se asocid

con una pérdida de formacién de esferoides, mientras que un incremento en sus niveles




aumenta la capacidad de conformacién de esferoides. Dicha sensibilidad a la inhibicién se
encontro relacionada con la agresividad, asi como con la resistencia a andrégenos de lalinea
celular. Por otro lado, las 2 lineas, asi como el cultivo primario, poseen la capacidad de
mantener los niveles de expresion de Hsp90B constantes.

Finalmente, la subpoblacion de células muertas de los cultivos de LNCaP y CPP se vid
afectada al perder la localizacidon en el centro del esferoide y se pudo observar una

reduccion en la viabilidad de los esferoides tratados con iHsp90, 17-DMAG.




ABSTRACT

Introduction. Clinical progression in Prostate Cancer (PC) from a hormone-sensitive (HSPC)
to hormone-resistant (HRPC) clinical stage is associated with adaptative changes in the
androgen receptor (AR), leading to a sustained AR signaling.

In clinical practice, multiple therapies have been developed to target signaling pathways
including AR, where heat shock protein 90kDa inhibitors have exhibited promising results.
However, studies have suggested that some Hsp90 inhibitors could act selectively over
Hsp90 alpha and Hsp90 beta isoforms and could affect differently the expression and
activity of Hsp90 isoforms and their client proteins. Our research group, have demonstrated
previously that Hsp90a and Hsp90p regulate the AKT protein in an opposite manner. In this
context, during progression of HSPC to HRPC, Hsp90 isoforms could play a differential role
over AKT protein and determine the adaptive changes of AR in tumorigenesis.

Objective. To determine the Hsp90a and Hsp90p isoforms expression in the formation and
growth of prostate cancer spheroids with different androgen sensibility

Methods. 3D-spheroids were achieved with two prostate cancer cell lines: PC3 (androgen
resistant), LNCaP (androgen sensitive), and a primary culture derivate from prostate cancer
patient. The formation process was confirmed by phase-contrast microscopy, and live and
dead cell zones were determined by Live/Dead viability assay. The susceptibility to Hsp90
inhibition was determine by size and cytoarchitecture of 3D-spheroids employing time-
response curves with 17-DMAG (Hsp90 inhibitor), 250nM. Hsp90a and Hsp90f expression

profile was evaluated by western blot and immunohistochemistry assays.




Results. Both cell lines (PC3 y LNCaP) and the primary culture (CPP) had the ability to form
spheroids. Hsp90 inhibition had different responses in 3D-spheroids of prostate cancer
cells. a) The ability to form spheroids were decreased in the PC3 cell line, in the same way
as the expression of Hsp90a b) In the LNCaP cell line, the expression of Hsp90a and the
capacity to form 3D-spheroids were increased, although the distinguishing cytoarchitecture
was lost. c) Finally, the 17-DMAG treatment resulted in a spheroid formation delay, and a
peak of Hsp90a levels at 48h in CPP. On the other hand, the expression of Hsp90B remained
constant in all the three cell lines.

Conclusion. Hsp90a down-expression caused by Hsp90 inhibition was associated with a loss
of spheroid formation while its up-regulation rises the capacity of 3D-spheroid
conformation although its cytoarchitecture was modified. That sensibility to Hsp90
inhibition was related with an aggressive phenotype along with the androgen resistant cells

probably because its increase dependence to Hsp90.




I NTRODUCCION

Cancer de Prostata

El cancer de prdstata (CP) es el segundo tipo de cdncer mayormente diagnosticado en
hombres a nivel mundial. Se estima que al menos cada afo 1.1 millones de hombres

presentan esta enfermedad y al menos 30,000 moriran por esta causa (GLOBOCAN, 2012).

Durante la carcinogénesis del CP, las células tumorales requieren de testosterona para su
crecimiento y proliferaciéon; dado lo anterior, la terapia de privaciéon de andrégenos como
terapia de primera linea ha sido utilizada por mas de 60 afios; en donde la respuesta de los

pacientes a esta terapia determina la progresién de la enfermedad (Pienta, et al., 2006).

Tumorigénesis en cancer de prostata

La tumorigénesis es un proceso multi-pasos comprendido entre la etapa de iniciacién y la
etapa de promocién de un tumor; este proceso puede ser explicado como un fenédmeno
evolutivo dado por seleccion natural. En este proceso, las células comienzan a comportarse
como individuos independientes y a competir por recursos, sobreviviendo aquella célula de
cancer que tenga la capacidad de iniciar un tumor, determinado por su potencial
tumorigénico. Dicho potencial brinda ventajas adaptativas para promover el crecimiento
tumoral, y es definido por diversos factores tanto del microambiente tumoral como de la
célula de cancer per se (Yakota, 2000, Bernard y Weinberg., 2002, Ashkenazi.et al., 2008,

Friedmann-Morvinski, et al., 2014)




En cancer de préstata (CP), el proceso de tumorigénesis puede ser iniciado por una
hiperplasia prostatica; proceso patolégico que puede desencadenar en la progresion de la
enfermedad y determinar su malignidad. En este caso la progresién tumoral inicia como un
carcinoma in situ y cursa por una etapa de desdiferenciacion de la célula de cancer hasta la

progresidon de un tumor metastasico.

En etapas tempranas, el CP puede ser detectable mediante el antigeno prostatico sérico o
examen digital rectal, y confirmado por estudios de histopatologia a partir de una biopsia

del tumor (Ballisteri, et al., 2014).

Como se muestra en la Figura 1, la progresidn del CP cursa inicialmente por un cuadro
clinico asintomatico, continuando con un cuadro sintomdatico. Durante la etapa
asintomatica, la prostatectomia es el tratamiento de primera linea con intenciones
curativas, pudiendo estar acompaifado de radioterapia y terapia hormonal o anti-
androgénica como abiraterona. Sin embargo, después de un periodo de 18 a 24 meses, el
80% de los pacientes progresa a una etapa metastasica de la enfermedad; donde el CP se
denomina hormono-resistente (CPHR) (Moro, et al., 2011). En esta etapa, el tratamiento de
segunda linea es basado en quimioterapia con intenciones paliativas con el propdsito de
aumentar la sobrevida del paciente. (Jiménez, et al., 2011). La progresién del CP es
caracterizada por el desarrollo de resistencia a tratamientos hormonales y quimioterapia,
conferida por una serie de alteraciones genéticas acumuladas de la célula, implicadas en la

resistencia a andrégenos y en la tumorigénesis (Stavridi, et al., 2010).
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Figura 1. Progresion “tipica” de la enfermedad en cancer de préstata. En la parte central, se muestran en una linea
amarilla los tratamientos de primera y segunda eleccion dependiendo si el paciente ha desarrollado resistencia a la
privacién de andrégenos. En barras amarillas se representa el cambio de las principales moléculas involucradas en la
progresion: PSA (Antigeno prostatico sérico), RA (Receptor de andrégenos), PTEN, AKT y Hsp27. (Modificado de Bryant, et
al.,, 2017

En los ultimos afios, el CPHR se ha abordado a nivel molecular con la finalidad de estudiar
los mecanismos de resistencia y de bloquear vias de sefializacion que permiten la
progresion del tumor hormono-sensible a hormono-resistente y que dictaminan la etapa
clinica metastasica. Los mecanismos de resistencia en el CPHR tienen como resultado final
la independencia total de andrégenos, y se han descrito 4 vias principalmente,

representadas en la Figura 2 (Pienta K.J., 2006):




1)

2)

3)

4)

Amplificacion del Receptor de Andrégenos (RA). Amplificacién del gen o una
sobreexpresion de la proteina es uno de los mecanismos para la activacion de esta
via aln a bajas concentraciones de andrdégenos, por ejemplo, en el caso de pacientes
castrados; la amplificacién del RA ilustra la presion selectiva por mantener la via
activa.

Receptor de Andrégenos promiscuo. Aunque el RA es activado especificamente por
la testosterona y la Dihidrotestosterona (DHT), se han descrito diversas mutaciones
gue puede conducir a la activacidon del receptor por moléculas no androgénicas
presentes normalmente en circulacidon, asi como cambiar la interaccién entre
componentes del complejo transcripcional y estimular el crecimiento celular (Taplin,
et al., 2004).

Via no dependiente de andrégenos. Se ha descrito que moléculas no esteroideas,
como factores de crecimiento desregulados (EGF, IGF-1, KGF) y citosinas(IL-6)
pueden fosforilar directamente al receptor de andrdgenos y activar al RA. Aunque
el crecimiento y proliferacion de las células tumorales ya no son controlados por
andrégenos, la maquinaria del receptor de andrégenos permanece activa. La
activacion de esta via remarca la importancia del microambiente tumoral en el
desarrollo de CPHR.

Via independiente de ligando. Finalmente, la via del receptor de andrégenos puede
ser completamente sobrepasada, y las células de prdstata pueden desarrollar la

habilidad de sobrevivir independientemente de ligando.
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Figura 2. Mecanismos moleculares de resistencia a andrégenos en CPHR. (1) Amplificacién del Receptor de
Andrégenos (RA), (2) RA promiscuo, (3) Via no dependiente de andrégenos (4) Via independiente de ligando.
Modificado de Pienta, et al., 2006.

Dado los mecanismos de resistencia antes descritos, las investigaciones actuales dirigen su

investigacion a la busqueda de nuevos blancos terapéuticos que logren inhibir diversas vias

de sefializacién y proteinas clave para disminuir los niveles del RA.

A nivel molecular se han propuesto inhibidores de la biosintesis de andrdgenos (abiraterona
o ketoconazol), asi como moléculas anti androgénicas (enzalutamida) asi como inhibidores
de la 5a-reductasa, para evitar la activacion del receptor de andrégenos (Trump, et al.,
1989). Por otro lado, los antagonistas del receptor de andrégenos como MDV-3100 o
BMS641988 (Mukheriji, et al., 2008), también han mostrado buenos resultados en pacientes

con CPHS, pero una vez que la via del RA se vuelve totalmente independiente de ligando el

10
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| —



Unico tratamiento actual para tratar de aumentar la sobrevida es la radioterapia (Chen, et

al., 2008).

Algunos otros tratamientos se han desarrollado para inhibir otras vias independientes del
RA, como es la de algunas tirosinas cinasas como SRC con resultados poco alentadores
(Twardowskia, et al., 2013). En este aspecto, los inhibidores de las proteinas de choque
térmico de 90kDa (Hsp90) han sido recientemente propuestos como blanco terapéutico, no
solo por mediar la estabilidad y activacién del RA sino también por tener como proteinas
“cliente” a diferentes moléculas de vias importantes en la progresion del cancer de prdstata
como es el caso de SRC y AKT; antes y durante la hormono-resistencia (Miyata, et al., 2013,

Azad, et al., 2014) (Figura 3)
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Figura 3. Blancos terapéuticos actuales de la via del RA. Se muestran, las principales vias de activacion del receptor de
andrégenos, asi como los farmacos actuales dirigidos a estas vias; incluyendo la inhibicién de Hsp90 (Modificado de Chen,

et al., 2008)
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Implicacién de Hsp90 en la estabilidad del Receptor de Andrégenos.

Dentro de las proteinas clientes de Hsp90, existen un gran numero de factores de
transcripcién y cinasas involucradas en la transduccidn de sefiales, asi como numerosos
receptores hormonales esteroideos dentro de los que se encuentra el receptor de
andrdgenos (Lu, et al., 2012).

Diversos estudios han demostrado que para que la unidn eficiente del receptor de
andrdgenos con su ligando, éste debe estar en complejo con Hsp90 y sus co-chaperonas:
Hsp70, una proteina que contenga un dominio J como Hsp40; el complejo RA/maquinaria
chaperona, mantiene al receptor en una correcta conformacién y en un estado responsivo
a hormonas. Por otro lado, la asociacidon de Hsp90 con el RA evita que el receptor pueda
interactuar con los elementos de reconocimiento del DNA (elementos de respuesta) cuando
no estan en complejo con su ligando esteroideo (Smith y Toft; 2008, Echeverria y Piccard;
2010, Krishna, et al., 2012)

La unién aligando induce un cambio conformacional del receptor provocando la disociaciéon
del complejo con Hsp90 llevando a la dimerizaciéon del RA, la interaccion con sus
coactivadores y la unién al DNA llevando a la activacion de sus genes blanco dentro de los
gue se encuentran genes que mantienen el crecimiento celular y la proliferacién en cancer

de prdstata hormono sensible y hormono resistente (Evans, 1988).

12

——
| —



AR | AR (HSP2T73C Co-activadores > —

Nucleus ARE

Figura 4. Estabilizacion del RA por Hsp90. El receptor de andrdgenos es estabilizado por el complejo de Hsp90,
manteniendo la afinidad a su ligando principal, Dihidrotestosterona (DHT). La unidn de Hsp27 permite la translocacion al
ntcleo del RA, posterior unidn a sus elementos de respuesta (ARE) y la transcripcion de los genes dependientes del RA.
Tomado de (Azad, et al., 2014)

Receptor de andrdgenos y Hsp90 en cancer.

Aproximadamente del 20 al 30% de las mutaciones identificadas del receptor de
andrégenos, incrementan la promiscuidad del RA o pueden mejorar la transactivacion por
interaccion alterada con reguladores. Se ha demostrado que algunas de estas variantes
(ARV567es y AR-V7) son inducidas por castracion como respuesta adaptativa permitiendo
el crecimiento sostenido (Gillis, et al., 2013).

Algunas de estas variantes del receptor de andrégenos conducen a la pérdida del dominio
de unién a ligando produciendo factores transcripcionales que pueden ser activados en
ausencia de ligando y son resistentes a tratamientos agonistas a DHT (Ferraloeschi, et al.,

2016).
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Proteinas de choque térmico de 90kDa (Hsp90).

Hsp90 es una chaperona molecular esencial para la sobrevivencia celular, siendo especifica
y selectiva de sus proteinas blanco conocidas como proteinas “cliente”; dentro de la cuales
se han descrito mds de 200 proteinas, incluidas una gran variedad de proteinas, dentro de
las que se encuentran: a) proteinas cinasas como AKT, mTOR b) Factores transcripcionales
como p53 c¢) Receptores esteroideos (Receptor de andrdgenos, receptor de estréogenos)

(zhao, et al., 2005; Den y Lou., 2012).

La familia de las proteinas Hsp90 pertenece a una familia multigénica conformada por 5
isoformas: Grp94, Hsp90N, TRAP1, Hsp90a y Hsp90B, siendo estas dos ultimas las que
conforman el 80% de esta familia, llegando a constituir aproximadamente del 1-2% de la
proteina citosdlica total en condiciones normales y hasta un 15% en condiciones de estrés
(Sreedhar, et al., 2004).

Hsp90 desempenia funciones esenciales para mantener la homeostasis celular, tales como
el plegamiento de novo de proteinas durante el proceso de sintesis ribosomal, la
translocacion de proteinas a través de membranas y es responsable de mantener algunas
de sus proteinas “cliente” en un plegamiento funcional; asi como favorecer la degradacién

de éstas, a través de la via ubiquitina-proteasoma.

Especificamente durante el proceso de tumorigénesis, la intervenciéon de Hsp90 promueve
la acumulacion de mutaciones que conducen a la generacion de nuevos fenotipos

tumorales; este proceso estd dado por la estabilizacion de proteinas mutadas, por parte de
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la chaperona Hsp90, lo cual permite la funcién auténoma de sefiales inestables de
crecimiento. (Wu, et al., 2017) Dado lo anterior, las proteinas de choque térmico Hsp90 han
sido descritas por Calderwood (Calderwood, et al., 2005) como las “capacitoras de la
evolucion”.

El enfoque de las Hsp90 como blanco terapéutico para diferentes tipos de Cancer, ha sido
ampliamente estudiado a través de su inhibicién farmacolégica, la cual conduce a la

desestabilizacion de sus proteinas cliente, llevandolas a su degradacién via proteosomal.

Inhibicién farmacoldgica de Hsp90 como blanco terapéutico en CP.

Los primeros inhibidores de Hsp90 incluian a la geldanamicina y radicicol (Whitesell, et al.,
1994), ambos tienen como blanco el sitio de unién del nucledtido del dominio N-terminal
con mayor afinidad que el ATP o ADP. De manera general, los inhibidores de Hsp90
aumentan el reclutamiento de ligasas de ubiquitina llevando a la degradacién via
proteosomal de sus proteinas cliente.

Recientemente, se han desarrollado andlogos a la geldanamicina, dada la alta toxicidad y
baja solubilidad de los inhibidores de primera generacidn. Algunos de estos analogos 17-N-
alilamino-17-demetoxigeldanamicina (17-AAG; Tenespimicina) y
dimethylaminoethylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-DMAG; Alvespimicina), asi
como moléculas sintéticas de estos inhibidores como Ganetespib (STA-9090 [5-[2,4-
Dihydroxy-5-(1-methylethyl) phenyl]-4-(1-methyl1 H-indol-5-yl)-2,4-dihydro-[1, 2, 4]triazol-

3-one], han demostrado disminuir la toxicidad, asi como aumentar su solubilidad y tener
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100 veces una mayor afinidad por las células de cancer que por las células normales.
(Miyata, et al., 2013).

A pesar del perfeccionamiento de estos farmacos, estudios clinicos no han mostrado
resultados alentadores. Especificamente en pacientes (n=17) con CPHR, que previamente
habian sido tratados con quimioterapia con docetaxel se les administrd ganetespib
(200mg/m?), un inhibidor de Hsp90, los pacientes no mostraron aumentar la sobrevida ni
mostraron disminuir los niveles de marcadores de progresion como el PSA (Thakur, et al.,
2016, Oh, et al., 2011, Heath, et al., 2008).

Algunos estudios han sugerido que la falla en estos resultados podria deberse a que algunos
inhibidores pueden actuar selectivamente por alguna de las isoformas citosodlicas de Hsp90:
Hsp90a o Hsp90pB, pudiendo afectar de manera diferencial la expresion y actividad de sus

proteinas cliente incluyendo el receptor de andrégenos (Prince et al., 2015).

Proteinas de choque térmico de 90kDa: Hsp90a y Hsp90p.

Las isoformas Hsp90a y Hsp90B conforman el 80% de la subfamilia Hsp90, llegando a
constituir aproximadamente del 1-2% de la proteina citosélica total en condiciones
fisioldgicas y hasta un 15% en condiciones de estrés, incluyendo el cancer (Wu, et al., 2017,
Sreedhar, et al., 2004) Aunque estas isoformas poseen un 86% de identidad, presentan
diferencias a distinto niveles, que se resumen en la tabla 1 (Milicevic, et al., 2007, Hyun Lee

et al., 2015, Rong, et al., 2014).
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Isoforma Hsp90 Hsp90a. Hsp90p

Secuencia de aminoacidos 732 aminodcidos 724 aminodcidos
Localizacion en el genoma humano 14q932-2 6p21.1
Gen codificante HSP90AA1 HSPS0AB1
Principal conformacion estructural Dimérica Monomérica
Nivel de expresion Inducible Constitutiva

Principal asociacidn clinica en cancer  Progresion de tumores  Resistencia a tratamientos

Tabla 1. Principales diferencias funcionales entre las isoformas de Hsp90, Hsp90a y Hsp90p.

Algunas diferencias entre isoformas como su conformacion dimérica o monomérica, han
mostrado conferir diferente susceptibilidad a los inhibidores; lo que podria conferir a los
inhibidores diferente afinidad por determinadas proteinas cliente. (Sreedhar, et al., 2004,

Milicevic, et al., 2008, Lee, et al., 2015, McDowell, et al., 2009).
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ANTECEDENTES

El proceso de estabilizacidon, maduracién y activacion del receptor de andrégenos depende
de la chaperona molecular Hsp90, siendo la inhibicién de Hsp90 un tratamiento prometedor
para pacientes con este padecimiento (Chen, et al., 2008)

Algunos estudios como el de Krishna y colaboradores (2012) han demostrado que el uso de
inhibidores de Hsp90 como la geldanamicina y el radicicol a concentraciones minimas
inhibitorias, desestabiliza a los receptores hormonales de manera ligando independiente;
inhibiendo la proliferacion de la linea LNCaP, y asociandose con un arresto celular en GO-
G1. (Krishna et al. 2012)

Otros estudios (Gillis, et al., 2013, Ferraloeschi, et al., 2016), empleando inhibidores de
nueva generacién de Hsp90 en variantes del RA, demuestran que existe una reduccién a
nivel de proteinas del v-RA aunque no la que se observa con el receptor de andrégenos
silvestre (RAwt). Por otro lado, se observa que existe una inhibicion de la translocacién al
nucleo del RA con el iHsp90 mientras que las variantes del receptor (v-RA) se siguen
translocando al nucleo aun en presencia del iHsp90.

En estudios del grupo de investigacién de Gillis (Gillis, et al., 2013) en cultivos primarios de
prostata empleando el iHsp90, AUY922, se observd una tendencia a disminuir el nivel
proteico del receptor de andrégenos WT mientras que se observa un aumento a nivel de
MRNA; explicada por una degradacién del RA por la iHsp90 el cual regula negativamente su

transcripcion.

18

——
| —



Se ha descrito que uno de los mecanismos de resistencia a andrégenos recae sobre la
activacion del RA dependiente de la oncoproteina Akt (via 4 en la Figura 2). En este aspecto,
nuestro grupo de investigacion demostrd que las isoformas Hsp90a y Hsp90p regulan de
manera diferencial la actividad de la proteina Akt, donde Hsp90a promueve su activacién
por fosforilacion, mientras que Hsp90p la previene (Cortés-Gonzdlez, et al., 2010).

Por otro lado, en estudios previos del grupo de investigacion, se demostrd que la inhibicién
farmacoldgica de Hsp90 (17-DMAG, a concentraciones minimas inhibitorias) en lineas
celulares de CP, produce un cambio en el perfil de expresién de las isoformas Hsp90a y
Hsp90B. De manera interesante, se observé que el aumento de la proteina Hsp90a fue
directamente proporcional al tiempo de inhibiciéon de Hsp90 en las lineas celulares de PreC
(linea de préstata normal) y PC3. Por el contrario, la linea celular DU145 solo aumenté la
abundancia de Hsp90a después de 18h de tratamiento con el iHsp90. De manera
interesante, después de 72h de tratamiento con el iHsp90, la expresidon de Hsp90a fue
reestablecida.

En el mismo estudio, la abundancia de la isoforma Hsp90B mostré un ligero aumento como
consecuencia del iHsp90 en la linea PrEC (linea celular de préstata normal). Por otro lado,
no se observaron cambios significativos de Hsp90B en la linea PC3. Cabe destacar que el
tratamiento con el iHsp90, 17-DMAG indujo una dismunucién en la abundancia de Hsp90p
en la linea celular DU145 (RA+). De igual manera, este cambio también presenté cambios a
nivel funcional con la pérdida de la capacidad migratoria de las lineas PC3 y DU145, con
menor susceptibilidad por la linea celular normal de préstata PrEC. (Figura 5) (Mejia-

Hernandez, 2016).
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Figura 5. Efecto de la inhibicion de Hsp90 sobre las lineas celulares de CP. (A) Efecto del 17-DMAG [500nM] sobre la
expresion de Hsp90 y de sus isoformas Hsp90a y Hsp90p en las lineas celulares de CP: PC3 y DU145 vy la linea de préstata
normal PreC. (B) Efecto del 17-DMAG [500nM] sobre la migracion celular en las lineas celulares de CP: PC3 y DU145 vy la
linea de préstata normal PreC.

Finalmente, muchos de estos conceptos han sido desarrollados en cultivos 2D tradicionales
(monocapa), aunque claramente estos resultados no son una réplica fehaciente de los todos
los mecanismos tanto bioquimicos como bioldgicos presentes in vivo (Pampaloni, et al.,
2007). Debido a esto, se han desarrollado modelos 3D capaces de recrear la citoarquitectura
especifica de los tejidos y de disminuir las diferencias que existen entre el cultivo celular in
vitro y un tejido fisiolégico in vivo, como es el caso de los esferoides (Achilli, et al., 2012).

En cancer, los esferoides han sido un modelo ampliamente usado para evaluar la resistencia
a farmacos, asi como a la quimioterapia y radioterapia; ya que se ha determinado que las
células en esferoides son mas resistentes a farmacos que las células en monocapa (Yuany

Elliot., 2011).
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PLANTEAI\/IIENTO DEL PROBLEMA

Estudios recientes en el grupo de investigacidén demuestran que el perfil de expresion de las
isoformas de Hsp90, Hsp90a y Hsp90B se asocia con la susceptibilidad del inhibidor de
Hsp90, 17-DMAG.

Dado lo anterior, surge la necesidad de estudiar el papel especifico de Hsp90a y Hsp90pB
durante la formacion de tumores de cédncer de préstata con diferente sensibilidad a

andrégenos.
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H IPOTESIS

La capacidad para formar esferoides de cultivos de células de CP hormono-resistente
dependera de mantener niveles basales de la proteina Hsp90a, donde el tratamiento con
el inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, disminuira dichos niveles, comprometiendo la formacién

de esferoides.
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O BJETIVOS

Objetivo General:

Determinar el perfil de expresion de las isoformas Hsp90a y Hsp90B durante la formacién

de esferoides y establecer la participacién especifica de las isoformas en este proceso en un

modelo 3D de céncer de prostata.

Objetivos Particulares

Establecer un modelo de esferoides 3D a partir de lineas de céncer de préstata
(CP) con distinta sensibilidad a andrégenos.

Determinar la susceptibilidad al inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, en los cultivos de
CP y su asociacion con el perfil de expresion de las isoformas Hsp90a y Hsp90p.
Evaluar el de perfil de expresion de Hsp90a y Hsp90B en la formacidon de
esferoides de CP con diferente sensibilidad a androgenos.

Evaluar el efecto de la inhibiciéon de Hsp90 en la formacién de esferoides de CP
con distinta sensibilidad a andrégenos.

Asociar el papel de las isoformas Hsp90a y Hsp90B con la formacion de

esferoides.
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M ETODOLOGIA

[.  Cultivo celular

Se utilizaron dos lineas celulares de cancer de préstata con diferente tumorigenicidad y
sensibilidad a andrégenos (Tabla 2): PC3 (ATCC-CRL-1435) y LNCaP clone FGC (ATCC-CRL-
1740). En todos los experimentos, se asegurd que los pases de cada linea celular no fueran
mayores a 5 entre cada experimento., iniciando en los pases 4 y 11, respectivamente. Las
células de la linea celular PC3 fueron cultivadas con medio F12K (# Cat. 10-025-CVR,
Corning), mientras que la linea LNCaP se mantuvo con medio RPMI (#Cat. 10-041-CVR,
Corning). Todos los medios de cultivo fueron suplementados con 10% de Suero Fetal
Bovino (SFB, #Cat. 10-056-CVR, Corning) y todos los cultivos celulares se mantuvieron en

una incubadora a 37°C con una atmosfera de CO; al 5%.

Cultivo Celular  Tumorigenicidad Dependencia Receptor de Modelo CP
andrégenos Andrégenos
PC3 Alta No Ausente CPHR
LNCaP Baja Si Presente CPHS
CPP Alta Sl Presente CPHS

Tabla 2. Principales caracteristicas de las lineas celulares de préstata. Tejido de procedencia de las lineas celulares
y su dependencia a andrégenos con su relacion al modelo de cancer de préstata: CPHR (Cancer de prostata

hormono-resistente) CPHS (Cancer prdstata hormono-sensible) y su capacidad de formar tumores.
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Establecimiento de cultivo primario derivado de tumor de paciente con CP.

Para el establecimiento del cultivo primario, se inicié el cultivo celular con la disgregacién
de un fragmento de 30-50 mg proveniente de tejido tumoral, hasta obtener fragmentos de
aproximadamente 5mm. El tejido seccionado fue sometido a cuatro sucesivas digestiones
enzimaticas empleando bufer de digestion (250U de colagenasa tipo | y II, ICN Biomedicals),
en medio DMEM, se incubd a 37°C y con agitacidon a 60 rpm durante 60 minutos cada
digestidon. Posteriormente el tejido disgregado serd centrifugando dos veces; la primera 5
minutos a 500 rpm, y se decantara el sobrenadante en tubo de 15ml nuevo, ambos tubos,
fueron centrifugados nuevamente 5 minutos a 1500 rpm, el sobrenadante de ambos tubos
se desechd y se agregaron 1.5ml de medio DMEM F-12, SFB 15%, MEM vitaminas 1x y
Antimicético-Antibidtico 1x a ambos tubos, para sembrar en placa de 6 pozos. Al tejido
residual se le agregaron nuevamente 5ml de bufer de digestidon y se continud con la
siguiente digestion hasta completar la disgregacion del tejido tumoral seccionado. El cultivo

celular se mantuvo con medio DMEM-F12 a 37°C, con una atmosfera de CO; al 5%.

Il.  Formacién de esferoides para lineas celulares de CP.

Se establecio la formacion de esferoides empleando las lineas de CP (Tabla 2). Los esferoides
de las lineas PC3 y CPP, se formaron utilizando una técnica modificada de “liquid overlay”
(Yuhas, et al., 1997); se utilizaron placas de 96 pozos, con 50 pl agarosa al 1.5% para formar
una superficie no adherente y se pudiera formar un menisco, asi como 150ul de medio L-

15. Las placas se mantuvieron en ausencia de CO,y en agitacién orbital a 60 rpm. Por cada
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pozo de la placa de 96 se sembraron 2,000 y 10,000 células, de las células de CPP y PC3,
respectivamente.

Para la linea LNCaP se utilizé la técnica clasica de “Liquid overlay” en botellas 25cm? con
5% de CO; sin agitacién con medio RPMI suplementado con 10% de SFB; sembrando 8x10°
células por botella. Estos cultivos se limpiaron al tercer dia de sembrado para extraer
agregados celulares amorfos.

Los esferoides formados se evaluaron por microscopia de campo claro cada 24h para
determinar su curva de crecimiento. Con la finalidad de determinar la formacién de las
capas del esferoide, se monitored microcopicamentela zona mas densa en el centro y fue

evaluada como sugerente de centro hipdxico (necrosis).

Ensayos de viabilidad y de muerte celular en cultivos 3D.

Se realizaron ensayos de viabilidad y de muerte celular con el kit LIVE/DEAD (#Cat. L7010.
Thermo Fisher Scientific) para determinar la poblacién de células vivas y muertas que
conforman los esferoides de la linea LNCaP y el cultivo primario derivado de paciente. Para
ello, los fluoréforos, Calceina AM y homodimero de etidio, fueron incubados durante 30min
a 37°C protegiendo la placa de cultivo de la luz. Posteriormente, los esferoides fueron
lavados con PBS y se observaron con el microscopio digitalizador ZOE® (BioRad). Las células
viables se visualizaron en el canal verde (excitacién: 355/40nm, emision: 433/36nm),
mientras que las células muertas se visualizaron en el canal rojo (excitacién: 556/20nm,

emision: 615/61nm).
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[ll.  Electroforesis de proteinas en geles SDS-PAGE

La extraccidon de proteinas totales de cada linea celular de CP se realizd, tanto en la linea
parental como en suspension y en esferoide, mediante lisis celular utilizando Buffer de lisis
RIPA 1x, (#Cat. 92590, Merck) con adicion de inhibidor de proteasas 1x. El homogenizado
obtenido se incubé por 30 min en hielo, realizando un vortex cada 5 min. Posteriormente,
el homogenizado obtenido se centrifugd a 14,000 rpm por 20 min a 4°C. Las proteinas se
cuantificaron por el método de Lowry, empleando el kit DC Protein Assay (#Cat. 500-0116,
BioRad).

La electroforesis se realizd en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 8% empleando
20ug de proteina. Los geles se corrieron a 60 volts por 30 min en el gel concentrador, y para
separar las proteinas, se corrieron 120 volts durante 150 min. Al término de la
electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (polifluoruro de

vinilideno) en un Trans-Blot ® Turbo (Bio Rad), a 25 volts durante 40 min.

V. Inmunodeteccion de las isoformas de Hsp90, Hsp90a y Hsp90PB, y GAPDH
mediante Western Blot

Las membranas PVDF con las proteinas transferidas se bloquearon durante 1h (#Cat. Blot-
Quick Blocker, Bio-Rad) al 5% con bufer salino de Tris-Tween (TBS-T) a temperatura
ambiente. Los anticuerpos primarios descritos en la tabla 3, se incubaron toda la noche a
4°C; mientras que los anticuerpos secundarios: a) anti-goat #V805A de Promega, b) anti-

rabbit #AP132P, Miillipore, y c) anti-mouse #AP124P, de Millipore; se incubaron 1h a
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temperatura ambiente. Después de la incubacién de cada anticuerpo, se realizaron 6
lavados con TBS-T.

Finalmente, la deteccidn de las proteinas blanco se realizé por quimioluminiscencia (# cat.
32106 Invitrogen) y se reveld por autoradiografia (#Cat. 1901859). La autoradiografia de

cada Western blot fue digitalizada para su andlisis densitométrico (Image Scanner Ill, GE

Healthcare).
Ndm. Dilucion Diluciéon  Dilucién
Anticuerpo ., Marca Especie PM
P Catalogo P WwB IHQ IF
Hsp90a 72174 Millipore Rabbit 1:1500 1:700 - ~90 kDa
Hsp90p Sc-1057 Santa Cruz Goat 1:500 1:1500 - ~90 kDa
GAPDH sc-47724 Santa Cruz Rabbit 1:1000 - - ~ 37 kDa

Tabla 3. Principales caracteristicas de los anticuerpos primarios empleados para su inmunodeteccién por
WB e IHQ en cultivos 2D y 3D de CP

V.  Recuperacion e inclusion en parafina de esferoides de cancer de prostata

La recuperacion de los esferoides se realizé a diferentes tiempos (24h, 48h, 72h y 96h)
lavdandose con PBS dos veces. Posteriormente, los esferoides recuperados se dejaron en
formalina amortiguada (Merck®), por 4 horas a 4°C. Al finalizar el tiempo, los esferoides se
lavaron otra vez dos veces con PBS y se transfirieron a etanol al 70% y se conservaron a 4°C
hasta su inclusidn en parafina.

Para la inclusion en parafina, se recuperaron los esferoides en papel filtro adecuado a
manera de bolsa, adiciondndoseles eosina para teiiirlos y ayudar ad su visualizacién.

Finalmente, se conservaron en cassettes de inclusién y se dejaron sumergidos toda la noche
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en formalina amortiguada. Al dia siguiente se realizd la inclusion en parafina en el
Departamento de Patologia del INCan, para finalmente realizar cortes de 3um en un

micréotomo (Hyrax M 25, Zeiss®).

VI.  Inmunohistoquimica de Hsp90a y Hsp90B en los esferoides de cultivos
celulares de CP.

La inmunoexpresion y localizacidn subcelular de las isoformas de Hsp90, Hsp90a y Hsp90[3

se determind mediante ensayos de inmunohistoquimica utilizando el kit de Millipore

(#Cat. 2867619, Millipore). Los anticuerpos primarios (tabla 3) se incubaron durante 1h a

temperatura ambiente, asi como los anticuerpos secundarios; finalmente se tind con

diaminobencidina (DAB) kit de Dako (#Cat. ab64238). Las microfotografias de los

esferoides fueron obtenidas con ayuda del microscopio invertido, Axio Vert (Zeiss).

VII.  Ensayo de inhibicion de Hsp90 con 17-DMAG, en lineas celulares de CP.

Con lafinalidad de determinar una concentracién minima inhibitoria del inhibidor de Hsp90,
17-DMAG, necesaria para producir un cambio en el perfil de expresidn de las isoformas de
Hsp90, se realizaron curvas de inhibicidon dosis-tiempo-respuesta en cultivos en monocapa
de las lineas celulares de CP, LNCaP y PC3, asi como de CPP.

Cada linea celular se sembré en placas de cultivo de 100mm asegurando obtener una
confluencia del 80% en cada uno de los tiempos (24h, 48h, 72h y 96h). Después de 24h del

sembrado, se les retird el SFB para sincronizar las células durante 24h y se remplazo el
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medio +SFB por medio con inhibidor 17-DMAG a diferentes concentraciones (50nM, 250nM
y 500nM), extrayéndose proteinas totales a los diferentes tiempos.

Por otro lado, la viabilidad celular se monitored mediante el kit de viabilidad “LIVE/DEAD”
(Thermo Fisher Scientific) para determinar que en las células no se producia una muerte

mayor al 70% con el uso del iHsp90.

VIIl.  Ensayo de inhibicion de Hsp90 con 17-DMAG en la formacidén de esferoides
de CP.

Con base en los ensayos de inhibicién en monocapa de cada linea celular, se determind la
dosis de 250nm para determinar el efecto en el cambio de expresiéon de las isoformas
Hsp90a y Hsp90f en la formacidn de los esferoides de CP; para esto, se recuperaron los
esferoides de 24h, 48h, 72h y 96h. Posteriormente, se realizd extraccion de proteinas
totales de los esferoides control y tratados con 17-DMAG, asi como la fijacion de estos, a
cada uno de los tiempos. Para cada uno de estos procedimientos, se utilizé una placa de

cultivo de 96 pozos para la recuperacién de los esferoides.
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RESU LTADOS

|.  Establecer un modelo de esferoides 3D a partir de lineas de cancer de
prostata (CP) con distinta sensibilidad a andrégenos.

La capacidad de formacién de esferoides fue determinada para dos cultivos celulares de CP
con diferente tumorigenicidad y sensibilidad a andrégenos (PC3 y LNCaP); asi como de un
cultivo primario derivado de paciente con céncer de préstata (CPP) estos cultivos fueron
monitoreados mediante microscopia durante 96h (Figura 6A, 6B y 6C).

La informacién obtenida mediante microscopia durante la formacion de los esferoides
durante 4 dias cada 24h, permitié determinar que los tres cultivos celulares (PC3, LNCaP y
CPP) poseen la capacidad de formar esferoides. Cada cultivo posee didmetros maximos
diferentes; asimismo, se evalud la citoarquitectura de los esferoides, determinada por la
aparicién de un centro mas denso formado por células necréticas.

El centro necrético en los esferoides de la linea PC3 se observé hasta las 72h, mientras que
la aparicion en el CPP se obtuvo a las 96h. Por su parte, los esferoides de la linea LNCaP, al
formarse en botellas para cultivo celular con superficie no adherente, no se pudo establecer
un tiempo exacto de maduracion, pero se logran apreciar las capas caracteristicas de
maduracion aproximadamente cuando alcanzaron un didmetro de 300um.

Con respecto al didmetro, la linea celular PC3 alcanzé su tamafio maximo a las 48h
conservandolo hasta las 72h mientras que a las 96h empieza a decaer. En el caso de los

esferoides formados con la linea celular LNCaP su didmetro maximo oscilé entre los 320
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um, el cual se puede encontrar entre los 8 y 10 dias de sembradas las células. Finalmente,
el CPP empieza su formacién con un tamano de 290um y va decreciendo hasta llegar a 116

pum, este fendmeno es debido a que aumenta la compactacidn del esferoide y disminuye su

diametro.
m™m
O
[«
231um#57.9 359um +63.3 330um +60.6 308um +93.2
B )
a. : —
S w% 0 ' )
= W W |
75um 120pm 150pum 176pum 236um 306pm 319um
C
a .
a.
O
290pum +27.3 269um +17.3 246um +34 116pum +13.7
200um

Figura 6. Microfotografias de esferoides de 3 lineas celulares de Cancer de préstata. (A) Formacién de esferoides de la
linea celular PC3 alcanzan su tamafio maximo y formacién de centro necrético a las 72h. (B) Formacién de esferoides de

la linea celular LNCaP, el centro necrotico se empieza a observar cuando miden 2300um. (C) Formacidn de esferoides del

CPP, se pueden apreciar las capas caracteristicas a las 96h.
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Il.  Determinar la susceptibilidad al inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, en los
cultivos de CP y su asociacion con el perfil de expresion de las isoformas
Hsp90a y Hsp90p.

Con la finalidad de determinar la concentracion minima inhibitoria del 17-DMAG, en cada
uno de los cultivos celulares PC3, LNCaP y CPP, los cultivos en monocapa se mantuvieron
en una confluencia del 70%, previo al tratamiento del iHsp90. En cada grupo de cultivo se
realizaron curvas dosis-tiempo respuesta del iHsp90, obteniendo proteinas totales a cada
uno de los tiempos analizados (24 a 96h), con la finalidad de obtener y estudiar el
comportamiento del perfil de expresidn de las isoformas Hsp90a y Hsp90p (Figura 7).
Administrando una concentracion de 250nM de 17-DMAG, se observaron cambios en el
perfil de expresion de las proteinas Hsp90a y Hsp90B en todas las lineas celulares (Figura
7A, By C). A una concentracién de 17-DMAG [50nm] se observan cambios significativos de
los niveles de proteina de la isoforma Hsp90a uUnicamente en el CPP a las 72h y 96h,
mientras que en los cultivos de PC3 y LNCaP no se observan cambios para ninguna de las
dos isoformas de Hsp90 a ningln tiempo.

Utilizando el iHsp90 a una concentraciéon de 17-DMAG [250nM] en la linea celular PC3 existe
un aumento de la isoforma Hsp90a con respecto al control, siendo significativo de las 48h
a las 96h; donde la expresion de la proteina Hsp90p tiende a aumentar a las 24h, mientras
gue a tiempos largos tiende a disminuir, sin presentar cambios significativos. Con respecto
a la linea celular LNCaP, el tratamiento del iHsp90 a una concentracién de [250 nM] indujo
una disminucion significativa de Hsp90a a las 24h, incrementando durante los siguientes

tiempos posteriores, siendo este aumento significativo a las 96 h comparadas con el control.
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La expresion de la proteina Hsp90B se mantuvo constante durante todos los tiempos
evaluados de tratamiento.

Respecto al cultivo CPP, la expresidon proteica de las isoformas Hsp90a y Hsp90p tienden a
disminuir, siendo este cambio significativo para la isoforma Hsp90a a las 48h y 96h.
Finalmente, empleando una concentracién de [500nM] del iHsp90, 17-DMAG, en los 3
cultivos celulares no se observa un cambio significativo con respecto a la expresion proteica
de Hsp90a y Hsp90pB, analizada a los distintos tiempos comparados con el control (Figura 7,

Panel derecho).
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Figura 7. Efecto de la inhibicién de Hsp90 sobre el perfil de expresién de las proteinas Hsp90a. y Hsp90p en los cultivos

celulares de cancer de préstata Los cultivos celulares de cancer de prdstata PC3, LNCaP y CPP fueron tratados con el

iHsp90, 17-DMAG, a tres concentraciones [50nM], [250nM] y [500nM] por 24, 48, 72 y 96hrs. Se determind el perfil de

expresidn de Hsp90a y Hsp90P mediante western Blot. (A) Efecto de la inhibicién de Hsp90 en el perfil de expresion de

Hsp90a. y Hsp90P en la linea hormono-resistente, PC3. (B) Efecto de la inhibicion de Hsp90 en el perfil de expresion de

Hsp90a. y Hsp90p en la linea hormono sensible, LNCaP. (C) Efecto de la inhibicién de Hsp90 sobre el perfil de expresion

de Hsp90a y Hsp90p en la linea CPP. Se muestra de manera grafica los valores relativos de las isoformas de Hsp90a y

Hsp90pB *p< 0.05. Densidad éptica (D.0.) en unidades arbitrarias
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[Il.  Evaluar el efecto de la inhibicion de Hsp90 en la formacidn de esferoides
de CP con distinta sensibilidad a androgenos.

Una vez determinada la concentracién necesaria para el cambio de expresidon de las
isoformas, se evalud el efecto de la inhibicion de Hsp90 empleando 17-DMAG [250nM] en
la formacion de esferoides de los cultivos celulares de cancer de préstata: PC3, LNCaP y CPP.
El efecto del iHsp90 en la formacidn de los esferoides es dependiente del tipo celular. En el
caso de la linea celular PC3, la linea representativa de cadncer de prostata hormono-
resistente, se observaron los siguientes efectos microscopicos asociados a la inhibicidn de
Hsp90 con el 17-DMAG durante la formacion de esferoides: a) Las células pierden la
capacidad de formar esferoides, b) El esferoide pierde la compactacidn y cito-arquitectura
caracteristica, y ¢) Unicamente se observé la formacién de agregados celulares.

Para la linea PC3, se sembrd el mismo nimero de células y se afiadieron [20nM] de 17-
DMAG. A las 24h de tratamiento con el iHsp90, las células de la linea PC3 presentan
microscopicamente un agregado celular con un didmetro de 1253 um, siendo este mayor a
los esferoides no tratados con iHsp90 [250nM)]. A las 72h, didmetro se redujo a 990 um =+
153.9 um, sin lograr alcanzar el crecimiento maximo del esferoide con respecto al control
(330 um £ 60.6 um). En todos los tiempos evaluados, la cinética de crecimiento mostro

diferencias significativas en el tamafio con respecto al control (p<0.001) (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la inhibicion de Hsp90 en la Cinética de crecimiento de esferoides de la linea celular de CP, PC3. (A)
Curva de crecimiento de esferoides sin inhibidor de Hsp90, se indica el didametro obtenido a cada tiempo en la parte
inferior. (B) Curva de crecimiento de esferoides con inhibidor 17-DMAG [250nm], se observa la formacion Unicamente de
agregados celulares sin potencial de alcanzar la maduracién (C) Cinética de crecimiento de esferoides tratados y no
tratados con iHsp90. En el eje de las x se muestra el diametro de los esferoides, mientras que en el eje de las y se grafica
el tiempo. La p se calculé usando una prueba de t para la comparacién entre grupos; se muestran diferencias significativas

en cuanto a tamafio en todos los tiempos. *p< 0.001. Se muestra valor promedio + desviacidn estandar. n=10

cada uno de los tiempos (24h, 48h, 72h, 96h)

para
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En el caso de la linea de CP, LNCaP, (linea celular sensible a andrégenos), la inhibicién de
Hsp90 favorecid la capacidad de las células para formar esferoides; logrdndose un mayor
nimero de esferoides, de mayor tamano y a tiempos mds cortos comparados con
esferoides no tratados (Figura 9A y 9B).

Para el andlisis de los resultados, los esferoides se dividieron en 3 grupos dependiendo del
tamarfio; de 0-200um, de 200-400um, 400-600um, los esferoides se evaluaron a los 8 dias
de sembradas las células, observando esferoides de todos los tamafios en el grupo no
tratado, siendo los rangos de 0-200um y de 200-400um los mds predominantes, mientras
gue esferoides de mayor tamafio solo se encontraron pocos. En el caso del grupo tratado
con iHsp90 los esferoides se encontraban mayormente el rango que va de 200-400um con
varios esferoides de mayor tamafio; mientras que se encontraban muy pocos esferoides del
rango menor a 200 um, con respecto al control.

Por otro lado, se realizaron ensayos de viabilidad y muerte celular con tinciéon LIVE/DEAD,
en esferoides con 8 dias después de sembradas las células, para determinar la poblacién y
citoarquitectura de los esferoides control y asociar si la inhibicién de Hsp90 cambiaba las
propiedades de los esferoides. Los esferoides control mostraron la presencia de una
subpoblacion de células marcadas con homodimero de etidio (rojo) conformando un centro
necroético en esferoides de aproximadamente 300 um y una subpoblacién de células
metabodlicamente activas marcadas con calceina AM (verde) en la circunferencia del
esferoide. Por otro lado, en esferoides tratados con iHsp90 esta citoarquitectura se pierde
independientemente del tamaiio; pudiéndose observar un incremento de células muertas

y la pérdida de la localizacion de estas dentro del esferoide (Figura 9E).
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Figura 9. Efecto de la inhibicidon de Hsp90 en la cinética de crecimiento y citoarquitectura de esferoides de LNCaP. (A)
Curva de crecimiento de esferoides de LNCaP sin inhibidor (B) Curva de crecimiento de esferoides de LNCaP con inhibidor
17-DMAG [250nm] (C) Cinética de crecimiento de esferoides tratados y no tratados con iHsp90 con respecto al tiempo

(D) Numero de esferoides encontrados a los 8 dias con respecto al tamafio. (E) Ensayos de viabilidad LIVE/DEAD de
esferoides tratados y no tratados con 17-DMAG, se muestran las células metabdlicamente activas, marcadas con calceina

AM (verde) y células muertas marcadas con homodimero de etidio (rojo) y el empalme de los canales (merge).

Finalmente, el efecto de la inhibicién de Hsp90 en la formacion de esferoides de CPP, fue
un retraso en la formacidn de los esferoides. Los esferoides control, sin iHsp90, logran
formarse a las 24h (290 um), mientras que los esferoides tratados con iHsp90 no logran
formar la estructura esférica y poseen un tamafio estadisticamente mayor (346 um,
p<0.05). A las 48h se observé que los esferoides empiezan a retomar su estructura esférica,
aungque con un tamafio mayor, siendo este aumento de tamano estadisticamente
significativo (p <0.05) mientras que a las 72h se observa un esferoide totalmente formado
(Figura 10 Ay B).

Con la finalidad de determinar las subpoblaciones de células vivas y muertas, asi como la
citoarquitectura de los esferoides, se realizaron ensayos de viabilidad celular. En los
esferoides control, se observé que la subpoblacion de células muertas se localiza en el
centro del esferoide, y estas van en aumento dependiendo del tiempo; se observa a las 72h,
+50% del didmetro de células marcadas de rojo al centro, mientras que, a las 96h, esta
subpoblaciéon celular alcanza el 80% del diametro total del esferoide (Figura 10D, panel
izquierdo). En el caso de los esferoides tratados con iHsp90, esta relacidn temporal y
espacial se pierde, observando un aumento de células muertas en todo el esferoide (Figura

10D, panel derecho).
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Figura 10. Efecto de la inhibicion de Hsp90 en la Cinética de crecimiento y citoarquitectura de esferoides de CPP. (A)
Curva de crecimiento de esferoides sin inhibidor (20x) (B) Curva de crecimiento de esferoides con inhibidor 17-DMAG
[250nm] (20x) (C) Cinética de crecimiento de esferoides de CPP tratados con y sin inhibidor de Hsp90 (D) Ensayos de
viabilidad y muerte celular (LIVE/DEAD®) de esferoides no tratados (E) Ensayos de viabilidad y muerte celular
(LIVE/DEAD®) de esferoides tratados con iHsp90. (se muestran las células metabdlicamente activas, marcadas con

calceina AM (verde) y células muertas marcadas con homodimero de etidio (rojo




IV.  Determinar el papel de las isoformas de Hsp90, Hsp90a y Hsp90pB, en la
formacion de esferoides de cancer de prostata.

A partir de esferoides recuperados cada 24h de la placa de 96 pozos, se obtuvo el perfil de
expresion de Hsp90a y Hsp90B mediante Western blot para determinar el papel especifico
de las isoformas en la formacién de los esferoides de las lineas PC3 y CPP.

En los esferoides de la linea celular PC3, se observa un aumento en los niveles de Hsp90o
en los esferoides control (sin iHsp90) de manera tiempo dependiente. En el caso de Hsp90p3,
los niveles de proteina se mantuvieron constantes en todos los tiempos monitoreados;
mientras que en los esferoides tratados con iHsp90 se ve una disminucion significativa
(p<0.05) de los niveles proteicos de Hsp90a. en los tiempos de 24h, 48h y 96h. La expresion
de la proteina Hsp90B, monitoreada durante toda la formacién de los esferoides tanto
control como tratados con iHsp90 no mostré diferencias significativas, mostrando que la
linea PC3 posee la capacidad de mantenerse constante durante la formacion de los

esferoides hasta las 96h que disminuye su inmunodeteccidn.
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Figura 11. Efecto del inhibidor en la expresién de las isoformas de Hsp90, Hsp90a. y Hsp90p en la formacion de
esferoides de la linea PC3 (A) WB representativo del perfil de expresion de Hsp90a y Hsp90B de esferoides control
y tratados con iHsp90. (B) Niveles relativos de Hsp90a obtenidos por triplicado control y tratados con iHsp90 (B)
Niveles relativos de Hsp90f obtenidos por triplicado de esferoides control y tratados con iHsp90. *Valor de p<0.05

contra medio+ vehiculo

Durante la formacion y crecimiento de los esferoides de la linea celular LNCaP, el perfil de
expresion de las isoformas Hsp90a y Hsp90p fue evaluada mediante inmunohistoquimica,
dada la dificultad de obtener proteina total formando grupos de un solo tamafio de
esferoide.

La inmunoexpresion de Hsp90a obtenida por IHQ exhibié un aumento en los esferoides
tratados con 17-DMAG, independientemente del tamafio, comparado con los esferoides sin
tratamiento. Por el contrario, el marcaje de Hsp90pB en los esferoides tratados con iHsp90

disminuye sin importar el tamafio del esferoide. En los esferoides de mayor a 300um de
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diametro, se puede observar marca nuclear de ambas isoformas en los esferoides sin tratar

(Figura 12, panel izquierdo).

Medio+ vehiculo Medio+ 17-DMAG Control (-)

Hsp90a

Hsp90pB

Figura 12. Efecto del inhibidor en la expresion de las isoformas de Hsp90, Hsp90a y Hsp90P en esferoides de la linea
LNCaP (A) Imédgenes representativas de Inmunohistoquimica de la isoforma Hsp90a en esferoides control y tratados con
iHsp90, asi como una imagen representativa del control negativo (B) Imagenes representativas Inmunohistoquimica de
laisoforma Hsp90p en esferoides control y tratados con iHsp90, asi como una imagen representativa del control negativo.

Las imagenes se tomaron con un objetivo de 20x y se me muestra en recuadro un aumento de 2 veces mas.

Finalmente, la determinacidn del perfil de expresién de las isoformas en CPP se realizd
mediante Western blot e inmunohistoquimica (Figura 13 y 14).

Por ensayos de WB, de los niveles de expresidn proteica de las isoformas de Hsp90, se
observa una tendencia tanto de Hsp90a a aumentar a las 48h y disminuir a las 96h con
respecto al control. Por otro lado, se observa que Hsp90B tiende a disminuir de manera

tiempo dependiente en los dos grupos evaluados (medio+ vehiculo vs medio +17-DMAG).
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Figura 13. Efecto del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, en la expresion de las isoformas de Hsp90, Hsp90c. y Hsp90f durante
la formacion de esferoides obtenidos con el cultivo primario de CP (A) WB representativo de las isoformas Hsp90a,
Hsp90B y p27. (B) Grafica de los valores densitométricos relativos a la proteina Hsp90a, (C) Grafica de los valores

densitométricos relativos de la proteina Hsp90p. *p<005 vs medio+vehiculo
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Figura 14. Efecto del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, sobre la expresion de las isoformas Hsp90a. y Hsp90p en esferoides
de CPP obtenida mediante inmunoexpresion. (A) IHQ de las proteinas Hsp90a y Hsp90p en esferoides de CPP control (B)
IHQ del perfil de expresion de las isoformas Hsp90a. y Hsp90p en esferoides de CPP tratados con 17-DMAG. Se muestran
esferoides representativos obtenidos a diferentes tiempos, cada tercera parte de la circunferencia muestra la IHQ de cada

una de las isoformas de Hsp90 como se muestra esquematicamente en el panel inferior.

Finalmente, con el objetivo de determinar si la expresion de las isoformas cambiaba en los
tipos celulares de los esferoides de CPP, se obtuvo la expresion de las isoformas en
esferoides de CPP por inmunohistoquimica, se puede observar una tendencia a aumentar
Hsp90a a partir de las 48h con respecto al control, cuando el esferoide retoma la capacidad

de formar la estructura esférica; mientras que las células poseen la capacidad de mantener

constante Hsp90p (Figura 14).
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ISCUSION

Actualmente existe una gran necesidad de nuevas terapias eficientes para el tratamiento
de pacientes con cancer de préstata hormono resistente (CPHR); en donde las terapias
dirigidas a inhibir al receptor de andrdgenos y sus vias de activacion son las mas estudiadas.
En CPHR, una actividad elevada del RA puede ser resultado de: a) mutaciones en el dominio
de unidén al ligando, b) por un aumento en su transcripcidn, o c) por una incrementada
fosforilacién del receptor por otras vias de seializacidn. En este aspecto, diversos estudios
han demostrado que la proteina de choque térmico de 90KDa (Hsp90), media la
estabilizacion del RA tanto en células normales como en cdncer; asi como otras en otras vias
necesarias para la sobrevivencia y crecimiento de células tumorales.

Por otro lado, se ha demostrado que la formacion de esferoides en cancer puede ser el
puente entre los estudios in vitro e in vivo ya que representan mejor las condiciones de los
organismos vivos. En el presente trabajo, se establecid la formacién de esferoides de 2
lineas celulares de cdncer de prdéstata: PC3 y LNCaP, asi como de un cultivo primario de
paciente con cancer de prdstata (CPP).

Posteriormente para determinar la dosis necesaria para producir un cambio en el perfil de
expresidn de las isoformas de Hsp90 y de esta manera determinar su papel especifico en la
formacion de esferoides en las lineas celulares de CP, se realizaron curvas de tiempo-dosis-

respuesta con un inhibidor de Hsp90 (17-DMAG).
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Con el uso de 17-DMAG [50nM] no se observan diferencias significativas en el cambio de
isoformas; algunos estudios previos del laboratorio (Pérez-Aquino, 2018), demostraron que
tampoco esta dosis es suficiente para producir un afecto anti-migratorio por ensayo de
cierre de herida en la linea PC3 a las 48h. Por esta razén, se descarté la dosis de [50nM]. Por
otro lado 17-DMAG [500nM] tampoco demostrd diferencias significativas en el perfil de
expresion de las isoformas. Finalmente se decidio usar la dosis de 17-DMAG [250nM)] ya
gue es la dosis a la que se observa un cambio significativo en las isoformas sin afectar la
viabilidad como lo demuestran ensayos de viabilidad por MTT previos del laboratorio

(Figura 15).
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Figura 15. Efecto del inhibidor de Hsp90, 17-DMAG, sobre la viabilidad celular en lineas
celulares de cancer de proéstata. Las lineas celulares PC3 y DU145 fueros incubadas con
dos concentraciones de 17-DMAG, [250nM y 500nM] y se evaluaron a las 18h.
Tomado de Pérez Aquino, 2018
Posteriormente, habiendo determinado la concentracién, se decidié evaluar el efecto del
inhibidor [250nM], en la formacién de esferoides de las dos lineas celulares y el cultivo

primario. La linea PC3, perdio la capacidad de formar esferoides, Unicamente se formaron

agregados celulares 3 veces mayor al esferoide control; esto debido a que no se logrd la
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compactacion caracteristica de la formacion de esferoides. Probablemente la inhibicién de
Hsp90 esté afectando las uniones adherentes que permiten la compactacion celular.

Por otro lado, al ser PC3 una linea celular muy agresiva, mostré ser muy sensible a la
inhibicién de Hsp90; se ha demostrado que la adiccion a Hsp90 se presenta en lineas
celulares mds agresivas debido a la gran cantidad de oncoproteinas sobre expresadas que
deben de ser estabilizadas por las chaperonas moleculares; algunos estudios demostraron
gue el uso de un iHsp90 (AT13387) inhibe la formacion de esferoides de C666-1, una linea
celular de carcinoma nasofaringeo con sobreexpresidon de AKT, encontrando Unicamente
células individuales(Chan, et al., 2013).

Con relacion a la pérdida de capacidad de formar esferoides, se observd una tendencia a
disminuir la isoforma Hsp90a en los esferoides de PC3 tratados con iHsp90.

En el caso de la linea celular LNCaP, la inhibicion de Hsp90 provocé un aumento en la
capacidad de formar esferoides; a tiempos cortos se observé una mayor cantidad de
esferoides y de mayor tamafio con respecto al control esferoides de LNCaP tratados con 17-
DMAG, aungue son mas grandes, no logran sobrevivir el mismo tiempo que los esferoides
sin tratamiento. Algunos estudios demuestran que la formacién de los esferoides depende
de las uniones celulares homotipicas mediadas principalmente por E-cadherina.

Se ha visto que la expresion diferencial de E-cadherina estd asociada con la compactacion
de esferoides de células de hepatocarcinoma (Lin, et al., 2006); en este aspecto, el estudio
de Nagaraju en 2015, demostré que el uso de un inhibidor de Hsp90 (Ganetespib),
promueve la sobreexpresién de E-cadherina en las lineas HTC-116 y HT-29 derivadas de

cancer colorrectal (Nagaraju, et al., 2015).
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Por otro lado, algunos estudios han descrito que inhibidores como la geldanamicina, inhibe
el crecimiento de LNCaP (Krishna, et al., 2006), y en esferoides se ha reportado que la
inhibicion de Hsp90 con 17-AAG retrasa la formacién de los esferoides (Enmon, et al., 2003);
en este estudid se encontré que se fomenta la formacién de esferoides, aunque éstos
poseen un tiempo de vida mas corto.

En este aspecto se ha descrito que el destino de los esferoides recae en el balance entre
células vivas y muertas que lo conforman; en este caso pudimos observar una pérdida de la
citoarquitectura caracteristica y de la localizacidn de las células muertas en nucleo; lo que
puede llevar a los esferoides a su muerte prematura.

En conjunto, los resultados obtenidos en la linea LNCaP, se vieron asociado a la tendencia a
incrementar la isoforma Hsp90q; caso contrario del observado en la linea PC3. Esto podria
ser explicado por la expresion diferencial del receptor de andrégenos ya que se sabe que es
proteina cliente de Hsp90.

Algunos estudios (Smith y Toft, 2008; Ferraloeschi, et al; 2016) han demostrado que el
receptor de andrégenos es sensible a la inhibicién de Hsp90, perdiendo la habilidad de
unién al ligando, disminuyendo su vida media y promoviendo la degradacién via
proteosomal; todo esto podria sugerir que la iHsp90 inhibe |a via de receptor de andrégeno
independiente de ligando llevando a la muerte celular de las células tanto hormono-
resistentes como hormono-sensibles.

Finalmente, se desarrollaron esferoides derivados de tumores de pacientes con cancer de
prdstata. Dada la dificultad de reconstruir el microambiente de un tumor in vitro, se han

comenzado a desarrollar esferoides de cultivos primarios derivados de tumores; estos
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modelos permiten recrear el microambiente, asi como la heterogeneidad celular y
conservar caracteristicas histolégicas del tumor (Ishiguro, et al., 2017).

En este trabajo, se desarrollaron esferoides de un cultivo primario derivado de un paciente
con cancer de prostata, el paciente al momento del diagndstico presentaba un PSA de 8.72;
y un grado Gleason de 4+3=7. El paciente fue tratado con hormonoterapia y recibid
radioterapia adyuvante sin lograr disminuir los niveles de PSA.

Los esferoides de CPP tratados con el iHsp90, mostraron un retraso en la formacion del
esferoide, algunos estudios demuestran que la inhibicion de Hsp90 produce retraso en la
formacion de esferoides de las lineas celulares de CP: LNCaP y CWR22Rv1, este retraso se
documento de 2 a 9 dias de formacion (Enmon, et al., 2006).

Es importante recalcar que, en los tres cultivos celulares, Hsp90B se mantiene constante en
tiempos cortos (24h a 72h) mientras que a tiempos largos (96h), cuando la subpoblacion de
células muertas es mayor, se pierde lainmunodeteccién de esta isoforma. Algunos estudios
como el de Nogata en el 2000, demostraron que hay una sobreexpresién de Hsp90B en
tumores cronicos; lo que podria explicar la necesidad de las células por esta isoforma para

mantener la integridad del esferoide (Nogata, et al., 2000).
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CONCLUSIONES

Las lineas celulares PC3 (RA-) y LNCaP (RA-), asi como un cultivo derivado de
tumor de cancer de préstata (CPP) (RA+) poseen la capacidad de formar
esferoides.

El iHsp90, 17-DMAG [250nM] indujo un cambio significativo en el perfil de
expresion de las isoformas de Hsp90, Hsp90a y Hsp90pB sin afectar su viabilidad.
La susceptibilidad al iHsp90 en esferoides de CP se asocié a la hormono-
dependencia., la linea celular PC3 (RA-) mostré ser sensible a la inhibicion.

La disminucidn de la isoforma Hsp90a inducida por el uso del iHsp90, 17-DMAG,
se asocid con la perdida de formacion de esferoides en la linea PC3 (hormono-
resistente).

El aumento de la isoforma Hsp90a inducida por el uso del iHsp90, 17-DMAG, se
vio asociada a un incremento en la capacidad de formar esferoides de la linea
LNCaP, linea representativa de CPHS (RA+).

El aumento de la isoforma de Hsp90a a las 48h en CPP (RA+) se asocié con la

capacidad de los esferoides de retomar su estructura.
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS

Figura 1. Inmunodeteccion de receptor de andrégenos en cultivo cellular de CPP. Inmunoflorescencia

del RA (verde) y nuclear (dapi) de cultivo derivado de tumor de pacientes con cancer de prdstata.
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