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Resumen

Introduccién: La proteina de choque térmico de 90 kDa (Hsp90) es una chaperona
molecular que incrementa la estabilidad de sus proteinas “cliente”. En células de cancer se
ha observado una mayor expresion de Hsp90 que en células normales, esto se debe a que
un gran numero de proteinas “cliente” de Hsp90 participan en el crecimiento y sobrevivencia
de células cancerosas. Especificamente en carcinoma renal, la via de sefializacién del
fosfoinositol-3-cinasa (PI3K), proteina cinasa B (Akt) y el blanco de Rapamicina en células
de mamifero (MTOR), que regula el crecimiento, la diferenciacién, la migracion y la
supervivencia celular, asi como la angiogénesis y el metabolismo de las células, se
encuentra desregulada, asociandose a un desarrollo de cancer renal agresivo y con baja
tasa de supervivencia. Dentro de esta via de sefializacion se encuentran distintas
oncoproteinas reguladas y estabilizadas por Hsp90. Como resultado, se han desarrollado
inhibidores que interrumpen su actividad chaperona, provocando la degradacion
proteosomal de sus proteinas “cliente”. Sin embargo, la respuesta terapéutica del uso de
inhibidores de Hsp90 no ha sido el esperado, debido a los efectos adversos y falta de
afinidad especifica por alguna de las isoformas de Hsp90, por lo que el presente proyecto
de investigacion propone estudiar la implicacion de las isoformas citosélicas mas
abundantes de Hsp90, la proteina de choque térmico de 90 kDa, isoforma alfa (Hsp90a) y
la proteina de choque térmico de 90 kDa, isoforma beta (Hsp90), como proteinas clave en

el desarrollo tumoral.

Objetivo: Establecer la participacion de las proteinas de choque térmico; Hsp90a y Hsp90

durante la formacion y maduracion de tumores in vitro en un modelo de cancer renal.

Metodologia: Se establecié un modelo tumoral in vitro de adenocarcinoma renal en el cual
se identificaron las etapas de formacion y maduracién, mediante microscopia de contraste
de fases. con el objetivo de conocer si existia un cambio de perfil de expresion en los niveles
de proteina de las isoformas Hsp90a y/o Hsp90B, los esferoides fueron tratados con el
inhibidor de Hsp90 (iHsp90),17-dimetilamino-etilamino-17-demetoxidedanamicina (17-
DMAG), empleando curvas dosis-tiempo-respuesta, monitoreando la formacion vy
maduracion de los tumores in vitro con la presencia de marcadores de proliferacion y

guiescencia.
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Resultados: En el presente proyecto de investigacion se determind la posible participacion
especifica de las isoformas Hsp90a y Hsp90B en un modelo tumoral in vitro de
adenocarcinoma renal. Los resultados obtenidos sugieren que los niveles de expresion
proteica de la isoforma Hsp90a son esenciales para la progresion tumoral, mientras que la
expresion proteica de la isoforma Hsp90 es importante para la viabilidad y mantenimiento
de los esferoides. Los ensayos de inhibiciébn farmacologica de Hsp90 con 17-DMAG
permitieron determinar que la maduracién de los tumores in vitro es dependiente de Hsp90,

donde el tratamiento no impidi6 la formacién de tumores, pero si la maduracién de estos.

Conclusiones: En el presente proyecto de investigacién se demostré en un modelo tumoral
in vitro de cancer renal, el aumento en los niveles de proteina de la isoforma Hsp90a se
asociaron a la capacidad de formacion de tumores, como a su capacidad para alcanzar la
etapa de maduracion. La inhibicién farmacolégica de Hsp90 con 17-DMAG tiene un efecto
antitumoral en cultivos 3D in vitro generados con la linea celular de adenocarcinoma renal
786-0, impidiendo su maduracion. De acuerdo con nuestros resultados, los inhibidores
especificos de Hsp90a podrian ser mas efectivos contra la tumorigénesis del carcinoma
renal que los inhibidores inespecificos de isoforma, como el 17-DMAG.
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Abstract

Introduction: Heat shock protein 90 (Hsp90) is a molecular chaperone that increases the
stability of its "client" proteins. In cancer cells a higher expression of Hsp90 than in normal
cells has been observed, this is because many Hsp90 client proteins are involved in cancer
cell growth and survival. Specifically in renal carcinoma, the signaling pathway of
phosphoinositol-3-kinase (PI3K), protein kinase B (Akt) and mammalian target of
Rapamycin (nTOR), which regulates cell growth, differentiation, migration and survival, as
well as angiogenesis and cell metabolism, is deregulated, being associated with the
development of aggressive renal cancer with a low survival rate. Within this signaling
pathway are different oncoproteins regulated and stabilized by Hsp90. As a result, inhibitors
have been developed that interrupt their chaperone activity, causing proteosomal
degradation of their "client" proteins. However, the therapeutic response to the use of Hsp90
inhibitors has not been as expected, due to adverse effects and lack of specific affinity for
any of the Hsp90 isoforms, therefore, the present research project proposes to study the
involvement of the most abundant cytosolic isoforms of Hsp90, the Heat Shock protein 90,
alpha isoform (Hsp90a) and the Heat shock protein 90, beta isoform (Hsp90pB), as key

proteins in tumor development.

Aim: To establish the involvement of heat shock proteins; Hsp90a and Hsp90 during tumor

formation and maturation in vitro in a renal cancer model.

Methodology: An in vitro tumor model of renal adenocarcinoma was established in which
the stages of formation and maturation were identified by phase contrast microscopy. In
order to determine whether there was a change in the expression profile of protein levels of
Hsp90a and/or Hsp90p isoforms, spheroids were treated with the Hsp90 inhibitor 17-DMAG
using dose-time-response curves, monitoring tumor formation and maturation in vitro with

the presence of proliferation and quiescence markers.

Results: In the present research project we determined the possible isoform-specific
involvement between Hsp90a and Hsp90B in an in vitro tumor model of renal
adenocarcinoma. The results obtained suggest that protein expression levels of the Hsp90a
isoform are essential for tumor progression, whereas protein expression of the Hsp90f3

isoform is important for spheroid viability and maintenance. Pharmacological Hsp90
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inhibition assays with 17-DMAG allowed us to determine that tumor maturation in vitro is
Hsp90-dependent, where treatment did not prevent tumor formation, but did prevent tumor

maturation.

Conclusions : Inthe present research project it was demonstrated in an in vitro tumor model
of renal cancer, increased protein levels of the Hsp90a isoform were associated with tumor
formation capacity, as with its ability to reach the maturation stage. Pharmacological
inhibition of Hsp90 with 17-DMAG has an antitumor effect on in vitro 3D cultures generated
with the 786-0O renal adenocarcinoma cell line, preventing its maturation. According to our
results, Hsp90a-specific inhibitors could be more effective against renal carcinoma
tumorigenesis than isoform-nonspecific inhibitors, such as 17-DMAG.
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Introduccidén

El carcinoma renal (CR) es un grupo heterogéneo de canceres que se desarrolla en las
células del epitelio tubular y comprende alrededor del 85% de las neoplasias renales, siendo
el carcinoma renal de células claras (CRcc) el subtipo histol6gico mas comun (Hsieeh JJ,
et al., 2017). Los tumores de CR se caracterizan por un fenotipo agresivo y desarrollo de
resistencia a la terapia, caracteristicas atribuidas al genotipo VHL (-/-) y PTEN (-/-), donde
la via de sefalizacion Akt/mTOR/HIF-1a se encuentra desregulada. Dentro de esta via de
sefializaciébn se encuentran distintas oncoproteinas reguladas y estabilizadas por la
proteina de choque térmico de 90 kDa (Hsp90).

En el afio 2010, se evalud la participacion de Hsp90a y Hsp90R en la via de sefalizacion
de la sintasa de 6xido nitrico endotelia (eNOS) y 6xido nitrico (NO) mediada por la cinasa
Akt. Empleando un modelo in vitro de sobreexpresion de cada una de las isoformas de
Hsp90, Hsp90a y Hsp90B, demostraron que la sobreexpresion de la isoforma Hsp90a se
asocié a un incremento en los niveles de NO2/NO3, mientras que la sobreexpresion de
Hsp90pB produjo el efecto contrario, reduciendo significativamente los metabolitos del éxido
nitrico (Cortés et al., 2010). Estos resultados propusieron que la funcion diferencial entre
las isoformas Hsp90a y Hsp90B en la via de sefializacion eNOS/NO/O2, se promovia a

través de la fosforilacion de la cinasa Akt.

En células de cancer se ha observado una mayor expresion de Hsp90 que en células
normales, esto se debe a que un gran nimero de proteinas “cliente” de Hsp90 participan
en el crecimiento y sobrevivencia de células cancerosas. Durante décadas, se ha estudiado
el potencial de Hsp90 como blanco terapéutico en la terapéutica actual contra diversos tipos
de cancer (Neckers et al., 1999; Sharp & Workman. 2006). Como resultado, se han
desarrollado inhibidores que interrumpen la unién del adenosin trifosfato (ATP) a Hsp90 y
por consiguiente su actividad chaperona, provocando la degradacién proteosomal de sus
proteinas “cliente”. La seguridad y eficacia de varios inhibidores de Hsp90 se han probado
en ensayos clinicos de fase |, fase Il y fase Ill, tanto en monoterapia como en combinacion
con otros agentes anticancerosos (Wang et al., 2016). Sin embargo, han demostrado
efectos adversos como hepatotoxicidad, nauseas, vomitos, diarrea e hipersensibilidad

(Anyika et al., 2015), debido a las propiedades farmacoldgicas de los agentes desarrollados,
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afinidad contra isoformas de la familia de proteinas Hsp90; asi como, a la dosificacion y

esquema de tratamiento empleados.

Considerando el papel de Hsp90 como “chaperona del cancer” y del rol diferencial de sus
isoformas Hsp90a y Hsp90pB, el presente proyecto de investigacion propone estudiar la
implicacion de Hsp90a y Hsp90B como proteinas clave en el desarrollo tumoral. La
caracterizacién de los niveles de las proteinas Hsp90a y Hsp90B durante la formacion y
maduracién de tumores in vitro (esferoides o cultivos 3D) generados con lineas celulares
de CR con fenotipo agresivo, permitira ampliar las bases moleculares que dictaminan la

tumorigénesis del cancer renal.
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Proteinas de choque térmico (Hsp)

Las Hsp’s pertenecen a una familia multigénica de proteinas descritas como chaperonas
moleculares por la funcién celular que desempefan. El peso molecular de los distintos
miembros de la familia Hsp varia entre los 10 y 150 kDa, dando lugar a una clasificacién de
6 subfamilias: Hsp pequefias, de bajo peso molecular o small Hsp (sHsp) (18-30kDa),
proteinas de choque térmico menores a 40 kDa (Hsp40), proteinas de choque térmico
menores a 60 kDa (Hsp60), proteinas de choque térmico menores a 70 kDa (Hsp70),
proteinas de choque térmico 90 kDa (Hsp90) y Hsp de alto peso molecular (>100 kDa)
(Sreedhar et al., 2004).

En la tabla 1, se describen los miembros pertenecientes a cada subfamilia de Hsp,

indicando su principal localizacioén intracelular y su funcién celular mas estudiada.

Tabla 1. Clasificacién de la subfamilia de las Hsp’s: miembros representativos, localizacion

intracelular y principales funciones.

Subfamilia | Miembros L_ocallzauon Funcién Referencia
intracelular
Ubiquitina Degradacion de proteinas,
SHsp Hspl10 C,N,yM tolerancia al estrés oxidativo, | Jakob et al., 1993.
Hsp20-30 co-factor de Hsp60.
Hsp40 Co-chaperona  de Hsp72, | Misselwitz et al.,
A0 Hsp47 C.N,yRE plegamiento de proteinas. 1998
Hsp60 Hsp60 CyM Plegamiento de proteinas. fgggmely et al,
Hsp72 Termotolerancia, plegamiento Misselwitz et al
Hsp73 C,M,yRE |de proteinas, transporte de o
Hsp70 . 1998
mtHsp70 proteinas.
:2288% Plegamiento y degradacién de
Hsp90 TRAP-1 | C,N, M,y RE proteinas, mr:eracmorr con | Csermely et al,
Grpo4 ;eceptore(:js ormonales y | 1998.
Hsp90-N actores de transcripcion.
Hsp100 Hsp 104- C,N, RE ?I'errr;otqleranma, tolerancia Lund. 2001
110 isquémica

Abreviaturas: Citosol (C), mitocondria (M), reticulo endoplasmico (RE), nucleo (N).

Como se muestra en la Tabla 1, cada uno de los miembros de la subfamilia de las Hsp’s,

tienen una funcién especifica en el mantenimiento de la homeostasis celular.
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En la subfamilia Hsp90, se encuentran dos tipos de proteinas; las independientes de ATP
y las ATP dependientes. Las sHsp son las encargadas de unirse a proteinas
desnaturalizadas y evitar su agregacion irreversible (Jakob et al.,, 1993), mientras que
Hsp40 se considera el principal controlador de la funcién de Hsp70 (Misselwitz et al., 1998),
ambas chaperonas moleculares tienen una funcién independiente de ATP y cooperativa

hacia la familia Hsp90.

Dentro de las proteinas dependientes de ATP se encuentran: a) la subfamilia Hsp60, que
funge como chaperona a nivel mitocondrial, b) la subfamilia Hsp90, que es una de las
proteinas mas abundantes en organismos eucariotas y su funcion no solo se ha limitado a
la degradacion y plegamiento de proteinas, sino que su diversa gama de sustratos o
también denominadas proteinas “cliente”, como receptores de hormonas esteroideas y
proteinas cinasas, han hecho que juegue un papel clave en la transduccion de sefales
(Csermely et al., 1998).

La subfamilia Hsp100, es una familia de proteinas involucradas en la termotolerancia
celular, ademéas de asociarse con la capacidad de promover la protedlisis de algunas
proteinas como la caseina (Lund. 2001).

El trabajo coordinado de todas las Hsp’s es necesario para el mantenimiento de la
homeostasis celular, sin embargo, Hsp90, sobresale por su papel en diversas vias de
sefalizaciéon que la hacen un blanco importante en el entendimiento y tratamiento de

distintas patologias, dentro de las que se encuentra el cancer (Xu & Neckers. 2007).
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Proteina de choque térmico de 90 kDa
(Hsp90)

En condiciones fisiologicas, Hsp90 comprende del 1 al 2% del contenido celular proteico.
La funcién molecular mas estudiada y conocida de Hsp90 es que actia como modulador
alostérico de diversas proteinas blanco o mejor conocidas como proteinas “cliente” de

Hsp90 (Pearl. 2016). Dentro de las principales funciones celulares de Hsp90 se encuentran:

e Asistir al plegamiento de proteinas inmaduras, proporcionado la conformacion

adecuada y evitando la agregacion proteica.

e Favorecer la translocacion de sus proteinas “cliente” a organelos o a la membrana

celular y nuclear.

e Activar las proteinas “cliente” a través de su fosforilacion y/o dimerizacion.

e Degradacion de proteinas mediante ubiquitinacion.

¢ Mediacion de procesos pro y antiapoptoticos.

e Desarrollo y diferenciacién celular, mediante regulacién del ciclo celular.

La subfamilia de las proteinas Hsp90 esta compuesta por cinco miembros, que se muestran

en la Tabla 2.

Tabla 2. Principales caracteristicas distintivas de los miembros de la familia Hsp90

Gen Proteina a la Localizacion .
Nombre completo que codifica subcelular Referencia
Proteina de choque Hsp90 alfa
HSP90AAL | térmico de 90 kDa alfa, P Citoplasma | Zhao etal., 2005
i (Hsp90a)
clase A, miembro 1
Proteina de choque HsDpY0 beta
HSP90AB1 | térmico de 90 kDa beta, P Citoplasma | Zhao etal., 2005
. (Hsp90B)
clase B, miembro 1
Proteina de choque Glucose Reticulo Marzec et al
HSP90B1 | térmico de 90 kDa beta, | regulated protein endoblasmico | 2012 "
miembro 1 (Grp94/96) P
Proteina asociada al
TRAP1 |receptor del factor de Hsp90L Mitocondria | Hoter et al., 2018
necrosis tumoral, tipol
Proteina de choque Hsp90N Hoter et al., 2018
RSP térmico de 90 kDa N Hsp89aAN Membrana
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La localizacion subcelular de las proteinas Hsp90 incluye el citosol, al reticulo
endoplasmico, membranas celulares y mitocondrias. La funcion de cada isoforma esta
relacionada con el compartimento celular en el que se encuentra y de las proteinas “cliente”

que regula (Sreedhar et al., 2004).

Por ejemplo, la proteina reguladora por glucosa de 94 kDa (Grp94) codificada por el gen
HSP90B1 al encontrarse en RE, sus proteinas “cliente” son distintas a la de otros miembros
de la subfamilia de Hsp90. Las proteinas plegadas en el RE contienen pliegues distintos,
en su mayoria compuestos por una gran cantidad de puentes disulfuro, ademas de ser
dependientes del plegamiento oxidativo. Las cisteinas en estas proteinas tienden a oxidarse
debido a que el lumen del RE es aproximadamente 30 veces mas oxidante que el citosol;
estas caracteristicas hacen que la funcién y proteinas “cliente” de Grp94 sean especificas
(Marzec et al., 2012).

Como se observa en la Tabla 2, las dos isoformas citosdlicas de Hsp90 corresponden a
Hsp90a y Hsp90p, codificadas por los genes HSP90AAL1 y HSP90AB1, respectivamente.
En conjunto, Hsp90a y Hsp90pB interactian con aproximadamente el 10% del proteoma
eucarionte (Zhao et al., 2005), lo que representa alrededor de 2,000 proteinas (Echeverria
et al.,, 2011), de las cuales experimentalmente se han confirmado ~725 interacciones
proteina-proteina (Taipale et al., 2010). Al ser ambas isoformas responsables de la
maduracion de las principales proteinas de sefializacién, como factores de transcripcion,
ubiquitina ligasas y cinasas reguladoras, el interés en conocer cdmo es que participan y
regulan distintos procesos celulares, las ha sugerido como un excelente blanco terapéutico
(Prodromou. 2016).

A pesar de que las isoformas Hsp90a y Hsp90p poseen una alta identidad de aminoéacidos,
a nivel de nucleétidos muestran cambios evidentes, especialmente en las regiones 3’y 5’
no codificantes. Las diferencias en estas regiones no codificantes permiten la regulacion
especifica de la expresion de Hsp90a por diferentes factores de transcripcion, dependiendo
de las condiciones celulares, variaciones que divergen en las funciones especificas de cada

proteina (Haasse & Fitze. 2015).
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En la Tabla 3, se indican las principales diferencias en la expresion y las funciones

intracelulares a las que han sido asociadas las isoformas de Hsp90; Hsp90a y Hsp90§R.

Tabla 3. Principales diferencias en la expresién y funcion de las isoformas Hsp90a y Hsp90

Funciones Estado de mayor .
Isoforma . ., Referencia
intracelulares expresion
Promocién del
crecimiento
Proteina de choque
térmico de 90 kDa, Regulacion del ciclo . Taherian et al.,
. Inducible
isoforma alfa celular 2008
(Hsp90a)
Inducible por estrés
Citoproteccion
Desarrollo embrionario
temprano
Proteina de choque Maduracion de células
térmico de 90 kDa, i o .
isoforma beta germinales Constitutiva Tahe;ggget al.,
(Hsp90B) Estabilizacion del
citoesqueleto
Transformacion celular
Transduccion de sefiales
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Hsp90 en cancer

En la mayoria de los canceres, Hsp90 y sus proteinas “cliente” se encuentran expresadas
en mayores niveles que en células normales. Dentro de la amplia gama de proteinas
“cliente” involucradas en el desarrollo del cancer se encuentran: receptores tirosina cinasa,
moléculas de sefalizacion, cinasas, factores de transcripcion, entre otros. En la tabla 4 se
observan las principales proteinas “cliente” de Hsp90 y la funcién con la que han sido
relacionadas en cancer (Carey et al., 2006).

Tabla 4. Proteinas “cliente” de Hsp90 relacionadas con el crecimiento tumoral y

supervivencia celular.

Proteina “cliente” de

tirosina-cinasa

Factor Receptor
(EGFR mutada)

través de la activacion
de la via MAPK, AKT y
JNK.

Clase Hsp90 Funcion Referencia
Promocion de
Human epidermic proliferacion celular e
receptor-2 (Her2) inhibicion de la Moasser. 2007
apoptosis.
Promocién de
Receptores Endothelial Growth proliferacion celular, a

Voldborg et al., 1997.

Vascular Endothelial
Growth Factor
Receptor (VEGFR)

Promocién de
vasculogénesis y
angiogénesis.

Kliche & Waltenberg.
2001

Moléculas de
sefializacién y
cinasas

Proteina cinasa B (Akt)

Papel en apoptosis,
proliferacion celular,
transcripcion y
migracion celular.

Yoeli & Toker, 2006

mammalian Target of
Rapamycin (mTOR)

Regula proliferacion
celular, motilidad vy
supervivencia.

Guertin & Sabatini,
2007.

V-Src

Promueve formacién de
cancer, movimiento
celular y proliferacion.

Irby & Yeatman, 2000.
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Clase

Proteina “cliente” de
Hsp90

Funcién

Referencia

Breakpoint cluster
region protein/
Tyrosine-protein
kinase ABL1 (Bcr-Abl)

Promueve proliferacion
celular y reduce
apoptosis.

Quintas & Cortés,
2009.

Factores de
transcripcion

Twist-1

Promueve metastasis y
reduce apoptosis.

Puisieux et al., 2006.

Hipoxya inducible
factor 1a (Hif-1a)

Induce proliferacion
celular y angiogénesis.

Tiburcio et al., 2014

Necrosis Factor-Kappa

Mantiene proliferacion
celular y protege de la

Xia et al., 2014

B (NF-kB) ;
apoptosis.
Ciclina D1 Control del ciclo celular Qie & Diehl, 2016.
e anen
Metallopeptidase 2/9 ruptura de la matriz Gialeli et al., 2011
(MMP2/9)
extracelular.
Otros
Survivina Inhibe apoptos]s y Mita et al., 2008
regula mitosis
Vimentina Incrementa migraciony | g0 ¢ 1, 2011.

capacidad de invasion

Al ser Hsp90 una proteina de estrés celular, en condiciones fisiopatoldgicas como lo es el
cancer, existe una mayor demanda de de Hsp90 para facilitar el plegamiento de las

proteinas y evitar proteostasis de las mismas (Rutherford. 2003).

Si bien, los cambios genéticos acumulados en las células cancerosas son un factor
determinante para el inicio del céancer, no son suficientes para la evolucién de la
enfermedad. Genéticamente las células alteradas requieren interacciones con el
microambiente, estas interacciones pueden ser directas o indirectas y generan presion
selectiva a las células cancerosas, logrando que adquieran nuevas mutaciones que

favorecerén la progresion del cancer (Fortunato et al., 2017).
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En un ambiente permisivo, las células soportan el crecimiento de células alteradas
genéticamente y capaces de sobrevivir en condiciones de estrés como: hipoxia, falta de
nutrientes y acidosis. Bajo estas condiciones de estrés celular, Hsp90 actia como buffer
bioguimico a nivel fenotipico para la heterogeneidad genética caracteristica del cancer.
Cuando la capacidad de buffer es excedida pudiendo dar lugar a una mayor carga de
oncoproteinas mal plegadas, o a un microambiente celular hostil; donde, la homeostasis
celular y en particular la proteostasis celular puede perderse, favoreciendo la progresion
tumoral, con fenotipo invasivo, metastasico y resistente a farmacos antineoplasicos
(Whitesell & Lindquist. 2005).
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Hsp90a y Hsp90B en cancer

Al ser Hsp90a y Hsp90B las isoformas citosélicas mas abundantes de la subfamilia de
Hsp90, diversos estudios en la biologia del cancer se han enfocado en estos miembros de
la subfamilia; sin embargo, el rol que tiene cada isoforma en el desarrollo del cancer aun es

poco conocido.

Hsp90a en cancer

La isoforma alfa de la proteina de choque térmico; Hsp90a ha sido propuesta como un
factor promotor de motilidad, invasividad y adquisicion de resistencia al estrés de las células

cancerosas (Eustace et al., 2004).

Ademas de las isoformas intracelulares de Hsp90, recientemente se ha descubierto que la
proteina de 90 kDa extracelular (eHsp90a), es secretada por lineas tumorales y normales,
haciendo mas compleja la comprension de su biologia (Wang et al., 2009). La presencia de
eHsp90a ha sido propuesta como fundamental en procesos fisiolégicos y fisiopatolégicos,
incluyendo el crecimiento tumoral (Parmiani et al. 2004), invasién y metastasis (Eustace et
al., 2004), curacion de heridas (Nathan.1997) y angiogénesis (Pratt.1998).

Por otra parte, demostramos que eHsp90a es un indispensable para una funcién pro
invasiva, ademas de que los niveles de eHsp90a en plasma se correlaciona positivamente
con la malignidad del tumor en pacientes con cancer. Loa anterior sugiere a eHsp90a como
un posible marcador diagndstico de malignidad tumoral en la aplicacién clinica (Wang et
al., 2009).

En un modelo de cancer de mama, se relacioné el cambio de supervivencia celular a
apoptosis a la disponibilidad de Hsp90a. La linea celular de cancer de mama, SKBR3 fue
tratada con iHsp90, observando una reduccion en la proliferacion y aumento de la
apoptosis. Sugiriendo que Hsp90a ademas de tener un papel en la supervivencia celular,
también tiene una funcién pro apoptética especifica del tipo de la célula, microambiente y

estado de transformacioén celular (Perotti et al., 2008).
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Hsp90[ en cancer

Por su parte, la isoforma Hsp90B se asocia a un papel critico para la viabilidad celular,
resultando ser letal su knock out. En cancer gastrico, la expresion de HSP90B es mayor en
el tejido de cancer gastrico que en la mucosa gastrica no cancerosa, este efecto también
se reporto6 a nivel in vitro, donde en lineas celulares de cancer gastrico también se reporté

mayor expresion de Hsp90p, respecto a las lineas celulares parentales (Liu et al., 1999).

En un estudio realizado en 2019, se determinaron los mecanismos moleculares
dependientes de la proteasa especifica de la ubiquitina 22 (USP22), gen asociado a
mecanismos de muerte celular, en lineas celulares de cancer de mama y cancer colorrectal.
Los resultados obtenidos demostraron que tras la eliminacion de USP22, la isoforma
Hsp90B se veia afectados a nivel gen y proteina, ademas de que el uso del iHsp90,
Ganetespib, dio una mayor vulnerabilidad en células de cancer, reduciendo eficazmente el
crecimiento tumoral in vitro e in vivo. En este estudio se identific6 a Hsp90B como blanco
terapéutico dependiente de USP22 en cancer de mama y cancer colorrectal (Kosinsky et
al., 2019).
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Inhibicion farmacoldgica de Hsp90 en
cancer

Sabiendo que Hsp90 es una proteina chaperona esencial para la estabilidad y la funcion de
una amplia gama de oncoproteinas, se ha propuesto como blanco terapéutico debido a su
atractivo potencial de interrumpir simultdneamente multiples vias de sefializacion y, por lo

tanto, ejercer un ataque multiple en células malignas (Xu & Neckers. 2007).

Diversos estudios han indicado que los inhibidores de Hsp90 son mas toxicos para las
células malignas que para los tejidos normales, y por lo tanto existe la posibilidad de una
citotoxicidad selectiva (Chiosis & Neckers. 2006; Chiosis et al., 2003; Kamal et al., 2003;
Workman. 2004). Ademas, algunos inhibidores de Hsp90 se acumulan en las células

malignas en mayor medida que en células normales (Chiosis et al., 2003).

En apoyo de esta observacién, Kamal y colaboradores demostraron que la acumulacién
aparente de inhibidores de Hsp90 en células tumorales después de la administracion
sistémica podria resultar del aumento de la afinidad de Hsp90 presente en las células

cancerosas en comparacion con las células normales (Kamal et al., 2003).

La mayoria de los inhibidores de Hsp90 presentan actividad pan inhibitoria contra las cuatro
isoformas de Hsp90, induciendo una respuesta de choque térmico, que a su vez activa a
HSF-1, llevando a la transcripcion de Hsp27, Hsp70 y otras Hsp’s. La regulacion al alza de
Hsp90 implica un aumento en la dosificacion del farmaco, estrategia que se ha observado
limitada por la toxicidad hepética, cardiovascular e incluso ocular. Como resultado de estas
observaciones se ha propuesto el uso de inhibidores especificos de isoformas como una

forma viable de mitigar los perjuicios y complicaciones (Sanchez et al., 2020).

Inhibicion especifica de las isoformas de Hsp90
Hsp90a y Hsp90B comparten aproximadamente el 95% de identidad dentro del pocket de

union a ATP, y se diferencian sélo en dos aminoacidos; Hsp90B reemplaza los residuos de
Ser e lle de Hsp90a en las posiciones 52 y 91 con residuos de Ala y Leu respectivamente
(Haase & Fitze. 2016). Sobre la base de esta caracteristica, se han desarrollado los

primeros inhibidores selectivos de Hsp90B. KUNB31, es el primer inhibidor N-terminal
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selectivo para la isoforma Hsp90B producido y actualmente se estd trabajando en el
desarrollo de inhibidores selectivos hacia las isoformas citosélicas Hsp90a y Hsp903
(Sanchez et al., 2020).

Estudios recientes han demostrado que la activacion de la muerte celular extrinseca a
través del factor de necrosis tumoral (TNF) o el ligando inductor de apoptosis relacionado
con TNF (TRAIL) da como resultado la degradacion de la isoforma HSP90B. La co-
incubaciéon de células con TNF o TRAIL en combinacién con el inhibidor de HSP90R,
KUNB105, pero no con la inhibicion selectiva de HSP90a promueve la induccién de la
apoptosis. En él mismo estudié se identifico y validé la degradacion de HIF1a
desencadenada por inhibidor. Estos hallazgos sugieren que la inhibicion selectiva de las
isoformas de Hsp90 junto con la estimulacion del ligando de muerte puede proporcionar
estrategias novedosas para la terapia de enfermedades inflamatorias o cancer, en el futuro
(Heck et al., 2021).
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Modelos tumorales in vitro y su aplicacion
en la investigacion biomédica

La tasa de aprobacion de medicamentos contra el cancer es < 5%, a pesar de las
inversiones en investigacion, descubrimiento y desarrollo de nuevos medicamentos contra
el cancer. Una estrategia para mejorar la tasa de éxito de nuevos medicamentos contra el
cancer en transicion a la clinica es alinear los modelos celulares utilizados en el
descubrimiento temprano con modelos preclinicos y tumores en pacientes. Para los
tumores solidos, esto exigiria el desarrollo y la implementacién de modelos tumorales in
vitro que recapitulan con mayor precision la arquitectura y la biologia del tumor soélido
humano (Sant & Johnston.2017).

Tradicionalmente los cultivos bidimensionales se han usado para estudios de biologia
celular, con el supuesto de que las células en monocapa reflejan la fisiologia de un tejido
real. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que el cultivo celular bidimensional
no puede replicar el microambiente y los comportamientos celulares in vivo debido a la falta
de interacciones célula-célula, célula-matriz y a la pérdida de la arquitectura especifica del
tejido, sefales mecéanicas y quimicas, que son esenciales para funciones Unicas de tejidos

reales en el cuerpo humano (Cui et al., 2017).

Los modelos tumorales in vitro, son cultivos auto-ensamblados de células tumorales
formados en condiciones donde las interacciones célula-célula predomina sobre las

interacciones célula-sustrato (Mehta et al., 2012).

Los esferoides tumorales multicelulares se asemejan a los nédulos tumorales avasculares,
las micro metastasis o las regiones intervasculares de los tumores sélidos grandes con
respecto a sus caracteristicas morfologicas, microambiente, cinética de crecimiento y
gradientes de distribucién de nutrientes, concentracion de oxigeno, proliferacién celular y
acceso a farmacos (Friedrich et al., 2009; Lovitt et al., 2014; Ekert et al., 2014; Vinci et al.,
2012). En la figura 1 se muestran las diferentes sefales celulares a las que estafio

expuestas las células tumorales cultivadas en microambientes 3D.
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Figura 1. Gradientes que regulan la funcién y el comportamiento celular en un esferoide. Las
células tumorales cultivadas en esferoides existen en un microambiente 3D altamente interactivo
donde las interacciones célula-célula, las interacciones célula-ECM y los gradientes locales de
nutrientes, factores de crecimiento, factores secretados y oxigeno regulan la funcion y el
comportamiento celular. La estructura interna de un esferoide esta compuesta por tres capas: zona

proliferativa, zona quiescente y centro necroético. Figura adaptada de Lin & Chang.2008.

En un estudio publicado en el 2017, se evalu6 la potencia radiosensibilizadora de varios
agentes quimioterapéuticos, entre ellos el iHsp90, 17-DMAG, en un modelo tumoral in vitro
de céncer de proéstata. Los resultados indicaron que la radioterapia del cancer de préstata
puede optimizarse mediante la combinacion con inhibidores de Hsp90. En donde se
observo un aumento en la muerte celular y un retraso en el crecimiento de esferoides

inducido por la combinacion de radiacion mas el uso del inhibidor (Rae & Mairs. 2017).

En otro estudio realizado, se establecieron paneles de cultivos de esferoides derivados de
pacientes a partir de seis muestras de carcinoma de células pequefas del cuello uterino,
en donde se evaluo la la radiosensibilidad intrinseca y el mecanismo de radioresistencia.
En un modelo radioresistente, se observé que el iHsp90, 17-AAG, suprimi6 la expresion de
HIF-1a inducida por la radiacién, ademas de aumentar la sensibilidad de la radiacion
(Nakajima et al., 2015).
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En un modelo de cancer colorrectal, se demostré por primera vez que la inhibicion de
HSP90 regula a la baja tanto HIF-1a como NF-kB, lo que conduce a la inhibicién de EMT,
motilidad e invasividad en el cancer colorrectal. El tratamiento de las lineas celulares de
cancer colorrectal HT-29 y HCT-116 con Ganetespib a 50 nM durante 24 h inhibié la EMT
(vimentina regulada a la baja y cadherina regulada al alza), invasion a matrigel y migracién

de esferoides (Nagaraju et al., 2015).
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Adenocarcinoma renal

El adenocarcinoma renal es un grupo heterogéneo de canceres que se desarrolla en las
células del epitelio tubular y comprende el 85% de las neoplasias renales primarias. Su
clasificacion se basa en el origen anatémico, caracteristicas histolégicas y moleculares
(Wolf et al., 2020). La mayoria de los adenocarcinomas renales se agrupan en tres subcon-
juntos definidos histolégicamente que incluyen el CRcc con aproximadamente el 70% de
los diagnosticos de cancer renal y caracterizado microscOpicamente por el aspecto claro
del citoplasma debido a la presencia de glucégeno y lipidos (Liu et al., 2007), seguido del
subtipo papilar que se desarrolla del 10% al 15% de los pacientes con un patrén predomi-
nantemente papilar (Kaldany et al., 2019) y por ultimo, el subtipo crom6fobo caracterizado
por células con citoplasma abundante, palido y aspecto granular, que comprende alrededor

del 5% de las neoplasias renales (Hsieh et al., 2017).

Mudltiples factores de riesgo se han descrito para el CR, dividiéndolos en factores adquiridos,
como lo son: el consumo de tabaco, hipertensién, obesidad, uso de cronico de analgésicos
y diabetes. Dentro de los factores genéticos, uno de los genes mayormente involucrados
en el desarrollo del CR es el gen Von Hippel-Lindau (VHL) y el homdélogo de fostatasa y
tensina (PTEN) (Siegel et al., 2012).

Por su parte, el gen supresor de tumores VHL juega un rol importante en el desarrollo de
CRcc hereditario, asi como en la progresion, malignidad y resistencia a este subtipo de
cancer. Se estima que del 50 al 60% de los pacientes que desarrollan CRcc tienen una
anomalia en el gen VHL. Individuos con alteraciones en el gen VHL nacen con una copia
inactivada del gen en todas las células y otra copia del gen normal. Para que el proceso de
tumorigénesis se desarrolle debe de haber una pérdida de funcion del segundo gen. Este
“segundo hit” tiene lugar como un resultado de una mutacion somatica o delecion del alelo.
El producto del gen VHL es el supresor tumoral Von Hippel Lindau (pVHL) que actia que

es un regulador critico de la respuesta a hipoxia (Maranchie et al., 2002).

PTEN ha sido descrito como un gen supresor de tumores componente de diversas vias de
sefializacion involucradas en la regulacion del crecimiento celular, proliferacion y apoptosis,
asi como un participante en el control del ciclo celular. Se ha demostrado que PTEN

antagoniza la via de sefializacion PISK/PTEN/AKT que tiene un papel en el crecimiento,
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diferenciacion y supervivencia celular, salvaguardando maquinarias celulares contra la
carcinogénesis. Asi, la pérdida de la expresion de PTEN puede causar el inicio del proceso

de tumorigénesis (Parsons & Simpson. 2003).

MTOR es una proteina cinasa que es codificada por el gen MTOR vy juega un papel
importante en la regulacion del ciclo celular. La via de sefializacion mTOR/PI3K inicia con
la unién de factores de crecimiento a la superficie celular, resultando en la activacién de la
proteina PI3K. Esta via de sefializacion culmina con la codificacion de la proteina HIF, que
tiene la habilidad de incrementar la produccién de proteinas angiogénicas como VEGF,
PDGF y TGFB, implicados en el crecimiento celular y la progresiéon del tumor (Guertin &
Sabatini. 2007).

Terapéutica actual contra el adenocarcinoma renal

Actualmente, la nefrectomia parcial o radical sigue siendo el gold standard para el
tratamiento del CR. La seleccion de tumores para la nefrectomia parcial esta dictada por la
localizacién anatomica, estadio del tumor y otras caracteristicas que limitan el potencial de

una completa reseccion del tumor (Petejova & Martinek. 2016).

Aproximadamente, el 17% los pacientes que presentan por primera vez algun tipo de CR
tienen un alto indice de recurrencia y desarrollo de metastasis. El tratamiento de la
enfermedad metastasica es complejo y depende del subtipo histolégico, masa tumoral renal

y estado clinico del paciente (Rini et al., 2009).

El tratamiento para CR metastasico ha sido desarrollado significativamente: inhibidores del
factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF), asi como los inhibidores de tirosinas
cinasas y farmacos que inhiben la via de sefalizacibn mTOR, se han convertido en el pilar
para el manejo del CR avanzado. El objetivo del uso de inhibidores de moléculas pequefias
es el blogueo de vias de sefializacibn que disminuyan la produccién de factores
angiogénicos y el crecimiento tumoral, sin embargo, los resultados han sido poco
favorecedores para el paciente, limitando sus opciones terapéuticas (Petejova & Martinek.
2016).
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Modelos tumorales in vitro y carcinoma renal

Tomando en cuenta que los métodos actuales para estudiar el carcinoma de células renales
se limitan al cultivo bidimensional (2D) de lineas celulares primarias y modelos de
xenoinjerto derivados del paciente. Numerosos estudios han sugerido que el cultivo 2D
representa pobremente la diversidad, la heterogeneidad y la resistencia a los medicamentos
de los tumores primarios, proponiendo los modelos tumorales 3D como cierre de la brecha
entre el cultivo celular in vitro y los modelos de xenoinjerto derivados del paciente in vivo
(Pan et al., 2015).

En el 2020, el grupo de investigacion lidereado por Na Chae, realiz6 una comparacion entre
el cultivo 2D y organoides 3D derivados de paciente, en donde se observé que los modelos
3D conservaron la morfologia caracteristica del CRcc, es decir células claras y ricas en
lipidos. Ademas de que los biomarcadores como: anhidrasa carbénica IX (CAIX) y
vimentina fueron validados. Proponiendo que los modelos tumorales in vitro pueden
funcionar como un nuevo sistema para el desarrollo de modelos clinicos in vitro especificos

para el paciente con carcinoma avanzado de células renales (Na et al., 2020).

Las metastasis 6seas derivadas de CR son tipicamente liticas, destructivas y resistentes a
los regimenes de tratamiento. Los modelos in vitro actuales para estudiar metastasis
introducen artefactos que limitan su utilidad. Muchas caracteristicas de los tumores que
crecen en el hueso se pierden cuando las células humanas se cultivan en bidimensionalidad
(Lee & Kotov. 2008). La linea celular 786-O puede utilizarse para estudiar la metéstasis
0sea en CR, diversos estudios han demostrado que la inyeccion de células 786-O en
ratones desnudos, tanto directamente en la tibia como en el ventriculo cardiaco, causan
destruccién 6sea y vascularizacion (Xie et al., 2012). Partiendo de este antecedente, en un
estudio publicado en el 2015, se utiliz6 una sublinea derivada de dichos tumores
metastasicos para estudiar la metastasis 0sea derivada de CR. Los resultados arrojaron
gue los esferoides generados con la sublinea de 786-O, mostraron tasas de proliferacion
mas bajas que sus contrapartes cultivadas en 2D. En general, los patrones de expresion
génica de los esferoides imitaban mas a los observados in vivo que los de las células
cultivadas en 2D. De particular importancia, las moléculas de adhesion seleccionadas, los
factores de angiogénesis y los factores osteoliticos que se ha demostrado que estan
involucrados en la metéstasis 0sea del CR se expresaron a niveles mas altos en cultivos

3D que en cultivos 2D. Proponiendo que el sistema de cultivo 3D proporciona una
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plataforma mejorada para los estudios de metastasis 6éseas en comparacion con los
sistemas 2D (Pan et al., 2015).

En el CR, el uso de inhibidores de tirosina cinasa (TKI), son un tratamiento estandar. Sin
embargo, el papel de PTEN en la resistencia a este tipo de tratamiento sigue siendo poco
conocido. En un estudio realizado por Sekino y colaboradores, se determiné conocer el
papel funcional de PTEN, analizando el efecto de la inactivacion de PTEN sobre la
formacion de esferoides y la resistencia a Sunitinib y Sorafenib. Los resultados sugirieron
gue la eliminaciéon de PTEN promovié la formacién de esferoides y disminuyd la sensibilidad
a Sunitinib/Sorafenib en las lineas celulares de CR, concluyendo que PTEN puede ser un

biomarcador y objetivo terapéutico en pacientes con CR metastasico (Sekino et al., 2020).
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Hsp90, como blanco terapéutico en

adenocarcinoma renal

Los tumores de CRcc se caracterizan por estar altamente vascularizados y se encuentran
entre los tumores renales mas letales (Kaelin, WG. 2007). En donde el factor de
transcripcion HIF es un importante participante dentro del contexto de la pérdida del gen
supresor de tumores, VHL (Kondo et al., 2003; Kondo et al., 2002; Iliopoulos et al., 1996;
Mandriota et al., 2002).

Los inhibidores de molécula pequefa de Hsp90 representan una clase creciente de agentes
antitumorales clinicamente utilizados que han sido probados como un medio alternativo
para atacar a HIF, dada su capacidad compartida para interrumpir la actividad chaperona
de Hsp90, y bloquear el plegamiento de sus proteinas “cliente”. Tomando en cuenta que
HIF-1a es una proteina “cliente” de Hsp90 (Minet et al., 1999) varios estudios han
demostrado que la inhibicién de Hsp90 con Geldanamicina (GA) y derivados de moléculas
pequefas promueve la degradacion de las subunidades HIF-1a y HIF-2a y la supresién de
su actividad transcripcional (Isaacs et al., 2002; Mabjeesh et al., 2002; Katschinski et al.,
2004). Por lo tanto, estos agentes son prometedores en entornos tumorales donde la
funcién de VHL estd comprometida, como en el caso del CRcc o hipoxia tumoral (Hur et al.,
2002).

Ademas del papel principal de las hidroxilasas en la regulacién de la actividad de HIF-1q,
hay vias que implican la activacién oncogénica que tienen contribuciones considerables en
el control de los niveles de proteina HIF-1a. En condiciones no hipdxicas, los factores de
crecimiento, las citocinas y otras moléculas de sefalizacion tienden a acumular la proteina
HIF-1a en las células (Hur et al., 2002).

Se ha reportado que los inhibidores de Hsp90 como la GA podrian anular los niveles de
HIF-1a independientemente de la disponibilidad de oxigeno (Isaacs et al., 2002). Se sabe
gue Hsp90 se une directamente con HIF-1a induciendo algunos cambios conformacionales
en su estructura para adaptarse y acoplarse con HIF-18 iniciando su transactivacion.
Ademas, Hsp90 puede estabilizar HIF-1a contra su degradacion, no dependiente de VHL
(Gradin et al., 1996).
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La unién de Hsp90 a HIF-1a promueve la actividad de HIF-1a de dos maneras: (1) bloquea
la degradacion proteasémica independiente de VHL; y (2) ayuda a los heterodimeros HIF-
1a a adquirir la conformacién apropiada para reclutar p300 y, en consecuencia, iniciar la
transactivacion de HIF-1a (Hur et al., 2002). Por lo tanto, se espera que los antagonistas de

Hsp90 induzcan la degradacion de HIF-1a y por lo tanto exista un efecto antitumoral.

En la figura 2 se muestra la via de activacién del adenocarcinoma renal, asi como las
distintas oncoproteinas “cliente” que son estabilizadas por Hsp90 y que favorecen el
proceso de carcinogénesis, sobresaliendo el fosfoinositol-3-cinasa (PIP3), la proteina
cinasa B (Akt), el blanco de rapamicina en células de mamifero (IMTOR) y el factor inducible
de hipoxial a (Hif-1a).

Factores de
crecimiento

Acumulacion
deHIF1-a

VEGF

Angiogénesis

pVHL mutada Transporte de
glucosa

Figura 2. Hsp90 como blanco terapéutico en adenocarcinoma renal. Dentro de la via de activa-
cién de adenocarcinoma renal se encuentran distintas oncoproteinas “cliente” que son estabilizadas

por Hsp90, favoreciendo el proceso de carcinogénesis. Figura modificada de Masoud & Li (2015).
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A continuacion, se enlistan los principales antagonistas de Hsp90 y los efectos observados

contra el factor de transcripcion HIF.

Geldanamicinas (GA): Altera la unién de Hsp90 a las proteinas “cliente” al
competir por su sitio de unibn a ATP, exponiéndolos a la ubiquitinacién vy
degradaciéon proteasdmica. Sin embargo, debe abordarse la especificidad de la
actividad antitumoral de este grupo de agentes, dado el hecho de que existe una
amplia gama de proteinas “cliente” y no solo HIF-1a puede verse afectada por la
inhibicién de Hsp90 (Miyata. 2005).

Radicicol: Es otra clase quimica de inhibidores de Hsp90 que posee mecanismos
diferentes y superpuestos para la inhibicion de HIF-1a. Por ejemplo, el radicicol
evita la interaccion entre los heterodimeros HIF-1a / HIF-18 y el &cido
desoxirribonucleico (ADN), que atenta el proceso de activacion de HIF-1a sin un
cambio significativo en la estabilidad de la proteina HIF-1a (Hur et al., 2002).

SCH66336: Un derivado de farnesiltransferasa que demuestra la actividad
antitumoral contra el cancer de pulmén de células no pequefias, inhibe la
interaccion entre HIF-1a y Hsp90 promoviendo la degradacion proteosomal de
HIF-1a (Han et al., 2005).

Apigenina: Es una flavona natural antiangiogénica. Se ha reportado que bloguea
la regulacién positiva inducida por la hipoxia de las proteinas HIF-1a, el
transportador de glucosa GLUT-1 y VEGF mediante la degradacién de HIF-1a a
través de la interferencia con la funcién de Hsp90 (Osada et al., 2004; Melstrom
et al., 2011).
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Antecedentes directos

Antecedentes en nuestro grupo de investigacion, sugieren que las isoformas citosélicas
mas abundantes de Hsp90; Hsp90a y Hsp90p tienen un papel diferencial y una connotacion
fisioldgica y patoldgica en distintas vias de sefializacion.

En condiciones fisiolégicas, en el afio 2010, se evalud el efecto de la sobreexpresiéon de
Hsp90a y Hsp90p en la via de sefalizacion eNOS/NO. En dicho estudio se encontré que la
sobreexpresion de Hsp90a induce un incremento de los niveles de NO2/NO3, donde dicho
efecto fue asociado con el incremento de fosforilacion del residuo de Serina (Ser) 1177 en
eNOS y de Serd473 en la cinasa Akt/PKB, incluyendo un notable incremento en la
conformacion dimérica de Hsp90a. Mientras que la sobre-expresion de Hsp90B redujo
significativamente los niveles de NO2/NO3 e incrementd la generacion de Oz2. Estos efectos
se asociaron a una reduccion de la conformacion dimérica de eNOS, un incremento en la
fosforilacion del residuo de Treonina (Thr) 495 en eNOS 'y a la disminucién de la fosforilacion
de las cinasas Akt/PKB, ademas de un aumento de Hsp90B en su conformacion
monomeérica (Cortés et. al., 2010). Estos datos sugirieron por primera vez que Hsp90a y
Hsp90B modulan de forma diferencial la activacion de proteinas “cliente” como Akt y eNOS,
a través de la promociéon de cambios en la conformacion y estado de activacion por

fosforilacion.

En condiciones patolégicas como el cancer, la cinasa Akt es responsable de la activacion
de diversas vias de sefializacion oncogénicas. En un estudio reciente de nuestro grupo de
investigacion se determind la asociacion entre la expresion de las proteinas Hsp90a y de
Hsp90p en tejido renal de pacientes con CR (datos no publicados). El estudio comprendi6
una cohorte de 30 pacientes diagnosticados con adenocarcinoma renal y sometidos a
nefrectomia. Los resultados permitieron identificar un subgrupo de pacientes con CR con
peor prondstico y estadio metastasico del cancer, a través de la expresién diferencial entre
las isoformas Hsp90a y Hsp90p; donde la sobre expresion de la isoforma Hsp90a se asocio
a pacientes metastasicos y menor sobrevida, mientras que la isoforma Hsp903 a un mayor

tamarfio tumoral.
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Planteamiento del problema

En tumores sélidos se ha reportado un incremento en los niveles de proteina Hsp90 como
posible respuesta homeostatica a la extensa heterogeneidad genética en distintos tipos de
cancer, por lo que la inhibicion farmacolégica de Hsp90 se ha propuesto como una
terapéutica prometedora, sin embargo, el uso de inhibidores en ensayos clinicos ha
demostrado poca eficacia, debido a la poca solubilidad acuosa de la molécula y alta
hepatotoxicidad (Pacey et al., 2011).

Antecedentes en nuestro grupo de investigacion abren la posibilidad de que parte de la
poca efectividad del uso de iHsp90 se debe al enfoque del conocimiento de las Hsp como
una subfamilia de proteinas, siendo limitados los estudios que consideran el papel

especifico de las isoformas; Hsp90a y Hsp90 durante el inicio y progresion del cancer.

Considerando que dentro de la via de activacion del adenocarcinoma renal, se encuentran
distintas oncoproteinas reguladas y estabilizadas por Hsp90, en el presente trabajo propuso
un modelo tumoral in vitro de adenocarcinoma renal, que permitiera conocer los niveles de
las isoformas Hsp90a y Hsp90B, desde la formacién, hasta la maduracién de tumores in
vitro y como es que el uso de un iHsp90 afectara el perfil preexistente de las isoformas

citosolicas de Hsp90 y el efecto que esto tiene en el modelo tumoral establecido.
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Hipotesis

El aumento en los niveles de la isoforma Hsp90a se asociaré a la etapa de formacion y
maduracion de tumores in vitro de cancer renal, mientras que los niveles de la isoforma

Hsp90p se asociard unicamente a la viabilidad celular y formacion de tumores.

Objetivo general y particulares

Establecer la participacion especifica de las proteinas de choque térmico; Hsp90a y Hsp90p

durante la formacién y maduracion de tumores in vitro en un modelo de cancer renal.

1. Establecer un modelo tumoral in vitro con lineas celulares de adenocarcinoma
renal; ACHN y 786-0.

2. Evaluar el efecto del iHsp90; 17-DMAG sobre la citoarquitectura de los
esferoides, asi como en el estado de formacién y maduracién del modelo tumor

in vitro.

3. Estudiar el comportamiento del perfil de expresion de proteinas Hsp90a y
Hsp90 durante la formacion y maduracién de esferoides y evaluar el cambio en
el perfil de expresion de las proteinas Hsp90a y Hsp90 inducido por el iHsp90,
17-DMAG.

4. Establecer el posible papel diferencial de las isoformas de Hsp90, Hsp90a vy

Hsp90p, a través de su relacion con marcadores de maduracién de tumores in

vitro de adenocarcinoma renal.

42



Material y métodos

Cultivo celular

Se utilizaron dos lineas celulares de adenocarcinoma renal con distintas caracteristicas
genotipicas y fenotipicas (Tabla 5), la linea celular de adenocarcinoma renal 786-O fue
cultivada con medio de cultivo RPMI (por sus siglas en inglés, Roswell Park Medium
Institute) (#Cat. 10-041-CVR, Corning), mientras que la linea celular de adenocarcinoma
renal ACHN se cultivd con el medio de cultivo EMEM (por sus siglas en inglés Eagle’s
Minimum Essential Medium) (#Cat.10-009-CV, Corning). Los medios de cultivo fueron
suplementados con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (#Cat. 10-056-CVR, Corning). Los
cultivos celulares se mantuvieron en una incubadora a 37° con una atmésfera de CO2 al
5%. Una vez que las células alcanzaron una confluencia entre el 80 y 90% fueron
tripisinizadas y expandidas en una relacién 1:4. En todos los experimentos se asegurd que

los pases de cada linea celular no fueran mayores a cinco entre cada experimento.

Tabla 5. Caracteristicas genotipicas y fenotipicas de las lineas celulares de adenocarcinoma
renal, 786-O y ACHN.

Linea celular de

) Caracteristicas genotipicas y fenotipicas Referencia
adenocarcinoma renal

» Genotipo VHL (-/-) y PTEN (-/-).

* Modelo representativo del genotipo del
CRcc.

* Niveles elevados de las proteinas HIF-2a y
VEGF.

* Potencial modelo para el estudio de
Cancer Stem Cell (CSC).

Brodaczewska et

786-0 al., 2016.

 Caracteristicas histoldgicas sarcomatoides
poco diferenciadas.

» Mutaciones especificas en cMET.

* No hay mutaciones clasicas en VHL Brodaczewska et

Modelo para el estudio de tumores tipo | al., 2016.

agresivo.

* No es un modelo representativo para el
genotipo del CRcc.

ACHN
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Establecimiento del modelo tumoral in vitro

Para el establecimiento del modelo tumoral in vitro, se realiz6 una técnica modificada de
"liquid overlay" (Yuhas et al., 1997); se utilizaron microplacas de 96 pozos, en las cuales,
para asegurar la superficie no adherente, se agregaron 50 YL de agarosa preparada al
1.5%. El nUmero 6ptimo de células a sembrar y porcentaje de SFB se determiné a través
de cinéticas de crecimiento y microscopia de contraste de fases. Partiendo de los cultivos
celulares en monocapa con una confluencia entre el 80 y 90% las células se tripsinizaron
en una relacién 1:5 (Tripsina/solucion salina tamponada con fosfato, por sus siglas en
inglés, Phosphate Buffered Saline) durante 4 minutos en agitacion orbital (20 rpm) a una
temperatura de 37°C, para posteriormente ser centrifugadas a 1,200 rpm, temperatura

ambiente.

Por cada pozo de la microplaca de 96 pozos previamente tratada con agarosa al 1.5%, se
sembraron 5,000 células. La incubacién se realizé a 37° C, en una atmosfera carente de
CO2y en agitacion orbital suave (60 rpm) durante 4 dias. El medio de cultivo utilizado para
el mantenimiento de las esferas fue L-15 (#Cat. 10-045-CV, Corning), enriquecido con 5%
de SFB. En la figura 3, se muestra de manera representativa el establecimiento del modelo

tumoral in vitro, asi como la fusion de las técnicas utilizadas.

= -Q

Cultivoen monocapa Crecimiento celular en Técnicaliquid overlay Obtencion de un
(80-90% confluencia) superficie antiadherente modificada esferoide/pozo
1.5% agarosa (60 rpm)

Figura 3. Adaptacién de las técnicas liquid overlay y agitacion para la generacion de
esferoides. Los esferoides se generaron por medio de la combinacion de la técnica “liquid overlay”,
que consiste en el uso de superficies antiadherentes y para acelerar el proceso de formacion se

emple6 agitacion orbital suave (60 rpm) (Cui, X., Hartanto, Y. & Zhang, H. 2017).
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Cinéticas de crecimiento del modelo tumoral in vitro

Las cinéticas de crecimiento se determinaron a las 24, 48, 72 y 96 horas de cultivo,
mediante microscopia de campo claro (microscopio AxioVert. Z.1, Carl Zeiss). Las
microfotografias fueron tomadas con el objetivo 20x, con una n= 30 esferoides para todos
los ensayos realizados.

Ensayo de inhibicion de Hsp90 con 17-DMAG en la formacion

de esferoides

Para determinar el efecto de la inhibicién de Hsp90 sobre las isoformas Hsp90a y Hsp90p
durante la formacién de esferoides, se utilizé una concentracién de [250 nM] del iHsp90,
17-DMAG en el tiempo 0 horas de cultivo. Posteriormente se realizé extraccion de proteinas
totales de los esferoides control y tratados con 17-DMAG en los tiempos 24, 48, 72y 96

horas.

Ensayos de viabilidad LIVE/DEAD en esferoides

La viabilidad de la poblacién celular en los esferoides generados con la linea celular  786-
O se evaluo en los tiempos 24, 48, 72 y 96 horas empleando el kit LIVE/DEAD Cell Viability
Assays (#Cat.L3224, Invitrogen). Las concentraciones utilizadas fueron 1uM de Calceina
AMy 2 uM de Homodimero de etidio (EthD-1), suspendidos en PBS 1x. Los fluoréforos
fueron incubados 30 minutos a una temperatura de 37°C y visualizados en el sistema de

imagen digital ZOE Fluorescent Cell Imager de BioRad.

Extraccion de proteinas totales

Para la extraccion de proteinas totales, los esferoides fueron recuperados en microtubos
de 1.5 mL fondo cénico y lavados con PBS 1X frio, para posteriormente ser resuspendidos
en 150 pL de buffer de extraccion celular (#Cat. FNNOO11, Invitrogen), adicionado con
céctel de inhibidor de proteasas (#Cat. 539131-10VL, Calbiochem) y tabletas inhibidoras de
fosfatasas (PhosSTOP,Sigma-Aldrich). Los esferoides fueron disgregados por fuerza
mecénica en tres periodos de 10 minutos, al finalizar los ciclos se completd la lisis celular
con una jeringa de insulina durante 5 veces. Los lisados fueron centrifugados a 14,000
rpm/4° C durante 15 minutos. El sobrenadante (proteinas totales solubles) se separé y se

preservo a -20°C realizando alicuotas de cada extracto hasta su uso.
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La cuantificacion de proteinas se realizé por el método colorimétrico de Lowry. Empleando
el kit de BioRad (#Cat. 5000002), se tomaron 10 yL de proteina y adicionaron 50 uL de
reactivo “A” + 400 uL de reactivo “B”, para posteriormente realizar un vértex y un ligero spin.
Las muestras fueron incubadas durante 30 minutos en oscuridad para después leer las
absorbancias obtenidas en el espectofotometro a una longitud de onda de 650 nm. Las
absorbancias se extrapolaron con una curva de albumina BSA para la determinacion de la

cuantificacion proteica.

Inmunodeteccion de proteinas por Western blot

Para la inmunodeteccién por Western Blot, 40 ug de la proteina celular de cada una de las
muestras se mezclaron con buffer de carga 4x, al 1% de B-mercaptoetanol y fueron
aforadas a volimenes iguales con PBS 1x, segun fuera requerido. Las muestras se
desnaturalizaron a 95° C durante 5 minutos y después colocadas en hielo. Los geles
desnaturalizantes de gel de poliacralimida con dodecil sulfato sodico (del inglés, Sodium
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) se realizaron al 8% de
poliacrilamida y fueron transferidos 30 minutos/60 V + 150 minutos/120 V a una membrana
de polivinilideno (PVDF), tratada con 5% del agente bloqueante (Blotting-Grade Blocker
(#Cat. 170-6404, Millipore) y 0.1% de Tween-20 en Tris Buffered Saline 1x (TBS), durante
1 hora.

Las membranas fueron incubadas con anticuerpos especificos para la proteina de choque
térmico de 90 kDa, informa alfa y beta, respectivamente (Hsp90a, Hsp90p), inhibidor de
cinasa dependiente de ciclina 1B (también conocido como p27) y el marcador de
proliferacién Ki-67, como control de carga se utilizé6 un anticuerpo contra GAPDH. Las
proteinas se detectaron mediante quimioluminiscencia usando el kit Pierce ECL Western
Blotting Substrate (#Cat. RF231430, Thermo Scientific) por autoradiografia de bandas y se

cuantificaron por analisis densitométrico empleando el software ImageJ.
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En la tabla 6 se enlistan los anticuerpos utilizados, su peso molecular, asi como su marca

y No. de catalogo.

Tabla 6. Proteinas detectadas por inmunoblotting

Anticuerpo Peso molecular (kDa) Marcay No. catalogo
Hsp90a 86 Millipore 72774
Hsp90B 84 Santa Cruz SC-1057
GAPDH 37 Santa Cruz SC-66163
p27/Kipl 21 Novus Biologicals NBP1-32213
Ki-67 354 InmunoDNA Retrierver BSB-5713

Ensayo clonogénico de esferoides

Se recuperaron los esferoides control y tratamiento [250 nM] 17-DMAG, generados con la
linea celular 786-0O, correspondientes a los tiempos 24, 48, 72 y 96 horas de cultivo.
Posteriormente, fueron disgregados con acutasa a una temperatura de 37° C, evitando la
formacion de agregados celulares. Los esferoides disgregados fueron centrifugados a 1,200
rpm, temperatura ambiente. El sobrenadante fue desechado y el pellet se resuspendi6 en
medio de cultivo RPMI enriquecido con 10% de SFB para ser sembrado en placas de 6
pozos. El tiempo de incubacién fue de 10 dias y la tincidén se realizd con cristal violeta. Los
ensayos clonogénicos fueron realizados por triplicado y se cuantificé el nimero de colonias

formadas.
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Resultados

Establecimiento del modelo tumoral in vitro.

Como parte del establecimiento del modelo tumoral in vitro se determiné la capacidad para
formar esferoides en las lineas celulares de adenocarcinoma renal: ACHN y 786-O, para
ello se emple6 una adaptacion de las técnicas liquid overlay y agitacion (Cui et al., 2017),
utilizando microplacas de 96 pozos con superficie de agarosa y condiciones de cultivo
acompafadas de un sistema rotativo. Las células sembradas en cada pozo fueron
monitoreadas a través de microscopia de contraste de fases y fotografiadas cada 24 horas,
como control positivo en la formacion de los esferoides se utilizo la linea celular de cancer
de mama MCF-7, una linea celular reportada en la literatura como “formadora de esferoides”
(Comsa et al., 2015). La obtencion de fotografias a través de microscopia de contraste de
fases permitié verificar que la adaptacion de las técnicas liquid overlay y agitacion funciona
para la implementacion del modelo, observando que la linea celular MCF-7, utilizada como
gold standard presento las caracteristicas de un esferoide desde las 24 horas, es decir, una
morfologia redonda con una capa exterior bien definida y un centro ligeramente oscuro

(Figura complementaria 1).

Es de particular interés mencionar que la optimizacién de las condiciones del modelo
tumoral in vitro permiti6 conocer de manera paralela si las lineas celulares de
adenocarcinoma renal ACHN y 786-O contaban con la capacidad para formar esferoides.
De acuerdo con los resultados obtenidos, se determind que la linea celular de
adenocarcinoma renal 786-0 tiene la capacidad para formar esferoides, observando desde
las 24 hasta las 96 horas de tiempo de cultivo una morfologia redonda que con el transcurso
del tiempo se definié hasta observar las distintas densidades celulares y compactacion del
modelo, a través de microscopia de contraste de fases (figura 4). En contraste, la linea
celular ACHN solo form6 agregados celulares caracterizados por una acumulacion de
células que al estar en una superficie antiadherente no lograron formar una monocapay en
donde era posible observar de manera individual las células que conformaban el agregado
celular, ademas de que, con el transcurso del tiempo de cultivo, el agregado celular perdi6é
compactacién y comenzo6 a disgregarse (figura 4). Por otra parte, se concluyé que la linea
celular ACHN no cuenta con las caracteristicas para formar esferoides y por lo tanto se

descarto su uso para el cumplimiento de los objetivos del proyecto.
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786-0

Lineas celulares de adenocarcinoma renal
ACHN

Figura 4. La linea celular de adenocarcinoma renal 786-O tiene la capacidad de formar
esferoides. Panel de fotografias tomadas a las 24, 48, 72 y 96 horas de tiempo de cultivo. En la
parte superior se observa que la linea celular 786-O tiene la capacidad de formar esferoides
caracterizados por una morfologia redonda y compacta, mientras que en la parte inferior se muestra
la linea celular ACHN caracterizada por agregados celulares poco compactos con morfologia y

superficie irregular.

Una vez generado el modelo tumoral in vitro y sabiendo que la linea celular de
adenocarcinoma renal 786-O es una linea formadora de esferoides, se buscaron las
condiciones 6ptimas del modelo, para ello se utilizaron tres distintas concentraciones
séricas, 2.5, 5y 10% de SFB, asi como el sembrado de dos densidades celulares distintas,
5,000 y 10,000 células. ElI monitoreo de los esferoides generados con la linea celular 786-
O se realizé cada 24 horas durante 4 dias.

En la figura 5 se muestran las gréficas correspondientes a la influencia de la densidad
celular y concentracién sérica en la generacion de los esferoides, observando que el
tamafio de esferoides es mayor en el grupo B: 10,000 células, en donde la mayoria de los
esferoides alcanzaron un area >400 um, mientras que en el grupo A: 5,000 células, el
tamafio promedio fue de 250 um, concluyendo que para la linea celular 786-O a mayor
cantidad de células sembradas, mayor es el tamafio que alcanzan los esferoides. Por otro
lado, al estudiar la influencia de la concentracién sérica sobre la generacion de esferoides,

se observo que al utilizar la concentracion de 2.5% de SFB el tamafio de los esferoides fue
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mayor respecto al uso de concentracion sérica de 5y 10% de SFB, este efecto se observo
durante los tiempos de 24, 72 y 96 h de cultivo.

Grupo A: 5,000 células Grupo B: 10,000 células
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Figura 5. Influencia de la densidad celular y concentracién sérica para la generacion de
esferoides. Graficas correspondientes a la optimizacion del modelo tumoral in vitro, en el grupo A
se sembr6 una densidad celular de 5,000 células por pozo, mientras que en el grupo B la densidad
celular fue de 10,000 células por pozo. Las concentraciones séricas correspondientes a 2.5% son
representadas por las barras negras, 5% barras color gris claro y 10% barras gris oscuro. En el eje
de las "x" se indican las horas (tiempo de cultivo) y en el eje de las "y" el area que alcanzaron los
esferoides (um2).Los datos representados son la media + error estandar de una n=10 esferoides. El

analisis estadistico se realizd6 mediante el método de Holm-Sidak, con a=0.05

Los resultados obtenidos permitieron concluir que para la generacion de esferoides con la
linea celular 786-0, la densidad celular influye en el tamafio de los mismos, sin embargo,
la obtencién de esferoides grandes (>400 um) resulta en una disminucién en la viabilidad
celular que se refleja en esferoides fragiles y con pérdida de compactacion. Ademas de que
resultaron dificiles de manipular y monitorear a través de microscopia de contraste de fases,
razon por lo que se consideré el sembrado de 5,000 células por pozo como la densidad
celular 6ptima. Respecto a la concentracion sérica, se observo que, a menor concentracion
sérica usada, se generaban esferoides mas grandes, mientras que el uso de una
concentracion sérica del 10% generaba esferoides mas pequefios, pero que en las Ultimas
horas de tiempo de cultivo se caracterizaron por comenzar a disgregarse, por lo que para

los objetivos del proyecto se considerd una concentracion sérica del 5%, como Optima.

Durante el monitoreo por microscopia de contraste de fases se observd que en los

esferoides generados con la linea celular 786-0O, a partir de las 48 horas de cultivo era
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posible observar las capas caracteristicas del modelo tumoral in vitro. En la figura 6 se
muestra una fotografia representativa del esferoide 786-O en donde es posible apreciar una
capa exterior definida de células en proliferacién y caracterizada por su poca densidad
celular, seguida de una capa quiescente en donde comienza a oscurecer la superficie del
esferoide y finalizando con el centro necroético, la cual se caracteriza por ser el area mas
grande del esferoide y la zona méas oscurecida debido a la densidad celular y compactacion

de esa zona.

> Zona proliferativa

Centro

necrético Capa quiescente

Figura 6. Capas caracteristicas del modelo tumoral in vitro. Esferoide generado con la linea
celular 786-0, 48 horas de cultivo, 20x. En el esferoide se aprecian tres zonas caracteristicas; la
capa proliferativa que es la capa mas superficial, seguido de la capa quiescente y finalmente un

centro necrético que corresponde a la zona con mayor densidad celular.

Para finalizar el primero objetivo del proyecto se realizé la validacion del modelo tumoral in
vitro a través de un marcaje de lisosomas y microscopia de fluorescencia Light Sheet (Carl
Zeiss), que permitidé observar la diferente densidad celular de las capas de los esferoides,
asi como la tridimensionalidad de estos. De acuerdo con diversos estudios, se ha
demostrado que este tipo de microscopia es adecuada para la obtencién de imagenes de
esferoides de células tumorales en tres dimensiones a alta resolucion (Verveer et al., 2007)

y con células vivas (Lorenzo et al., 2011).
En la figura 7 se muestran las fotografias de los esferoides generados con la linea celular

786-0 a las 48 h de cultivo y obtenidas por microscopia de fluorescencia Light Sheet. En la

primera fotografia, de lado izquierdo se observa en primer plano la capa proliferativa de los
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esferoides en donde el marcaje con LysoTracker se aprecia en toda la superficie, en
contraste, la segunda fotografia corresponde a un plano X, y, z; en donde se observa el
marcaje de lisosomas al interior del esferoide. De acuerdo con los resultados obtenidos se
valida el establecimiento del modelo tumoral in vitro, en donde se comprueba su

tridimensionalidad y viabilidad celular a las 48 h de cultivo.

Figura 7. La microscopia de fluorescencia por Light-Sheet permiti6 validar Ila
tridimensionalidad del modelo tumoral in vitro. Los esferoides generados con la linea celular 786-
O, correspondientes a las 48 horas de tiempo de cultivo fueron tefiidos con LysoTracker, un marcador

para lisosomas y se observaron bajo microscopia de fluorescencia por Light Sheet (20x).
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Efecto de la inhibicion de Hsp90 en la citoarquitectura de
esferoides 786-0.

El monitoreo de los esferoides por microscopia de contraste de fases permitié detectar dos
partes fundamentales durante el desarrollo del modelo tumoral in vitro: las etapas de
formacion y maduracion de los esferoides. Considerando etapa de formacién de esferoides
desde el tiempo 0 horas, hasta que el esferoide alcanzé una forma circular, compacta y
definida, mientras que se consideré como esferoide maduro cuando microscépicamente fue
posible observar las distintas densidades celulares, resultado de las capas caracteristicas

de los esferoides: capa proliferativa, zona quiescente y centro necrético.

Para evaluar el efecto de la inhibicién de Hsp90 sobre la citoarquitectura de los esferoides
se administré una concentracion de 250 nM del iHsp90, 17-DMAG a las 0 horas de tiempo
de cultivo. EI monitoreo se realizé por microscopia de contraste de fases, cada 24 horas,
durante 4 dias.

En la figura 8 incisos A y B, se muestran las fotografias representativas de los esferoides
generados con la linea celular 786-0, control y tratamiento, respectivamente. Los tiempos
de cultivo mostrados van desde la hora 0, en donde se observan las células en suspension
hasta las 96 horas de tiempo de cultivo y en donde es posible observar los esferoides
envejecidos. Los resultados obtenidos indican que la administracion del 17-DMAG tiene un
efecto directo sobre la morfologia, ya que los esferoides control se caracterizaron por una
forma circular y definida, en contraste con el grupo tratado que muestra una morfologia
poco definida e irregular. Por otra parte, es de particular interés mencionar que a diferencia
de los esferoides control, en los esferoides tratados con 17-DMAG no fue posible observar
a través de microscopia de contraste de fases las zonas caracteristicas de los esferoides,
lo anterior sugiere que la inhibicion de Hsp90 impide que los esferoides alcancen el estado

de maduracion.

El comportamiento de los esferoides respecto al tamafio se estudio a través de la cinética
de crecimiento mostrada en el inciso C, observando que los esferoides control exhiben una
cinética de crecimiento de Gompertz (Marusi¢ et al.,, 1994), es decir, un crecimiento
exponencial durante las primeras 24 h de tiempo de cultivo, seguido de un retraso

exponencial en la tasa de crecimiento, el efecto contrario se observé en esferoides tratados
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con 17-DMAG, en donde el aumento de tamafio fue proporcional al transcurso del tiempo
de cultivo, el aumento de tamafo observado en la cinética de crecimiento se relaciona con

la morfologia irregular mostrada en el panel de fotografias del inciso B.

A) 0 24 48 72 9% h
B
3
B)
=
[ <
&
i
)
T
B)
Cinética de crecimiento de esferoides 786-0, control y tratamiento
3, .
i -~ Control
g 28] » - & iHapo0
: -
% 2 n=30
¢
2 15
1
Al Ll L v
24 43 72 86

Tiempo de cultivo (horas)

Figura 8. El uso del inhibidor de Hsp90 tiene un efecto en el tamafio, morfologia y
compactacién en los esferoides generados con la linea celular 786-O. A) Esferoides control
generados con la linea celular 786-0O, desde el tiempo 0 h de cultivo hasta las 96 h. B) Esferoides
tratados con iHsp90, 17-DMAG, [250 nM], administrado a las O h de cultivo. C) Cinética de
crecimiento de esferoides generados con la linea celular 786-0O, control y tratamiento. En el eje de
las "X" se observa el tiempo de cultivo en horas, mientras que en el eje de las “y", el area de los
esferoides en um2. Los datos representados son la media + error estandar de una n=30 esferoides.

El andlisis estadistico se realizé6 mediante el método de Holm-Sidak, con a=0.05

Con base en los resultados obtenidos se concluye que la administracion del 17-DMAG en
el tiempo de 0 h tiene un efecto directo sobre la citoarquitectura de los esferoides generados

con la linea celular 786-O, en los cuales se observé una afectaciéon a nivel tamafio y
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morfologia, relacionado a la pérdida de compactacion, ademas de que la etapa de

maduracion también se observa afectada al no ser alcanzada.

Efecto de la inhibicion de Hsp90 en la poblacion celular de
esferoides 786-0.

Para conocer en qué etapa del esferoide y tiempo de cultivo la viabilidad de las células
comienza a disminuir y en consecuencia a formar el centro necrotico se realizé un ensayo
de viabilidad celular que permitié discriminar entre las células vivas y muertas, a través del
marcaje con Calceina AM, verde fluorescente y Homodimero-1 de etidio (EthD-1), rojo
fluorescente, respectivamente. El analisis visual de los esferoides generados con la linea
celular 786-0O a través del generador de imagenes de células fluorescentes ZOE (BioRad)
también permitié verificar la viabilidad temporal de las células durante el ensayo.

De acuerdo a lo observado en el panel de fotografias de la figura 9, en esferoides control el
inicio del centro necroético comienza a partir de las 48 h, en donde se comienza a observar
un marcaje de células muertas al centro del esferoide y que aumenta continuamente
durante el tiempo de cultivo, sin embargo se considera que la viabilidad celular comienza a
disminuir a las 72 h en donde se observa un patron de localizacién exclusivo de células
muertas en el centro del esferoide y que comprende la mayor area del mismo. En contraste,
en los esferoides tratados con 17-DMAG, la presencia de células muertas se observa de
manera homogénea desde las 24 h y hasta las 96 h de cultivo, sin mostrar un patrén de

localizacion.

Los resultados obtenidos a través de los ensayos de viabilidad LIVE/DEAD se relacionan
con lo observado en la caracterizacién morfoldgica de los esferoides 786-0O, en donde se
establece que la etapa de maduracién de los esferoides es a partir de las 48 horas de cultivo
con la aparicion de las distintas densidades celulares y de acuerdo con la observado en la
figura 9, con el inicio de la formacion del centro necrético. De igual manera se corrobora
que el uso del iHsp90, 17-DMAG, impide que los esferoides alcancen un estado de
maduracion lo cual tiene un efecto sobre la viabilidad celular, observando células muertas
desde las 24 h.
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Figura 9. El uso del inhibidor de Hsp90 aumenta la poblaciéon de células muertas en esferoides
generados con la linea celular 786-O. A) Panel de fotografias correspondientes a los ensayos de
viabilidad LIVE/DEAD en esferoides control y tratamiento [250 nM], 17-DMAG, en los tiempos 24,
48, 72 y 96 h de cultivo. En color verde se observan las células metabdlicamente activas y marcadas
con Calceina AM, mientras que las células marcadas con EthD-1 se observan de color rojo y
representan a la poblacion de células muertas, la sobreposicién de los canales se indica en el Merge.
B) Muerte celular en esferoides generados con la linea celular 786-O control y tratamiento, en el eje
de las "X’ se observa el tiempo de cultivo correspondiente a 24, 48, 72 y 96 horas de tiempo de
cultivo, mientras que en el eje de las "y" se observa el % de la intensidad de fluorescencia del
Homodimero de etidio (EthD-1). Los datos representados son la media + error estandar de tres
experimentos diferentes. El analisis estadistico se realiz6 mediante el método de Holm-Sidak, con
0=0.05

En la figura 9, inciso B, se observan los niveles de intensidad de fluorescencia
correspondientes al marcaje con EthD-1, es decir el % de células muertas en los esferoides
control y tratamiento a las 24, 48, 72 y 96 horas de tiempo de cultivo. Observando de
manera general que en los esferoides tratados hubo una mayor cantidad de células

muertas, mostrando significancia los tiempos de 24, 72 y 96 horas.
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Efecto de la inhibicion de Hsp90 en el perfil de expresion de las
isoformas Hsp90a y Hsp90B durante la formacion y maduracion

de esferoides generados con la linea celular 786-0.

Con el objetivo de determinar el efecto del inhibidor de 17-DMAG [250 nM] sobre el perfil
de expresion de las isoformas de Hsp90, Hsp90a y Hsp90B en los esferoides generados
con la linea celular 786-0O se realizaron ensayos de western blot, para ello y con base a los
resultados obtenidos a través de los ensayos de LIVE/DEAD en donde se observa que a
partir de las 72 h de tiempo de cultivo los esferoides control comienzan a perder viabilidad
celular, se recuperaron los esferoides correspondientes a las 12, 24, 36 y 48 horas de

cultivo, tiempos que comprenden la etapa de formacién y maduracion de los esferoides.

En la figura 10, incisos A y B se muestran los westerns blots de los niveles de proteinas de
las isoformas Hsp90a y Hsp90B respectivamente, mientras que en el inciso C se muestran
las graficas correspondientes a la cuantificacion de la sefial de las proteinas de interés. De
manera general se observa que el iHsp90, 17-DMAG, indujo cambios de perfil de expresién
en la proteina Hsp90a, durante los tiempos 24, 36 y 48 h de cultivo. Por otra parte, los
niveles de expresién de la proteina Hsp90B no mostraron cambios significativos respecto al
tratamiento, aunque se aprecia un aumento de niveles de expresién a las 48 h de tiempo

de cultivo, este no resultd significativo.

En la grafica mostrada en el inciso C se observa que durante las primeras 24 h de tiempo
de cultivo ocurre un cambio de perfil de expresiéon inducido por el iHsp90, 17-DMAG,
caracterizado por un aumento en los niveles de la proteina Hsp90a, seguido de un
restablecimiento a las 36 h, resulta interesante el efecto que se observa en esferoides
control en donde los niveles de proteina de Hsp90a son elevados previos a alcanzar el
estado de maduracion sugiriendo la importancia de la isoforma Hsp90a para alcanzar dicho
estado. Conociendo que los esferoides se encuentran en un estado de maduracion a partir
de las 48 h de tiempo de cultivo y que de acuerdo a los resultados obtenidos en ensayos
anteriores, la inhibicion de Hsp90 impide que se alcance el estado de maduracion, resulté
de particular interés evaluar si existia un cambio de perfil de expresion durante la etapa de
maduracion (48 h), observando un aumento estadisticamente significativo en los niveles de

expresion de la proteina Hsp90a, correspondientes a esferoides tratados.
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Figura 10. Efecto de la inhibicion de Hsp90 sobre el perfil de expresion de las isoformas
Hsp90a y Hsp90B durante la formacion y maduracion de esferoides. Incisos A y B) Western Blot
representativo del perfil de expresion de Hsp90a y Hsp90B en esferoides control y tratamiento [250
nM]. C) Gréficas correspondientes a los niveles de expresion de las proteinas Hsp90a y Hsp90B.
Los datos representados son la media * error estdndar de tres experimentos diferentes. El andlisis

estadistico se realiz6 mediante el método de Holm-Sidak, con a=0.05
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Efecto de la inhibicion de Hsp90 en la presencia de marcadores

de maduracion en esferoides 786-0.
Con el objetivo de conocer el efecto del uso del inhibidor de 17-DMAG [250 nM] en los

esferoides generados con la linea celular 786-O y su relacion con la presencia de los
marcadores de proliferacion y maduracion, Ki-67 y p27, respectivamente se realizaron

ensayos de western blot, en los tiempos de 24, 48, 72 y 96 horas.

En la figura 11 se observa que durante la etapa de formacion de los esferoides que
corresponde a las 24 horas de cultivo, se observa la presencia del marcador de proliferacién
Ki-67, mientras que en la etapa de maduracion este marcador se observa en todos los
tiempos. En contraste, en esferoides tratados la presencia del marcador Ki-67 solo se
observa a las 72 h de cultivo.

El marcador de quiescencia p27 se observa en esferoides control a las 72 h de cultivo,
cuando los esferoides ya alcanzaron un estado de maduracién, relacionado estos
resultados con los ensayos de viabilidad recordemos que en este tiempo los esferoides ya
cuentan con las capas caracteristicas de los esferoides, por lo que se sugiere que era de
esperarse la presencia de p27 en tiempos posteriores al estado de maduracién. En
esferoides tratados se observa la presencia del marcador en los tiempos de 72y 96 h.

24 48 72 96 (h)

Control IHsp90 250nM

Figura 11. Efecto de la iHsp90 en marcadores de maduracion en esferoides generados con la
linea celular 786-O. Western Blot representativo del perfil de expresion de Hsp90a y Hsp90B en
esferoides control y tratamiento, asi como la presencia de marcadores de proliferacion y quiescencia,
Ki-67 y p27, respectivamente



Efecto de la inhibicion de Hsp90 en la capacidad de formacion de

colonias.

El efecto de la inhibicién de Hsp90 sobre la formacidén de colonias se estudid a través de
ensayos clonogénicos, en donde los esferoides control y tratamiento correspondientes a las
24, 48, 72 y 96 h de cultivo fueron recuperados y disgregados para su posterior sembrado
en placas de seis pozos. De acuerdo con lo observado en la figura 12, solo existié una
diferencia significativa en el nimero de colonias formadas a las 96 h de tiempo de cultivo,
observando una mayor capacidad clonogénica en los esferoides control que en los
esferoides que recibieron tratamiento. Aunque se observé una disminucion de formacion de
colonias en los tiempos 24, 48 y 72 h, respecto a esferoides control, estos no fueron
estadisticamente significativos.
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Figura 12. El uso del inhibidor de Hsp90 disminuye la capacidad de formar colonias en
esferoides generados con la linea celular 786-0. A) Fotografias representativas de las colonias
formadas a partir de la disgregacién de los esferoides control e iHsp90 [250 nM], 17-DMAG, a las
24,48, 72 y 96 h de tiempo de cultivo. B) Representacion grafica del efecto de la inhibicién de Hsp90
en la capacidad de formacién de colonias, en el eje de las “x” se observan las horas (tiempo de
cultivo), mientras que en el eje de las “y” el nUmero de colonias formadas. Los datos representados
son la media + error estdndar de tres experimentos diferentes. El andlisis estadistico se realizo

mediante el método de Holm-Sidak, con a=0.05
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Discusion
El objetivo del proyecto fue conocer la participacion especifica de las proteinas de choque
térmico; Hsp90a y Hsp90B durante la formacién y maduracion de tumores in vitro en un
modelo de cancer renal. Para ello, se busco establecer un modelo tumoral in vitro con las
lineas celulares de adenocarcinoma renal ACHN y 786-O. Existen varios métodos para
generar esferoides, clasificAndose en dos grupos: anclaje dependiente y anclaje-
independiente (Cui et al., 2017). Basandonos en el principio anclaje-dependiente, se
adaptaron dos técnicas: liquid overlay y agitacion, en donde se emple6 una superficie de
agarosa en microplacas de 96 pozos que evito que las células se adhirieran a la superficie,
favoreciendo la adhesion célula-célula y un sistema rotativo que contribuyé a la obtencion
de una estructura esférica. La fusién de ambas técnicas permitié controlar la uniformidad y

la reproduccién constante de esferoides de forma y tamafio homogéneos.

Se ha reportado que existen variables criticas como la composicion del medio, superficie
de cultivo, densidad celular, tiempo requerido para la formacién, asi como el origen y
manejo del material tumoral que son determinantes para el establecimiento de cualquier
modelo tumoral in vitro (Weiswald et al., 2015). Por lo que de manera paralela se probaron
diferentes condiciones como la densidad celular y la concentracidn sérica, observando que
para la linea celular de adenocarcinoma renal 786-O a mayor nimero de células sembradas
se generan esferoides mas grandes, esta caracteristica ya habia sido reportada en varios
tipos de lineas celulares de cancer como glioma, mama y mesotelio (Sant & Johnston.
2017). Sin embargo, los esferoides mas grandes se mostraron fragiles y sufrian una

disgregacién en un tiempo menor que los esferoides de tamafio mas pequefios.

De acuerdo con lo reportado, todo modelo de cancer esférico debe estar caracterizado por
una morfologia redonda, la presencia de células cancerosas y la capacidad para
mantenerse como cultivo en suspension (Pampaloni et al., 2007). A partir de los resultados
obtenidos (ver figura 4), la linea celular ACHN no cumplié estas caracteristicas, formando
agregados celulares que podian ser desprendidos facilmente de la superficie anti-adherente
usada, no podian ser manipulados o transferidos y carecian de una geometria esférica. Por
otra parte, la linea celular 786-O form¢ esferoides, de morfologia redonda,copmpacta y en

los cuales con el paso del tiempo de cultivo fue posible observar una capa exterior, capa
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intermedia y un centro oscurecido, por lo que esta linea celular se empleé en los ensayos

posteriores, descartando el uso de la linea celular ACHN.

Aunqgue pareciera que la técnica utilizada y el sistema implementado para la formacién del
modelo tumoral in vitro, obliga a las lineas celulares a formar esferoides, no ocurre asi. En
el 2007, un protocolo publicado por la revista Nature reportd que no todas las lineas
celulares son capaces de formar esferoides (Friedrich et al., 2007) y aunque la linea celular
ACHN no fue utilizada en el protocolo, no se encontraron reportes en la literatura de ser
una linea celular formadora de esferoides. Posiblemente la poca interaccion célula-célula y
célula-matriz, de algunas lineas celulares tenga un impacto en las propiedades biolégicas,

impidiendo que formen los tumores in vitro (Weiswald et al.,2015).

Una vez establecido el modelo tumoral in vitro, la caracterizacion morfologica de los
esferoides se realizé a través de microscopia de contraste de fases y la toma de fotografias
en los tiempos deseados (24, 48, 72 y 96 h), para la posterior realizacién de cinéticas de
crecimiento basadas en el area de los esferoides.

Se ha reportado que los mecanismos moleculares para la generacién de esferoides constan
de tres etapas. En primer lugar, las células que se encuentran en suspension se aglomeran
para formar agregados celulares poco compactos y donde a nivel microscépico es posible
observar a las células de manera individual, durante este primer paso, las fibras de la matriz
extraceluar de cadena larga con multiples motivos Arginina-Glicina-Aspartico (por el cédigo
de una letra en aminoacidos, RGD) para la unién de la integrina de la superficie celular
proporcionan la agregacion rapida de células dispersas, es decir, termina la etapa de
formacion del esferoide. En el segundo paso, una fase de retraso sigue a esta agregacion
que muestra la expresién de cadherina regulada al alza y finalmente, la unién cadherina-
cadherina entre las células confiere una fuerte adhesion celular, formando esferoides

compactos, es decir un esferoide en etapa de maduracién (Lin & Chang. 2008).

La morfologia de los esferoides se puede clasificar de acuerdo a su nivel de compacidad:
esferoides compactos, agregados apretados y agregados celulares sueltos (lvanov &
Grabowska. 2017). De acuerdo con lo observado por microscopia de contraste de fases,

los esferoides generados con la linea celular 786-O tienen una morfologia compacta, en
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donde las células estan estrechamente unidas entre si, lo que dificulta la distincion de

células individuales.

En los esferoides generados con la linea celular 786-0O, se consider6 etapa de formacion
desde el tiempo O horas hasta que él esferoide obtuvo una geometria esférica en
suspension y no ocurria una disgregacion ante un estrés mecanico. Por otra parte, se
considerd un esferoide maduro cuando microscopicamente fue posible observar las zonas
caracteristicas de los esferoides, correspondientes a un centro apéptotico/necrético, una
capa intermedia de células quiescente con tendencia a diferenciarse y una capa externa de
células en proliferacion. En los esferoides 786-0, las zonas caracteristicas y, por lo tanto,

el estado de maduracion se observé a partir de las 48 horas de tiempo de cultivo.

El efecto de la inhibicion de Hsp90 en los esferoides generados con la linea celular 786-O
se estudié desde dos perspectivas: cambios a nivel estructural y caracterizacion de los
perfiles de expresién de las proteinas Hsp90a y Hsp90B durante las etapas de formacion y

maduracion.

Se ha reportado que la alta resistencia de los esferoides a la quimioterapia ocurre de
manera similar a los tumores soélidos in vivo (Pampaloni, F. et al., 2007). Estando limitada
la penetracion del farmaco por su didmetro, se ha observado, que algunos medicamentos
quimioterapéuticos penetran bien en esferoides pequefios (2,000 células/esferoide),
mientras que en esferoides grandes (8, 000 célula/esferoides), la penetracion se restringe
a la capa exterior (~100 ym de profundidad) (Gong, X. et al., 2015). Tomando en cuenta
que los esferoides maduros alcanzaron un diametro promedio de 144 um y que fue de
particular interés conocer el papel de las isoformas en la formacion de esferoides, se opt6
por un esquema de administracién del iHsp90, 17-DMAG de una sola dosis de 250 nM, en
el tiempo 0 h, es decir, cuando las células se encontraban en suspension, de esta forma se

garantizé la penetracién del farmaco en todas las células.

El 17-dimetilamino-etilamino-17-demetoxidedanamicina (17-DMAG), es un derivado de la
GA, con propiedades hidrosolubles y mayor afinidad por el dominio N-terminal de Hsp90
(Jhaveri. 2012; Eiseman. 2005). Un ensayo de fase | de 17-DMAG validd su utilidad clinica

en varios tipos de cancer, incluido el cancer renal (Pacey et al., 2011). Sin embargo, no ha
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habido informes del efecto de la inhibicibn de Hsp90 enfocado al papel de las isoformas

durante la progresion tumoral.

De acuerdo con lo observado en la figura 8, las cinéticas de crecimiento en esferoides
control mostraron una dinamica de crecimiento como la descrita en el modelo de Gompertz,
la cual al inicio de la formacion del esferoide presenta un crecimiento lento, seguido de un
crecimiento exponencial y finalmente se presenta una fase de meseta, en la cual mantienen
su tamafo final. Esto va acompafiado por el incremento de la poblacion de células
necroéticas y la disminucion de células proliferativas (Mueller-Klieser, W. 1997). Por otro
lado, en esferoides tratados con 17-DMAG se observé que el tamafio fue aumentando
conforme el tiempo de cultivo, ademas de que a nivel microscépico no fue posible identificar
las capas caracteristicas del modelo. Conociendo que la formacion de esferoides se
encuentra mediada por integrinas a moléculas ECM, y las células se agregan de forma
compacta por mediacién de e-cadherina (Hongxu, L. & Martina, HS. 2018), se sugiere que
la inhibicibn de Hsp90 afecta estas proteinas, impidiendo una morfologia compacta e
incluso impidiendo que lleguen a un estado de maduracién, sin embargo, estas proteinas

no fueron estudiadas por lo que se propone como perspectiva del proyecto.

La tincién Live/Dead permiti6 conocer en qué etapa del esferoide y tiempo de cultivo la
viabilidad de las células comienza a disminuir y, en consecuencia, a formar el centro
necrético. Una caracteristica conocida de los esferoides envejecidos es la formacién de un
centro necrotico, que resulta de la acumulacion de productos de desecho metabdlicos y la
difusién insuficiente de oxigeno/nutrientes en el centro del esferoide a partir de un diametro
superior a 200 a 500 ym (Nath, S. & Devi, GR. 2016). En los esferoides generados con la
linea celular 786-0O la definicién del centro necrético se observa a las 72 h de tiempo de
cultivo (ver figura 9), en donde se observa un patron de localizacién de células tefiidas con
EthD-1, rojo fluorescente en el centro del esferoide y que conforma la mayor parte del

mismo.

En conjunto, los resultados observados en la caracterizacion del modelo tumoral in vitro,
mas los ensayos de viabilidad en la poblacion de células vivas y muertas en esferoides
generados con la linea celular 786-0, permitieron concluir que la administracién del iHsp90,

17-DMAG impide la etapa de maduracion de los esferoides. Sin embargo, fue de particular
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interés estudiar el perfil de expresion de Hsp90a y Hsp90 durante las etapas identificadas

en el modelo tumoral establecido.
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Figura 13. El uso del inhibidor de Hsp90 impide que los esferoides alcancen la etapa de
maduracion. En esferoides control la maduracion de los esferoides comienza a partir de las 48 h,

mientras que en esferoides tratados con 17-DMAG, el estado de maduracion no es alcanzado.

Las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de la linea celular 786-O, permitieron el
establecimiento de un modelo util para el entendimiento del papel de las isoformas de
Hsp90, Hsp90a y Hsp90P en la activacion del adenocarcinoma renal, mecanismo en donde
sobresale la desregulacién de la via de sefializacion PI3K/Akt y mutaciones en las
oncoproteinas PTEN (-/-) y VHL (-/-), Hsp90 actua estabilizando a sus proteinas “cliente”,
permitiendo que las células cancerosas desarrollen una adaptacion celular al estrés,
favoreciendo la sobrevivencia y proliferacion celular, en un contexto que en condiciones

fisiolégicas seria letal para la célula (Posadas et al., 2017).

Conociendo que los tumores de CRcc se caracterizan por estar muy vascularizados y se
encuentran entre los tumores renales mas letales (Hsieh et al., 2017). El CRcc, con su
pérdida definida de la funcién VHL y la expresién y actividad constitutiva de HIF resultante
(Maranchie et al., 2002), es un modelo Util para descifrar el papel de Hsp90a y Hsp90B en
la progresion del cancer y para evaluar las estrategias de inhibicién especifica contra las

isoformas de Hsp90.

Para determinar los niveles de proteina de las isoformas de Hsp90, Hsp90a y Hsp90pB
durante las etapas de formacion y maduracion de los esferoides, se realiz6 un western blot
con los extractos de las proteinas en los tiempos 12, 24 y 36 h para estudiar la etapa de
formacion, mientras que el tiempo de 48 h de cultivo permiti6 estudiar la etapa de

maduracioén. Los esferoides en etapa de formacion y maduracion presentaron una mayor
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expresion de Hsp90a que los esferoides tratados. Con base en este resultado, se sugiere
que, en condiciones patolégicas como el carcinoma renal, Hsp90a podria participar
directamente en el crecimiento tumoral, ya que la formacién del modelo tumoral in vitro
representa un contexto en donde las células se encuentran expuestas a condiciones mas
estresantes y por lo tanto, requieren una mayor expresion de chaperonas moleculares. Lo
anterior se justifica en que los elementos de choque térmico (HSE'’s) se localizan rio arriba
del promotor de Hsp90a, lo que, en condiciones de estrés celular, permite la induccién de
su expresion tras la union del factor de choque térmico (HSF1), principal regulador
transcripcional de Hsp90 (Zhang et al., 1999), sugiriendo que HSP90a podria funcionar

como un importante acomparante molecular en carcinoma renal.

En contraste con la isoforma Hsp90a, no se encontraron cambios significativos en los
niveles de proteina de Hsp90B durante las etapas de formacion y maduracion en los
esferoides control y tratamiento (figura 10). Se ha reportado que los niveles basales de
Hsp90B no dependen de HSF1, ya que, en un modelo de ovocitos, el knock out de HSF1
no condujo a la reduccion de transcripcion de HSP90B (Metchat et al. 2009). Lo anterior
sugiere que Hsp90p no responde a los mismos estimulos de estrés que Hsp90a, incluso en
un ambiente tumoral in vitro caracterizado por condiciones de estrés, como lo son los

esferoides.

Por otra parte, en un estudio realizado en el afio 2019, los resultados arrojaron gque los
tumores de cancer colorrectal de mayor tamafio tenian una expresion de Hsp90pB
significativamente mayor que los tumores de menor tamafio, mostrando una relacién entre
el aumento de expresion de Hsp90B y el tamafio del tumor, sugiriendo que HSP90B podria
contribuir al crecimiento tumoral o expresarse cada vez mas en tumores mas grandes (Kim
et al., 2019). Aunque no es la primera vez que se relaciona el aumento de los niveles de
Hsp90 con el tamafio tumoral, efecto observado en cancer gastrico avanzado (Wang et al.,
2013) y tumores de estoma gastrointestinal (Li et al., 2008), este estudio es de los primeros
que muestra una relacion especifica entre la expresion de la isoforma de Hsp90B y el
tamafio tumoral. Sin embargo, en el presente trabajo de investigacién no se encontré una
asociacion entre los niveles de proteina de Hsp90p y el tamafio de los esferoides, lo anterior
podria atribuirse a que la medicion de los niveles de proteina se realiz6 solamente en los
tiempos de 12, 24, 36 y 48 h, que si bien, son tiempos que cumplen con la evaluacién de

las etapas de formacion y maduracion, no son representativos para evaluar el tamafio
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maximo que los esferoides alcanzaron, de acuerdo a la cinética de crecimiento obtenida

(figura 8).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion no permiten asociar a la
isoforma Hsp90p con las etapas de formacion y maduracion de los esferoides, o al tamafio
tumoral. Sin embargo, al conocer que Hsp90p es la isoforma constitutiva y que los niveles
de la proteina se hayan mantenido estables y sin cambios significativos, podria sugerir su
importancia en la viabilidad y mantenimiento de las células durante el proceso de

tumorigénesis, por lo que el rol de Hsp90B debe de seguir siendo explorado.

Durante afios se han propuesto los inhibidores de Hsp90 como nuevos agentes
terapéuticos, e incluso algunos se han evaluado en ensayos clinicos para diferentes tipos
de canceres, sin embargo, se han encontrado efectos secundarios y toxicidad que parecen
resultar del efecto pan inhibitorio sobre las cuatro isoformas de Hsp90 (Whitesell et al.,
2003). Esto sugiere que las isoformas de Hsp90 podrian ser objetivos terapéuticos en el
carcinoma renal. Ademas, de acuerdo con nuestros resultados, los inhibidores especificos
de HSP90a podrian ser mas efectivos contra el carcinoma renal y tener menos efectos
secundarios adversos que los inhibidores de otras isoformas. El impacto de la selectividad
de isoformas en el indice de tratamiento y los efectos téxicos de los inhibidores de Hsp90

deben explorarse en estudios futuros.

Tomando en cuenta que durante el tiempo de vida de cualquier modelo tumoral existe una
poblacion de células en proliferacion, quiescencia y necréticas, se evalud la presencia del

marcador de proliferacion Ki-67 y quiescencia, p27.

En esferoides control se observo la presencia del marcador de proliferacion Ki-67 en los 4
tiempos evaluados (24, 48, 72 y 96 h), es decir, durante la etapa de formaciéon y maduracion
del modelo tumoral in vitro la cantidad de células en proliferacién es suficiente como para
poder ser detectada a través de inmunoblotting. Lo anterior se relaciona con las imagenes
obtenidas a través de los ensayos de viabilidad, en donde se aprecian células tefiidas con
Calceina AM, verde fluorescente, en todos los tiempos evaluados. Es conocido que Ki-67
es un marcador de proliferacion que se expresa durante el ciclo celular en los estadios G1,
S, G2y M, excepto GO, y varios estudios han informado que su expresion se asocia con un

mal prondstico en varios tipos de cancer (Xie et al., 2017).
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En contraste, en esferoides tratados con 17-DMAG la presencia de Ki-67 solamente se
observa las 72 h de tiempo de cultivo, lo que podria sugerir un efecto del inhibidor de

Hsp90 directo sobre las células en proliferacién.

En esferoides control, la presencia del marcador de quiescencia p27, se observa alas 72 h
de tiempo de cultivo, en donde los esferoides se encontraban en un estado posterior a la
maduracion. Esta subpoblacion de células inactivas es analoga a aquellas regiones dentro
de los tumores en las que la vasculatura es inadecuada u ocluida, lo que da como resultado
una masa hipoxica de células no proliferantes que son resistentes a muchas de las terapias
actuales (Hanahan & Weiberg. 2011; Weis & Cheresh. 2011). La detencién del ciclo celular
en esferoides y tumores se ha atribuido a tensiones microambientales, como la privacion
de oxigeno, factores de crecimiento y / o nutrientes, o la produccién de factores inhibidores
a partir de células inactivas o necréticas (Lindau et al., 2013; Shiao et al., 2011; Mantovani
et al., 2011). Por otra parte, el marcador de quiescencia, p27 se observd en esferoides
tratados a las 72 y 96 horas de tiempo de cultivo, lo anterior se relaciona con lo obtenido a
través de los ensayos de viabilidad en donde a estos tiempos la mayoria de las células han
mostrado un dafio a nivel membrana y por lo tanto se encuentran tefiidas con el EthD-1,

rojo fluorescente.

El ensayo clonogénico se utilizé para determinar la capacidad de las células provenientes
de un microambiente tumoral in vitro para replicarse y formar colonias (> 50 células),
ademas de evaluar si existia un efecto del iHsp90, 17-DMAG sobre esta capacidad. Los
resultados sugieren que mientras los esferoides se encuentran en una etapa de formacion,
existe un efecto del iHsp90 sobre la capacidad para formar colonias, observando una
disminucién significativa en el nimero de colonias formadas respecto al control. Por otra
parte, en esferoides control que alcanzan su estado de maduracién a las 48 h de tiempo de
cultivo se observé el efecto contrario en donde se observa una disminucién significativa de

namero de colonias formadas respecto al tratamiento.
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Conclusiones

«Se logr6 implementar y estandarizar un modelo tumoral in vitro de
adenocarcinoma renal con la linea celular 786-0, a través del principio anclaje
dependiente y la adaptacién de dos de sus técnicas; liquid overlay y agitacion,

obteniendo esferoides de tamafio homogéneo y produccién constante.

« La caracterizacion morfol6gica o arquitectura 3D de los tumores in vitro de CRcc
permitié identificar dos etapas en el modelo tumoral: formacién y maduracion.
Considerando etapa de formacion desde el sembrado de células hasta que se
apreciaba un agregado celular y etapa de maduracion a partir de las 48 h de
tiempo de cultivo, donde fue posible observar las diferentes densidades celulares

del modelo, capa proliferativa, zona quiescente y centro sugerente de necrosis.

« La inhibicion farmacoldgica de Hsp90 con el inhibidor 17-DMAG impidi6 que los
tumores in vitro alcanzaran la etapa de maduracion, respaldando la dependencia

de las proteinas Hsp90 en esta etapa de la tumorigénesis.

« Los niveles de proteinas de las isoformas de Hsp90, sugieren que la isoforma
Hsp90a es esencial para alcanzar el estado de maduracién en esferoides de
adenocarcinoma renal, mientras que la isoforma Hsp90B no logré asociarse a
alguna etapa del modelo tumoral in vitro, que sus niveles se hayan mantenido
constantes sugieren su participacion en la viabilidad de las células formadoras

de esferoides.
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Perspectivas

Como perspectiva del presente proyecto de investigacion es necesario explorar el efecto
de la sobreexpresion y sub-expresion de las isoformas Hsp90a y Hsp90 durante las etapas
de formacion y maduracion de los esferoides generados con la linea celular, 786-O. Lo
anterior dard mayor claridad respecto al rol que desempefia cada una de las isoformas

durante el proceso de tumorigénesis.

Conociendo que el uso del iHsp90, 17-DMAG impide que los esferoides alcancen un estado
de maduracion, es importante estudiar el efecto de la inhibicion de Hsp90 sobre los niveles
de proteinas “clave” para la formacion de esferoides, como lo son integrinas y cadherinas,
asi como asociar estos patrones a la posible dependencia a alguna de las isoformas de

Hsp90, Hsp90a y Hsp90p, durante las etapas identificadas en los esferoides.
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Figuras suplementarias

25 E % SFB

ACHN MCF-7

786-0

5,000 células por pozo 10,000 células por pozo

Figura 14. Optimizacion del modelo tumoral in vitro. Panel fotografias obtenidas a las 48 horas
de tiempo de cultivo, en la parte superior se indican las distintas concentraciones séricas utilizadas
(2.5, 5y 10% de SFB), mientras que las lineas celulares empleadas se muestran en la parte iz-
quierda, iniciando con la linea celular de cancer de mama MCF-7, seguida de las lineas celulares
de adenocarcinoma renal ACHN y 786-0. La densidad celular sembrada en cada pozo se indica en
la parte inferior de la figura, utilizando dos densidades distintas, 5,000 y 10,000 células, respectiva-

mente.
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