UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

Significancia clinica de las proteinas
Hsp90a y Hsp90B en carcinoma renal de
células claras y su asociacion con el
estatus de las proteinas supresoras de
tumor PTEN/VHL

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

Licenciada en Bioquimica Diagnodstica

PRESENTA

Zacgnihtte Guerrero Narvaez

DIRECTOR DE TESIS
DR. CARLO CESAR CORTES GONZALEZ
CO-ASESORA

DRA. MARITERE DOMINGUEZ ROJAS

Cuautitlan Izcalli, Estado de México, 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION

VN!VER’-DAD NACJONAL
AVFNeM A DE
MEXICO

DR. DAVID QUINTANAR GUERRERO e
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN e T
PRESENTE e PRl
ATN: DRA. MARIA DEL CAWNV&WRRAMA BRAVO

Jefadel Repartamento de Titulacion
de la FES Cuautitlan.

Con base en el Reglamento General de Examenes, y la Direccion de la Facultad, nos permitimos comunicar a usted
que revisamos la: Tesis y Examen Profesional

Significancia clinica de las proteinas Hsp90a y Hsp90p en carcinoma renal de células claras y su asociacion
con el estatus de las proteinas supresoras de tumor PTEN/VHL.
Que presenta la pasante: Zacgnihtte Guerrero Narvaez

Con numero de cuenta: 316171803 para obtener el titulo de: Licenciada en Bioguimica Diagnéstica.

Considerando que dicho trabajo retine los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautitlan Izcalli, Méx. a 18 de Septiembre de 2023.

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE
PRESIDENTE Q.F.B. Nydia Berenice Gonzalez Angeles
VOCAL Dra. Maritere Dominguez Rojas
SECRETARIO Dra. Heidi Joanna Amezcua Hempel
ler. SUPLENTE Dr. Samuel Alvarez Almazin

2do. SUPLENTE Dra. Maria Eugenia Aranda Barradas

NOTA: los sinodales suplentes estan obligados a presentarse el dia y hora del Examen Profesional

MCVB/cga*



RECONOCIMIENTOS
Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el financiamiento
otorgado a través del Fondo de Ciencia Basica con niumero de proyecto, CB-243380; y
a la Secretaria de Educacion, Ciencia, Tecnologia e Innovacién (SECTEI), por el
financiamiento recibido a través del proyecto SECTEI/276/2019. Ambos
financiamientos a cargo del Dr. Carlo César Cortés Gonzalez, como Responsable

Técnico.

AGRADECIMIENTOS
A mis padres que siempre estuvieron a mi lado en las buenas y en las malas,
trabajando sin descanso para darme a mi y a mi hermano lo mejor. Gracias, padres,
porque hoy por primera vez puedo decir que me siento orgullosa de la persona que
soy. Gracias por su peculiar forma de demostrarme su amor infinito y creer en mi
cuando ni yo lo hacia.
A mi hermano y mejor amigo, Gael. Por siempre apoyarme y soportarme. Sabes que
eres mi inspiracion y que cada dia me esfuerzo para que te sientas orgulloso de miy
poder algun dia ser al menos la mitad de lo brillante y fantastico que eres tu.
A mis abuelos porque desde pequefia me llenaron de amor y me dieron lo mejor de
ellos mismos. Me siento muy afortunada de ser la nieta que mas disfruté de su tiempo,
gracias por todas sus ensefianzas.
A Andrés. Nos encontramos desde que iniciamos la universidad y desde ese entonces
no has dejado de creer ni un segundo en mi, siempre me has apoyado y has estado
en momentos felices y no tan felices. Gracias por quererme como soy y hacerme tan
feliz. Sigamos creciendo juntos mucho tiempo mas.
A Carely, mi mejor amiga. Gracias por ser tan auténtica, noble y valiente. Me has

ensefiado tantas cosas y dado momentos muy felices, gracias por estar en mi vida.

- Me encontraste en lo méas bajo, en el camino disfrazado de atajo. Nada de
lo que veia, nada de lo que creia importa en este dia pues me encontraste.
Ni de lo que lloraba, ni de lo que me quejaba. Mi carga quitaste cuando me
encontraste. Ciencia de la lluvia — Enjambre.

- Hoy eres ausencia, eras mi materia. Desamparo de mi azar sombrio, no
tienes remplazo. El vacio — Enjambre.

- Con un ser converso, de otro universo. Algun dia te dejaré por siempre de
buscar, lo digo porque sé nos vamos a encontrar. En un purpura atardecer
que no se apagard, todos van a ver un nuevo principio, un encuentro del

tercer tipo. Tercer tipo — Enjambre.



Indice

L. AT EVIATUTAS cuucuseeeeere ettt b st s s s s s RsEeER e a e bbb 5
2. INETOAUCCION oottt bbb s s bR ARt 6
3. MATCO LEOTICO .ueuunerusieueesseetsesesseesseesse s st sssess s bbb s bR SRR E R 8
T O o o= ol /=) o = | PO PSPPSR 8
3.1.1. CATCINOZEIIESIS wcoreereemerserseessessesssessseessesssss s s s sssess e bbb ss bbb 10
3.1.2. Epidemiologia, factores de riesgo, clasificacion y diagndstico........coorenrerreereereenn. 11

3.2. TEraputiCa Al CRCC. . uereereeereeeiueeeeeseesessessesseesse s ssss bbb s s bbb 14
3.2.1. Biomarcadores €N CRCC ... eeeeeeeeeesessssessesssesssessssssssssssssssssssssssssssesssessssssssssssessens 15

3.3. Genética y biologia molecular del CRCC......uunieneeneeenseenneisesssecsseesssisesssesssessssssssssssssssssnns 18
3.3.1. Gen von Hippel-Lindau (VHL) ..o ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 19
3.3.2. Via de sefializacion VHL/HIF10(/VEGF........cceceseeeesseesseesseessessseesssessessens 21
3.3.3. Gen Homologo de Fosfatasa y Tensina (PTEN) ....cooeerneeeesnneenseeseeseesseesssesseesens 22
3.3.4. Via de sefializacion PTEN/AKT /MTOR ......ccormeereeneeenseeeesseesseesseesseesseesssesssessessens 25

3.4. Proteinas de choque térmico de 90 kDa (HSP90) ....cccovrnmemrnmmrnmemermmemesnsessssesssssesssssssssssans 26
3.4.1. Generalidades y subfamilias de 1as HSP .......cconcnenneenneessenseeseesesssecsssessssssessens 26
3.4.2. Isoformas HSPI0O ¥ HSPOO ...eueueeeeeeneersenirsessesssessssessesssss s sssssssssssssssssssssssssssssssssessnens 28

3.5. HSPO0 EI1 CANCET .....cererreeeeereerseemeesseesseessesssesssesssessssssss s sssess s ssesssess s ssss s sssess s sssesssassssssans 29
3.5.1. Hsp90 como terapia blanco €N CANCET ......couueeeereesreesseermersessseesssessesssesssesssesssesssessens 30
3.5.2. Hsp90 como biomarcador €N CANCET .......eueeereesseeseesseesssessessessssesssesssesssesssssssssssessees 31
3.5.3. Participacién en vias de sefializacion y regulacion de oncogenes y supresores de
tumoOr iMpOrtantes €N CRCC ... ses s ssssssssees 32

4. ANLECEAENTES GENETALES. ...ttt s bbb e s 34
5. ANTECEAENTES ITECLOS ...cuiereueenetreesretse st sse e s bbb s bbb 35
6. Planteamiento del Problema ... eeeereeeeseesecssessesssesssesssessssssseesessssssssssessssssssssssessssessessans 36
7. Pregunta de INVeStIZACION ...t sssssssssssssssans 36
8. HIPOTESIS ettt es ettt b s bbb RS bbb 37
0. DD EEIVOS eurrereurernresseesseeseessessesusessess s s s b s s s e s £ AR R £ a bbbt 37
O.1. ODJELIVO GENETAL....cuieieeieeceereeretreeeetece et ess s es bbb s s bbb 37
9.2. ODjJetiVOS PATrTICUIATES. ... ceevceeerrersrees et eessesseessess s s sees s s s sees s saees 37
0O (=2 0 (o) (o= £ TN 38
R 2] 1 T [ T3PPSO 42
07200 D Y01 113 o) o OO 56
13, CONCIUSIOMNES. ...ceuieuetreeueieeseeeeeseesessesssesseesse s ess b s s s s bR A e bbb et 61
B 231 0] 10T 2y ¢ U - U OOV 62
15 ATIEXOS cvvurerureesseesseeesseesseesssssseesssesssesssesssess s ssse s bR eSS E SRR AR R R R SRR SRR R AR 67



1. Abreviaturas
AKT: Proteina cinasa B
BAP1: Proteina asociada a BRCA1
BRCAL: Breast cancer type 1 susceptibility protein.
CR: Cancer renal
CRcc: Carcinoma renal de células claras
D.O.: Densidad Optica
EGF: Epidermal Growth Factor (Factor de Crecimiento Epidérmico)
HIF-1a: Factor inducible por hipoxia alfa 1
HSF: Heat Shock Factor (Factor de choque térmico)
HSP90AAL: Gen que codifica a la proteina Hsp90a
HSP90AB1: Gen que codifica a la proteina Hsp903
Hsp: Proteinas de choque térmico
Hsp90: Proteinas de choque térmico de 90 kilodaltones
IARC: International Agency for Reseach on Cancer (Agencia Internacional para
la Investigacion en Cancer)
KDM5C: Desmetilasa 5C especifica de lisina
MTOR: mammalian Target of Rapamycin (Diana de rapamicina en células de
mamifero)
PBRM1: Polibromo 1
PI3K: Fosfatidilinositol 3 cinasa
PTEN: Homdlogo de fosfatasa y tensina
pVHL: Proteina resultado de la traduccion de VHL
SETD2: Gen que codifica para una metiltransferasa selectiva de histona H3
nucleosomal que media la represion transcripcional.
TC: Tejido tumoral
TN: Tejido adyacente al tumor
VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial
VHL: Gen de von-Hippel Lindau
NCI: National Cancer Institute (Instituto Nacional de Cancerologia de Estados
Unidos)
SEER: The Surveillance, Epidemiology, and End Results Program (Programa
de Vigilancia, Epidemiologia y Resultados Finales).
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor (Factor de Crecimiento del

Endotelio Vascular)



2. Introducciodn

El carcinoma renal (CR) se encuentra entre las diez neoplasias malignas mas
prevalentes en el mundo. Los casos diagnosticados anualmente superan los 70,000 en
los Estados Unidos y los 350,000 en todo el mundo (Jemal et al., 2011). Del total de
los casos, 50 % cursan asintomaticos y el diagnostico es incidental gracias a la amplia
disponibilidad de estudios de imagenologia. De manera menos frecuente, el
diagnéstico también se puede realizar por “la triada clasica”, un conjunto de sintomas
gue incluyen hematuria macroscopica, dolor lumbar y una masa abdominal palpable
(Zael et al., 2011). El creciente avance de los métodos de diagndstico no invasivos ha
traido consigo un incremento en las tasas de deteccion del cancer renal en estadio
localizado y aunque actualmente se detectan mas tumores en estadios tempranos, la
mortalidad del CR sigue siendo elevada (alrededor de 20 % a 25 %) (Zael et al., 2011).

Al momento del diagndstico, hasta 30 % pueden tener enfermedad metastasica, 25 %
se presentan con una enfermedad localmente avanzada y 45 % con enfermedad
organo-confinada. A pesar del tratamiento con nuevas terapias dirigidas e
inmunitarias, los pacientes con CRcc metastasico aun tienen malos resultados con una
mediana de supervivencia libre de progresién de 15.1 meses (Rini etal., 2019). El
manejo del cancer renal incluye vigilancia activa para pacientes mayores con
comorbilidad, cirugia conservadora de nefronas o terapias ablativas para masas
renales mas pequefias, nefrectomia radical para tumores mas grandes y tratamiento
sistémico con una combinacién de inmunoterapias e inhibidores de tirosina cinasa

para enfermedad metastasica (Janebdar et al., 2022).

El subtipo de CR de células claras (CRcc) constituye mas del 70 % de los casos CR y
presenta células tumorales con citoplasma claro cargado de lipidos. El desarrollo de
CRcc esta asociada a factores extrinsecos que incluyen tabaquismo, obesidad e
hipertension. Por parte de la genética molecular, las condiciones hereditarias como el
sindrome de von Hippel-Lindau (VHL), la inactivacion somética y esporadica del gen
VHL y otros genes relacionados con la remodelacion de la cromatina (PBRML1,
SETD2), asi como la sobre activacion de la via PIBK/AKT/mTOR, se han asociado
fuertemente con el CRcc (Brugarolas, 2014).

Por otro lado, las proteinas de choque térmico de 90 kDa (Hsp90) pertenecen a una
familia de proteinas altamente conservadas y que participan en el plegamiento y
correcto funcionamiento de mas de 200 proteinas “cliente”. Existen cinco isoformas de

Hsp90, pero solo dos de ellas son citosélicas, Hsp90a y Hsp90B (Li & Luo, 2022).



Hsp90 facilita las interacciones proteina-proteina y esta involucrada en la sefializacion
celular y respuesta al estrés. Las células cancerosas utilizan a la Hsp90 para proteger
a las oncoproteinas mutadas de la degradacién para asegurar su supervivencia y
proliferacién. Se ha visto que varias proteinas cliente de Hsp90 participan en vias de
sefalizacién importantes para la malignidad de varios tipos de cancer (Li & Luo, 2022).
En ausencia de supresores de tumor como VHL y PTEN, se sobre activa la via
PIBK/AKT/mTOR, aumentando la expresiébn de proteinas caracteristicas del CRcc
como HIFa (factor de transcripcién) y AKT (proteina de sefalizacién). Ambas son
proteinas cliente de Hsp90 por lo que su papel en la célula cancerosa pareceria ser el
de proteger a aquellas proteinas que ayuden a su proliferacién y supervivencia. En
este estudio se explora la posibilidad de que los niveles de expresion de Hsp90 se
relacionen con la expresion de las proteinas supresoras de tumor PTEN y VHL. Se
consider6 una cohorte de 94 pacientes diagnosticados con CRcc en el Instituto
Nacional de Cancerologia (INCan) y a partir del tejido tumoral, obtenido por
nefrectomia, se extrajeron proteinas totales y se obtuvieron los niveles de expresion
de manera semi cuantitativa por Western Blot para su posterior correlaciéon con
variables clinicas (metéstasis, progresion, sobrevida, tamafio tumoral y grado

Fuhrman).



3.1 Cancer renal

3. Marco teoérico

El rifibn es un 6rgano cuya funcién principal es filtrar y eliminar los desechos solubles

en agua de la sangre en forma de orina y reabsorber agua, glucosa y electrolitos. El

riidn es un érgano complejo que comprende una corteza renal externa y una médula

renal interna. Las nefronas, las estructuras funcionales del rifién, abarcan la corteza y

la médula. Una nefrona comprende anatémicamente el glomérulo, el tabulo proximal,

el asa de Henle, el tubulo contorneado distal y el conducto colector (Wallace, 1998).

El cancer renal (CR) surge de diferentes partes de la nefrona y se clasifica segun su

morfologia e histologia. Cada subtipo histoldgico tiene caracteristicas histopatoldgicas,

genéticas y clinicas peculiares y cuya arquitectura va de benigna a maligna (Tabla 1):

Tabla 1. Clasificacion histologica del carcinoma renal (Algaba et al., 2006; Quiroga

Matamoros et al., 2016).

Tipo

Incidencia Histologia

Cambios de genética
molecular asociados

Carcinoma 70-85%
de células

caras

Citoplasma claro por el gran contenido en
glucégeno vy lipidos que se disuelven durante el
procesamiento histoldgico. Ocasionalmente se
pueden encontrar células con una mayor
proporciéon de mitocondrias (aspecto eosindfilo o
granular). Nucleos redondeados de
caracteristicas variadas segun el grado de
diferenciacion. Origen: tabulo distal.

Identificados por la delecion
especifica del cromosoma
3p y la mutacion en el gen
VHL. Otros cambios son la
duplicacién de la banda
cromosomica 5022 y la
delecion del cromosoma 6q,

8p, 9p vy 14q.

Carcinoma 7-15%

renal papilar

Distribucién de sus células alrededor de papilas
en un 50 - 70 % del tumor. Los tipos celulares
gue recubren a las papilas son en un 73 %
células basofilas (tipo 1), y un 42 % de células
eosinofilas (tipo 2). Los de tipo 1 son muy poco
agresivos, contrario a lo que ocurre en los de tipo
2 y las variantes sarcomatoides. El estroma
puede ser fibroso o con aspecto edematoso, y se
pueden hallar macréfagos €Spumosos,
especialmente en tipo 1.

Las alteraciones genéticas
mas constantes son las
trisomias de los
cromosomas 3q, 7, 8, 12,
16, 17 y la pérdida del
cromosoma'Y.

Carcinoma 5-10%
renal de
células

cromofobas

Mayor tamafio celular, aspecto poliédrico con
buena  delimitacién de la membrana
citoplasmatica (aspecto de célula vegetal) y
abundante citoplasma reticular palido por la
presencia de vesiculas que se tifien con el hierro
coloidal (tincion de Hale). Puede tener un
citoplasma relativamente claro (subtipo de
células claras) pero nunca tanto como el del
CRcc o mas eosindfilo (variante eosindfila),
dependiendo de la cantidad de mitocondrias.
Origen en célula intercalar de la nefrona distal.

La caracteristica genética
es una combinacién de
pérdida de los cromosomas
1,2,6,10,13y 17.




Carcinoma de <1 % La OMS ha definido criterios para este subtipo. No reportados hasta

los conductos Criterios mayores: alto grado nuclear, citoplasma ahora.
colectores de eosindfilo, patrén tubular acodado y presencia de
Bellini células en "tachuela de bota", con marcada

desmoplasia y en ausencia de carcinoma urotelial.

De manera adicional, se puede emplear el grado Fuhrman; un sistema utilizado para
clasificar ciertos tipos de cancer renal, incluidos el carcinoma renal de células claras y
el carcinoma papilar. Se basa en las caracteristicas microscopicas de las células
tumorales, incluido el tamafio y forma de nucleo y la prominencia de los nucleolos. Por
lo general, se espera un peor prondstico en los pacientes con un grado Fuhrman alto
(3y 4) (Tabla 2) (Fuhrman et al., 1982).

Tabla 2. Clasificacion del sistema de Fuhrman para el grado nuclear en CR (Fuhrman

et al., 1982).
Grado Tamafio del nicleo  Bordes del nicleo Nucléolo

1 10 mm Uniforme Ausente incluso a 400x

2 15 mm Irregular Pequefios, visibles a 400x, pero no a
100x

3 20 mm Irregular Prominente a 100x

4 >20 mm Multilobulado Prominente, corpusculos de
cromatina

Como en cualquier cancer, también se asigna una etapa clinica con base en los
resultados de un examen fisico, biopsia y estudios por imagenes (Tabla 3).

Tabla 3. Etapas clinicas del cancer renal (sistema TNM del American Joint Committee
on Cancer (AJCC)) (American Cancer Society, 2020).

Etapas  Agrupacion Descripcién
por etapas
T1 El tumor mide <7 cm de ancho y sé6lo se encuentra en el rifion (T1).
I NO Sin propagacion a los ganglios linfaticos (NO) ni a otros 6rganos (MO).
MO
T2 a) El tumor mide >7 cm de ancho, pero sigue limitado al rifién (T2).
NO No hay propagacién a los ganglios linfaticos (NO) ni a Grganos
Il MO distantes (MO0).
T3 b) El tumor mide >10 cm de ancho, pero sigue limitado al rifién. No
NO hay propagacion a los ganglios linfaticos (NO) ni a 6rganos distantes
MO (MO).
T1aT3 El tumor principal puede ser de cualquier tamafio y puede estar en
NO zonas adyacentes al rifién, pero sin afectar 6rganos adyacentes:
MO a. Eltumor sale hacia el tejido adiposo.

b. Crece hacia la vena principal que sale del rifién.
1]

T4 El tumor crece fuera de la fascia Gerota y puede estar creciendo
NO /N1 hacia la glandula suprarrenal encima del rifién (T4). Puede o no haber
MO propagacion a los ganglios linfaticos adyacentes (N1 / NO). No hay
propagacion a los ganglios distantes ni a otros 6rganos (MO).
TlaT4 El tumor es de cualquier tamafio (cualquier T). Puede o no haberse
\% NO /N1 propagado a los ganglios adyacentes (cualquier N). Hay propagacién
M1 a los ganglios linfaticos distantes y/o a otros 6rganos (M1).




3.1.1. Carcinogénesis

El 91 % de los casos de Carcinoma Renal de células claras (CRcc) se debe a
mutaciones somaticas, el 9 % restante de los casos son una consecuencia de una
condicién hereditaria llamada Sindrome de VHL. Las personas con este sindrome
tienen una proteina supresora de tumor de VHL defectuosa. Estos defectos
predisponen a padecer CRcc, hemangioblastomas del sistema nervioso central y
feocromocitomas. El desarrollo tumoral es causado por la inactivacion somatica del
alelo wild type restante en una célula susceptible en el 91 % de los casos de CRcc
esporadico, mientras que la inactivacion bialélica de VHL por hipermetilacién se
presenta del 5 — 10 % (Gossage et al., 2015).

Es bien sabido que la pérdida de heterocigosidad de VHL juega un papel fundamental
en el desarrollo de CRcc pues se encuentra en el 98 % de los casos de CRcc
(Gossage et al., 2015). Los analisis gendmicos de muestras de tumores de mdltiples
regiones de pacientes con CRcc metastasico mostraron que la mutacién de VHL y la
pérdida de una copia de 3p eran omnipresentes en todas las regiones y tumores
analizados. Aunque se sabe que en més del 90 % de los casos de CRcc esporadico
se ha perdido al menos una copia de VHL, no es suficiente para la transformacion
maligna. Se han descrito muchas anomalias genémicas no aleatorias en el CRcc,
como la amplificacion del cromosoma 5q y la pérdida del 14q (Kim et al., 2021).
Ademas, el analisis de la secuencia gendmica ha revelado una serie de genes que, de
forma similar a VHL, mutan de forma recurrente en este tipo de cancer, como lo son
PBRM1, SETD2 y KDM5C. Los genes PBRM1 y SETD2 se encuentran en el
cromosoma 3p v, por lo tanto, se ven afectados en conjunto con VHL en los tumores
que hayan sufrido grandes pérdidas del cromosoma 3p (Kim et al., 2021).

La pérdida de 3p como primer evento generalmente ocurre de 5 a 20 afios antes del
diagnostico del tumor. Esto confiere la probabilidad de que la inactivacion de PBRM1 o
SETD2 también puedan ocurrir durante la tumorigénesis. En consecuencia, aunque
VHL es el actor principal en la patobiologia, es probable que estos grupos de

supresores de tumor también estén involucrados (Kim et al., 2021).

10



3.1.2. Epidemiologia, factores de riesgo, clasificacion y diagndstico

Epidemiologia

En la ultima actualizacién del 2020, la Agencia Internacional para la Investigacién en
Céancer (IARC, por sus siglas en inglés) a través de su plataforma Globocan, reportd
431,288 nuevos casos de cancer renal a nivel mundial, ocupando el 9° lugar en
incidencia. La incidencia es mayor en Asia (36.3 % de los casos), seguido de Europa
(32.1 %) y América del Norte (17.8 %). En México, se reporta una incidencia de 5,925
nuevos casos (Globocan, 2020). El CR tiene la tasa de mortalidad mas alta de los
canceres urolégicos (tasa de supervivencia global a 10 afios del 50 %) pues se
reportaron 179,368 muertes a nivel mundial, de las cuales, 3,083 corresponden a
México (Globocan, 2020).

La tasa de supervivencia depende en gran medida del estadio de la enfermedad en el
momento del diagndstico. Los pacientes diagnosticados en una etapa temprana de la
enfermedad tienen una tasa de supervivencia a 5 afios del 87 %, mientras que los
pacientes diagnosticados con enfermedad en etapa tardia tienen una tasa de
supervivencia del 12 % (Janebdar et al., 2022).

Factores de riesgo

Factores controlables (American Cancer Society, 2020).

e Tabaquismo.

e Sobrepeso.

e Exposicion a sustancias cancerigenas como el tricloroetileno.
e Consumo excesivo de medicamentos como el acetaminofeno.

Factores no controlables (American Cancer Society, 2020).

e Sexo: mayor incidencia en hombres que en mujeres (2 : 1).
e Raza: los estadounidenses de raza negra presentan un indice
levemente mayor de CRcc. Las razones se desconocen hasta ahora.
e Enfermedad renal avanzada: especialmente aquellas que requieren
dialisis.
¢ Condiciones hereditarias. Entre el 2 % y el 4 % de los canceres renales
son hereditarios, a continuacion, se mencionan algunos:
Enfermedad de von Hippel-Lindau: Enfermedad autosémica dominante causada por
una mutacién en el gen VHL (supresor de tumores) en el cromosoma 3. El 50 % de
los pacientes con esta enfermedad, desarrollard CRcc, especialmente a una edad mas

temprana. También podrian presentar tumores benignos en ojos, cerebro, médula

11



espinal, pancreas, y otros 6rganos; asi como un tipo de tumor de las glandulas
suprarrenales llamado feocromocitoma (American Cancer Society, 2020).

Carcinoma renal papilar hereditario: Padecimiento autosémico dominante causado por
mutaciones en el gen MET en el cromosoma 7 que produce una tendencia a
desarrollar uno 0 mas CR papilar, pero no hay desarrollo tumoral en otros sitios. Este
gen codifica para una proteina MET, involucrada en la sefalizacion y crecimiento
celular. Cuando la proteina esta defectuosa, se da la proliferacion celular excesiva
(American Cancer Society, 2020).

Carcinoma renal asociado a leiomiomatosis hereditaria: desarrollo de tumores de
musculo liso (leiomiomas), de la piel y Utero, y un mayor riesgo de desarrollar CR. Ha
sido asociado con cambios en el gen FH (American Cancer Society, 2020).

Sindrome de Birt-Hogg-Dube (BHD): desarrollo de muchos tumores pequefios y
benignos de la piel. Las personas que lo padecen presentan un mayor riesgo de
diferentes tipos de tumores renales. Gen relacionado: FLCN (American Cancer
Society, 2020).

Cancer renal familiar: desarrollo de tumores llamados paragangliomas de la regiéon de
la cabeza y el cuello, y canceres de tiroides. Estas personas también tienden a
padecer cancer de rifién bilateral antes de los 40 afios. Este cancer es causado por
defectos en los genes SDHB y SDHD (American Cancer Society, 2020).

Sindrome de Cowden: alto riesgo de cancer de seno, tiroides y rifidn. Asociado con
cambios en el gen PTEN (American Cancer Society, 2020).

Esclerosis tuberosa: desarrollo de muchos tumores, generalmente benignos, en
diferentes partes del cuerpo como piel, cerebro, pulmones, ojos, rifones y corazon.
Aunqgue los tumores de rifidén suelen ser benignos, en ocasiones pueden ser CRcc.

Causado por defectos en los genes TSC1y TSC2 (American Cancer Society, 2020).

Tener un estilo de vida saludable, controlar el peso, la presién arterial y dejar de fumar
puede contribuir a disminuir el riesgo de padecer cancer renal. En el caso de los

padecimientos hereditarios, se recomienda vigilancia periddica.

Diagnéstico

La gran mayoria del CR en etapas iniciales son asintomaticos, no palpables, y se
detectan incidentalmente hasta las Ultimas fases de la enfermedad. La triada clasica
(dolor en fosa renal, hematuria macroscdépica y masa abdominal palpable), la cual se
presenta en el 6 al 10 % de los casos, también puede ser Util en la orientacion del

diagnéstico (Instituto Mexicano del Seguro Social, 2013).
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En caso de sospecha de CR, se recomienda realizar una radiografia simple de térax, o
tomografia axial computarizada (TAC) abdominal o torécica, resonancia magnética
(RM) u otros estudios radiologicos considerando la posibilidad de envidé a valoracion
por especialista en urologia. El diagnéstico confirmatorio de CR es a través del estudio
histopatologico de la pieza quirdrgica o por biopsia en casos seleccionados (Instituto
Mexicano del Seguro Social, 2013).

Otras pruebas de laboratorio que deberan realizarse con fines de complementacion
diagnéstica, estadificacion y plan de tratamiento son: biometria hematica, pruebas
funcionales hepéticas, deshidrogenasa lactica (DHL), uriandlisis, fosfatasa alcalina.
calcio, magnesio, RM cerebral en casos clinicamente indicados, gammagrama 6seo
en casos de sospecha de metastasis 0seas, depuracion de creatinina en orina de 24h
en casos seleccionados con sospecha o falla renal (Instituto Mexicano del Seguro
Social, 2013).

Sobrevida global

La Sociedad Americana Contra el Cancer obtiene la informacion de la base de datos
del Programa de Vigilancia, Epidemiologia y Resultados Finales (SEER), mantenida
por el Instituto Nacional del Cancer (NCI), para proporcionar estadisticas de
supervivencia. La base de datos del SEER lleva un registro de las tasas relativas de
supervivencia a 5 afios para el CR en los Estados Unidos, basandose en cuan lejos se
ha propagado el cancer (Tabla 4):

Tabla 4. Tasas relativas de supervivencia a 5 afios de pacientes de CR (periodo 2009
a 2015) segun SEER (American Cancer Society, 2021).

Etapa SEER Caracteristicas Tasarelativa de
supervivencia a 5 afios

Localizado No hay sefial de que el cancer se haya propagado 93 %
fuera del rifidn.

Regional El cancer se ha propagado fuera del rifién hacia las 70 %
estructuras o los ganglios linfaticos que se encuentran

en la proximidad.

Distante El cancer se ha propagado a partes del cuerpo 12 %
distantes, como pulmones, cerebro, huesos.

Todas las etapas SEER combinadas 75 %
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Seguimiento

Vigilancia con imagenologia en forma seriada. Pacientes en etapa | a lll que recibieron

tratamiento quirdrgico parcial o radical se recomienda realizar lo siguiente a partir de

los 3 meses posteriores al tratamiento inicial y durante 6 afios:

> Estudios sanguineos y perfil metabdlico.

> Ultrasonido abdominal con enfoque renal, o tomografia computarizada.

> Radiografia de torax.

Cita cada 6 meses con evaluacién clinica y realizacion de pruebas de laboratorio y

gabinete (Jiménez Rios et al., 2010).

3.2. Terapéutica del CRcc

El tratamiento recomendado del CR depende de una variedad de factores tales como:

tamafio y localizacion del tumor, diseminacion, funcién renal, comorbilidades y estado

funcional del paciente (Tabla 5). El tratamiento quirargico (nefrectomia parcial o total)

es la Unica opcién de tratamiento curativo.

Tabla 5. Tratamiento empleado en pacientes de cancer renal, segln el estadio clinico

(Instituto Mexicano del Seguro Social, 2013).

Etapas Agrupacion Descripcion
por etapas
Reseccion quirdrgica: nefrectomia parcial nefropreservadora. La
nefrectomia radical serd en casos de dificultad técnica o localizacion
tumoral central. En pacientes no candidatos a cirugia, la ablacién
A. <4 cm térmica esta indicada.
limitado al La suprarrenalectomia junto con nefrectomia se recomienda solo si hay
rifidn un tumor grande en el polo superior y sea probable la invasion directa
de la glandula suprarrenal o cuando no pueda descartarse una glandula
suprarrenal normal. La linfadenectomia regional es opcional en
enfermedad NOMO, considerar en pacientes N1M1.
B. >4 cm, pero  Nefrectomia parcial o radical. No debe practicarse una nefrectomia
<7 cm limitado radical laparoscoépica en los pacientes con tumores T1 en los que esta
al rifién indicada una reseccidn parcial.
A. (>7 cm, pero La nefrectomia radical abierta o laparoscépica es la alternativa de
<10 cm) eleccion, puede realizarse de forma segura en tumores grandes
Il o] (mayores de 7 cm).
B. (>10 cm)
Tumores que La nefrectomia radical incluye una reseccion perifascial del rifion,
1] ya no se reseccion de grasa perirrenal, linfadenectomia regional 'y
limitan al rifion  adrenalectomia ipsilateral.
Cualquier -Tumor aislado potencialmente resecable con metéastasis aislable:
tamafio nefrectomia y metastasectomia quirdrgica.
v Cualquier N -Tumor primario potencialmente resecable con multiples metastasis:
M1 nefrectomia citorreductora en pacientes seleccionados antes de la

terapia sistémica.
-Tumor no resecable: quimioterapia segun el tipo celular. La Asociacion
Europea de Urologia emite las siguientes recomendaciones para la
terapia sistémica en cancer renal de células claras:
> Sunitinib en 1° linea en pacientes con riesgo bajo e intermedio
> Bevacizumab + IFN a en 1° linea en pacientes con riesgo bajo
e intermedio
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> Sorafenib como 2° linea posterior a falla a citocinas Pazopanib
como 1° linea y en 2° linea posterior a falla a citocinas
> Temsirolimus en 1° linea en pacientes con riesgo alto
Everolimus en 2° linea después de falla a inhibidores de tirosin cinasa

Terapias alternativas

Crioablacion.
Indicado para:

> Pacientes con etapa 1.

> Lesiones de pacientes no candidatos a cirugia.

> Antes de las técnicas ablativas debe de contar con biopsia.
Las técnicas de ablacion térmica estan asociadas con alta tasa de recurrencia local en
comparacion con la cirugia convencional (Jiménez Rios et al., 2010).
Radioterapia.
No existe evidencia de efecto favorable, sin embargo, puede ser utilizada como
tratamiento paliativo en pacientes sintomaticos con metastasis cerebrales u éseas o en
pacientes sintomaticos que no respondan a manejo sistémico. Usada para controlar
hemorragia y dolor del tumor primario, aliviar los sintomas de las metastasis y control

de las metastasis cerebrales (Jiménez Rios et al., 2010).

3.2.1. Biomarcadores en CRcc

El Instituto Nacional de Cancerologia (INCan), define biomarcador como: "una
molécula bioldgica que se encuentra en la sangre, otros fluidos corporales o tejidos
gue es un signo de un proceso normal o anormal, o de una afeccién o enfermedad".
Se puede usar un biomarcador para ver como responde el cuerpo a un tratamiento
para una enfermedad o afeccion, también llamado marcador molecular y "firma
molecular".
En la investigacion y la medicina del cancer, los biomarcadores se utilizan de tres
maneras principales:

e Diagnostico de afecciones, como en el caso de la identificacion de canceres en

etapa temprana.
e Pronéstico de cuan agresiva esta siendo una afeccion.

e Prediccion del como respondera un paciente al tratamiento.
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Biomarcadores de imagen
Permiten identificar de manera no invasiva la histologia de una masa renal y pueden
ayudar a predecir posibles respuestas al tratamiento mediante la identificacién de
caracteristicas moleculares.

Imagenes moleculares

Las técnicas de imagen de tomografia por emisién de positrones (PET) que utilizan
varios trazadores se han estudiado como biomarcadores prondsticos y predictivos de
CRcc. Los nuevos biomarcadores de imagenes moleculares aprovechan la
sobreexpresion patoldgica de componentes celulares especificos de varios subtipos de
CR y pueden permitir la caracterizacibn no invasiva de estos subtipos y la
diferenciacién de masas renales benignas de malignas. Ademas, la PET se puede
utilizar para predecir y controlar la respuesta a la terapia dirigida sistémica en
pacientes con enfermedad avanzada. Uno de los biomarcadores de imagenes
explorados mas recientemente es la anhidrasa carbonica IX (CA-IX), una proteina que
se sobre expresa en las vias mutadas de VHL, como CRcc, pero se expresa poco en
el parénquima renal normal y no CRcc. Se puede detectar con yodo-124-cG250, un
anticuerpo monoclonal que ha mostrado una sensibilidad promedio de 86.2 % y una
especificidad promedio de 85.9 % en un ensayo REDECT (Renal Masses: Pivotal
Study to detect Clear Cell Renal Cell Carcinoma With Pre-Surgical PET/CT) fase Il
(Farber et al., 2017).

Biomarcadores en orina

Dos biomarcadores urinarios que se han mostrado prometedores son las proteinas
exosomicas acuaporina-1 (AQP-1) y perilipina-2 (PLIN2). En un estudio con 36
pacientes con CRcc / CRp, se encontré6 que, en comparacion con los controles,
presentan niveles 23 y 4 veces mayores de AQP1 y PLIN2, respectivamente. Estos
niveles de AQP1 y PLIN2 disminuyeron en méas del 80 % después de la nefrectomia, lo
que sugiere que estos biomarcadores urinarios pueden tener relevancia diagndstica en
pacientes con CR (Farber et al., 2017; Morrissey et al., 2015).

Biomarcadores séricos

Las citocinas y factores angiogénicos (CAF) son un area de investigaciéon prometedora
con el potencial de identificar biomarcadores clinicamente significativos y faciles de
obtener. Los biomarcadores de biopsia liquida con ADN tumoral circulante (CtDNA)
también son areas de investigacion activa. En un estudio donde se recolectaron ctDNA
de 224 pacientes con CR metastasico, se encontré que los pacientes que recibieron
terapia de segunda linea y que previamente recibieron terapia de primera linea dirigida

a VEGF, tenian marcadas diferencias en p53 y mTOR en comparacion con los
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pacientes que solo recibieron tratamiento de primera linea, pudiendo ser una
herramienta Util para detectar la respuesta a la terapia (Farber et al., 2017; Pal et al.,
2017).

Otro biomarcador es VEGF, donde se espera una regulacion positiva de ARNm debido
a la desregulacién de HIF1a. Se ha visto que una sobre expresion de VEGF y HIF1a
se correlacionan con CRcc mas agresivo y un mal prondstico tanto en casos de cancer
localizado como metastasico (McGuire & Fitzpatrick, 2009).

La interleucina 6 (IL-6) es otro biomarcador prometedor, ya que existe evidencia de
que es secretada por las células de CR en hipoxia. Mediante datos de estudios de fase
II'y Il usando pazopanib como tratamiento de segunda linea, se hizo un analisis de
biomarcadores prospectivos y se determinaron que los niveles séricos bajos del factor
de crecimiento de hepatocitos (HGF), IL-6 e IL-8, se correlacionan con una mayor
reduccion del tamafio del tumor (Farber et al., 2017; Tran et al., 2012).

Biomarcadores tisulares

La tincion de H&E permite la diferenciacion entre subtipos histolégicos de CR,
ademas, se ha observado que la diferenciacién sarcomatoide en los pacientes de
CRcc ocurre en el 10 - 15 % de los casos y se asocia con un peor prondstico (Farber
et al.,, 2017). La inmunohistoquimica (IHQ) puede aportar informacién sobre el tumor
mas alla de la clasificacién histologica. La mayoria de las neoplasias renales expresan
factores de transcripcion PAX8 y PAX2, por lo que pueden utilizarse como marcadores
Utiles para ayudar a identificar las lesiones metastasicas de origen renal. PAX2 ha
demostrado ser menos sensible que PAX8, aunque es mas especifico (Shen et al.,
2012). Otro marcador usado en IHQ es la vimentina, la tincibn se usa mas para
lesiones mesenquimatosas, pero CRcc y CRp son algunos carcinomas que también la
expresan, por lo que puede ayudar en la diferenciacion de CRc y oncocitomas, que
generalmente se tifilen negativamente (Farber et al., 2017; Shen et al., 2012).

Otro biomarcador tisular es la anhidrasa carbonica 1X (CAIX), una proteina
transmembrana regulada por HIF1a asociada con el crecimiento tumoral en varios
canceres. Regula el pH intracelular y extracelular en respuesta a la hipoxia tumoral.
Sin embargo, en CRcc, se encuentra sobre expresada por la inactivacion de VHL que
resulta en la acumulacion de HIF1a. Se ha demostrado que los niveles bajos de tincion
por IHQ de CAIX son un indicador independiente de supervivencia pobre en pacientes
metastasicos, y para los pacientes con lesiones localizadas de alto riesgo, una tincién
baja de CAIX implicaba un peor prondstico y una menor supervivencia especifica de la
enfermedad (McGuire & Fitzpatrick, 2009).
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Biomarcadores moleculares y genéticos

Aunqgue la mayoria de los casos de CRcc es espordadico, es bien sabido que puede ser
consecuencia del sindrome de VHL, por lo que las pruebas para detectar esta
mutacién son de rutina. La pérdida de la heterocigosidad del cromosoma 3p (entre
3p25 y 3p21) se ha observado en mas del 90 % de los casos de CRcc. Como
resultado, se tienen mutaciones en genes como VHL, PBRM1, BAP1l y SETD2.
Mientras que VHL se encuentra inactivado por mutaciones o metilacién, los otros
genes mencionados estan mutados la mayoria de las veces. Estas mutaciones
esporadicas han comenzado a estudiarse para encontrar las mas frecuentes y poder

implementar su identificacion en la practica clinica (Gossage et al., 2015).

3.3. Genética y biologia molecular del CRcc

El consorcio de TCGA (The Cancer Genome Atlas) analiz6 mas de 400 tumores de
pacientes histol6gicamente confirmados con el objetivo de identificar los genes que se
encuentran mas frecuentemente mutados en CRcc (Tabla 6). Los cambios genéticos
subyacentes al CRcc incluyen alteraciones en genes que controlan la deteccion de
oxigeno celular (como VHL) y el mantenimiento de la cromatina (como PBRM1). Los
elementos de la via PI3K/AKT se encuentran mutados de forma recurrente en estos
pacientes, por lo que parece un objetivo terapéutico potencial (The Cancer Genome
Atlas Research Network, 2013).

Tabla 6. Genes mas frecuentemente mutados en CRcc, obtenidos de un estudio de
elaborado por TCGA (Brugarolas, 2014).

Genes % Tumores con mutacion
VHL 52.3 %
PBRM1 32.9%
SETD2 11.5%
BAP1 10.1 %
KDM5C 6.7 %
MTOR 6.0 %
PTEN 4.3 %
PIK3CA 2.9%
TP53 22%
TCEB1 0.7 %
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El gen de von Hippel-Lindau (VHL) encabeza la lista y suele estar inactivado por
metilacibn o por mutaciébn en mas del 80 % de los casos de CRcc. VHL fue
originalmente identificado como el gen responsable de un sindrome que predispone al
paciente a desarrollar CRcc; el sindrome de von Hippel-Lindau. VHL es un gen
supresor de tumor de dos hits y, tipicamente, un alelo es inactivado a través de una
mutacién intragénica y el segundo es eliminado como parte de una delecién. El gen
VHL se encuentra en el cromosoma 3p25.3 y deleciones en esta region, que en
algunas ocasiones involucran la pérdida de todo el brazo corto del cromosoma 3, son
observadas en aproximadamente el 90 % de los casos de CRcc. Algunas mutaciones
de VHL se encuentran sin la delecion de 3p. Sin embargo, alguna delecién pudo
ocurrir, acompafada de una duplicacién de region cromosdmica restante, resultando
en la pérdida de la heterocigosidad (Brugarolas, 2014).

Los genes PBRM1, SETD2 y BAP1 también se ubican en 3p, por lo que era de
esperarse que ocuparan del segundo al cuarto lugar de la lista. Estos tres genes estan
involucrados en el arreglo de la cromatina y se han relacionado las mutaciones en
BAP1 con mayor agresividad en comparacion con los pacientes que presentan
mutacion en PBRM1 (Brugarolas, 2014). En séptimo lugar, se encuentra el gen PTEN,
un supresor de tumor que presenta mutaciones de pérdida de funcion, lo cual conlleva
al aumento de los niveles de PIP3 y la activacion de vias que favorecerian el
desarrollo tumoral (Brugarolas, 2014). Debido a su posicién en la lista elaborada por
TCGA y a la relaciéon entre los supresores de tumor VHL y PTEN en vias de

sefalizacidén es que se propone su estudio en conjunto.

3.3.1. Gen von Hippel-Lindau (VHL)

Supresor de tumor ubicado en 3p25-26, este gen codifica para dos isoformas, una de
213 aminoacidos (30 kDa) nombrada pVHL30 y otra de 160 amino&cidos (19 kDa)
nombrada pVHL19. Se ha demostrado que ambas isoformas tienen las mismas
funciones (Gossage et al., 2015).

El sindrome de VHL es una enfermedad hereditaria autosémica dominante que se
asocia con diferentes tumores, incluidos el CRcc. Los pacientes con este sindrome
portan un alelo del gen VHL mutado y el desarrollo tumoral depende de la pérdida o la
inactivacion espontanea del alelo normal. Existe evidencia de que el gen VHL es un
supresor de tumor gracias a que en diferentes estudios de pérdida de la
heterocigosidad se demostré que la inactivacién de ambos alelos de VHL es un evento
crucial en el desarrollo de neoplasias tanto en el sindrome de VHL como en CRcc

esporadico no hereditario (Gossage et al., 2015).
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La proteina pVHL forma parte de un complejo con elongina C y B, asi como la proteina
RBX1, denominado complejo VCB-CR. El complejo es muy estable y resiste a la
degradacién proteasomal, a diferencia de los complejos formados con pVHL mutante
que son degradados rapidamente. Tiene la funcion de poliubiquitinar proteinas para su
degradacion proteasomal, principalmente al factor inducible por hipoxia alfa, el cual
tiene dos subtipos expresados en rifidén: HIF1a y HIF2a. El extremo carboxilo terminal
de HIFa se une al dominio B de pVHL, es poliubiquitinado y degradado via
proteasomal. Para que esta union se lleve a cabo, se requiere que HIFa sea
hidroxilado por las prolil hidroxilasas (PDH1, PDH2 y PDH3) en dos residuos
conservados de prolina, este proceso es dependiente de oxigeno ya que estas
enzimas lo emplean como co-sustrato. En condiciones de hipoxia o con pVHL mutado,
HIFa se acumula en citoplasma, forma heterodimeros con HIF y se transloca al
nucleo donde se une a los elementos de respuesta a hipoxia (HRESs). Actualmente, se
conoce que los genes diana de HIF son >800, la mayoria involucrados con la
adaptacion a la hipoxia, promoviendo la tumorigénesis en casos de normoxia con
pVHL mutado (Gossage et al., 2015).

Aungue la inactivacion inicial de VHL conduce a la expresion y acumulacion de HIF-1a
y HIF-2a, con el tiempo, HIF-2a es predominante y suprime HIF-1a a nivel de proteina.
De hecho, se ha visto que la formacion de quistes y tumores renales se evita con la
inactivacion de HIF-1a y HIF-2a en ratones con deficiencia de VHL, lo que indica su
participacién compartida durante las etapas iniciales del desarrollo de CRcc, mientras
que solo la isoforma HIF-1a fue evidente en las células tubulares normales. Estos
hallazgos sugieren que el inicio de la expresion de HIF-2a se produce tras la pérdida
de funcién de pVHL y actia como desencadenante de la transformacion de las células
epiteliales tubulares. Un polimorfismo relacionado con HIF-2a, de hecho, se identifico
como un factor de riesgo de CRcc en un estudio de asociacion del genoma completo
(Mazumder et al., 2023).

En un estudio realizado en neuroblastoma, se demostr6 que la actividad de las
isoformas de HIF-a es especifica del contexto celular donde HIF-1a se acumula y
funciona durante la respuesta inicial (2 - 24 h) a la hipoxia aguda, que disminuye
rapidamente con la exposicion prolongada mientras que HIF-2a predomina en
condiciones hipdxicas cronicas (> 24 h), lo que resulta en un cambio de actividad de
HIF-1a a HIF-2a. Un fendmeno similar tiene lugar durante la progresiéon de CRcc,
donde HIF-2a finalmente predomina sobre HIF-1a para promover el crecimiento

tumoral y la metastasis (Holmquist-Mengelbier et al., 2006).
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El 91 % de los casos de CRcc se debe a mutaciones somaticas, de las cuales, 55 %
involucran un cambio en el marco de lectura o son mutaciones con cambio de sentido.
Cerca de 250 mutaciones con cambio de sentido se han descrito en este tipo de
cancer. Es muy probable que las mutaciones de cambio en el marco de lectura y sin
sentido den como resultado la pérdida de funcion de pVHL, mientras que las
mutaciones de cambio de sentido tienen efectos diversos. (Gossage et al., 2015).
Desde 1993 hasta 2010, VHL fue el Unico gen que se sabia que mutaba con
frecuencia en CRcc por lo que su estudio como biomarcador parecia prometedor, sin
embargo, hasta el momento no hay suficiente evidencia de que la presencia o
ausencia de mutaciones de VHL influyan en el desenlace clinico del CRcc (Gossage
et al., 2015). El conocimiento de la implicacién de este gen en la carcinogénesis del
CRcc ha permitido el tratamiento de pacientes metastasicos con farmacos contra
elementos de la via VHL/HIF/VEGF como los inhibidores de tirosina VEGF (sunitinib,
sorafenib), inhibidores de la via mTOR (temsirolimus, everolimus) y el anticuerpo
monoclonal anti VEGF bevacizumab (Gossage et al., 2015).

3.3.2. Via de senalizacion VHL/HIF1a/VEGF

El principal sustrato de VHL es HIFa, el cual juega un papel fundamental en la
respuesta celular a la hipoxia. Se identificO por primera vez como un factor de
transcripcién activado por hipoxia que se une al potenciador del gen de la
eritropoyetina humana en condiciones de bajo nivel de oxigeno. Se trata de un
heterodimero formado por una subunidad a y una B. Se han identificado tres subtipos:
HIF1, HIF2 y HIF3. Los residuos de prolina (P402 y P564) de HIF1a y HIF2a son
hidroxilados por las prolil hidroxilasas. Se requiere de O2 como co-sustrato en este
proceso, por lo que la hidroxilacion ocurre bajo condiciones de normoxia. VHL forma
parte del complejo ubiquitina ligasa, el cual tiene la capacidad de marcar proteinas,
como HIF1a hidroxilada, con ubiquitinas para ser degradada via proteasoma 26S (Kim
et al., 2021).

En condiciones de hipoxia y de CRcc con VHL mutado, HIF1a es estable, se acumula
y se transloca al ndcleo para unirse a elementos de respuesta a hipoxia del DNA.
Finalmente, varios genes relacionados con el metabolismo energético celular y la
angiogénesis son transcritos y expresados (Figura 1). Un ejemplo bien estudiado es el
de VEGF, el cual esta sobre expresado en CRcc, teniendo efectos pro-tumorigénicos y
facilitando el desarrollo vascular de tumores al estimular la sefalizacion de VEGFR-
2/JAK2/STAT3 (Kim et al., 2021).
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Figura 1. Via VHL/HIF1a/VEGF en normoxia, sindrome de VHL e hipoxia, adaptada de Cinque
et al.,, 2022. VCB-CR: Complejo formado por las proteinas elongina B y C, RBX1 (RING Box
protein 1), Cul 2 (Cullin-2) y VHL. PDH1-3: prolil hidroxilasas.

Ademas de la regulacibn mediada por pVHL dependiente de oxigeno de las
subunidades HIF-a, varios mecanismos independientes de pVHL y de oxigeno
contribuyen al cambio de HIF. El receptor de la proteina cinasa C activada (RACK1)
compite con la proteina de choque térmico de 90kDa (Hsp90) por unirse a HIF-1a (que
de otro modo lo estabiliza), promoviendo asi su ubiquitinacién y degradacion al reclutar
a Elongina C. El factor 2 similar a Kruppel (KLF2) también promueve la degradacion de
HIF-1a independiente de p53 y pVHL, pero dependiente de proteasoma. No se ha
demostrado que esto se deba a que compite con Hsp90 como es el caso de RACK1
(Mazumder et al., 2023).

3.3.3. Gen Homologo de Fosfatasa y Tensina (PTEN)

PTEN esta codificado en el cromosoma 10923, una region donde la pérdida de la
heterocigosidad ocurre con frecuencia en varios tipos de cancer. La proteina
codificada por PTEN contiene 403 aminoacidos en los que la region amino terminal
comparte homologia de secuencia con la proteina TENSIN y la proteina tirosina
fosfatasa AUXILIN. Es una fosfatasa dual con actividad en el metabolismo de
proteinas y lipidos (Chen et al., 2018).
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Es un regulador negativo de una importante via de sefializacion y crecimiento celular,
la de PI3K/AKT. Como lipido fosfatasa se encarga de desfosforilar al fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato (PIP3) en la posicién 3’ y lo vuelve a convertir en PIP2. Esta accién
antagoniza la actividad de PI3K que agrega un grupo fosfato en la misma posicion al
PIP2. PIP3 se une al dominio de homologia pleckstrina (PH) de las proteinas rio abajo,
proporciona un residuo lipidico y las recluta a la membrana plasmética. AKT es uno de
los objetivos mejor caracterizados de PI3K. La acumulacién de PIP3 permite el
reclutamiento de AKT a la membrana a través de la interaccion directa con su dominio
PH, donde es fosforilada por las cinasas PDK1 y mTORC2 para su activaciéon
completa. AKT tiene muchos blancos rio abajo que fosforila y que estan implicados en
el crecimiento, la supervivencia celular y el metabolismo (Figura 2) (Chen et al., 2018).
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Figura 2: Sefiales canonicas reguladas por PTEN. Juntas, estas moléculas estan implicadas
en el crecimiento y la supervivencia celular, el metabolismo y la diafonia con otras vias de
sefializacion. Modificada de Chen et al., 2018.

La fosforilacion por AKT regula la funcion de muchas moléculas que son importantes
para multiples procesos celulares, por ejemplo, la fosforilacion de factores
proapoptéticos BAD, caspasa 3 y caspasa 9 los vuelve inactivos y se promueve la
supervivencia celular. La fosforilacion de p2l1 conduce a su exclusion nuclear
permitiendo la proliferacion celular. Otro sustrato de AKT es el complejo de esclerosis

tuberosa TSC1/2. El heterodimero de TSC1 y TSC2 es esencial para suprimir la
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funcion de mTOR. La actividad de TSC2 se inhibe cuando AKT la fosforila, induciendo
la actividad de mTOR, produciendo cambios metabdlicos importantes y promoviendo
la supervivencia celular (Chen et al., 2018).

Hasta hace poco tiempo se sabia que la localizacion de PTEN era citoplasmatica
gracias a una sefial de localizacion en el extremo N del residuo 19 a 25, sin embargo,
se han identificado mutaciones en estos residuos que conducen a una mayor
localizacién nuclear. Estudios sugieren que la ubiquitinacion controla el transporte de
PTEN entre el citosol y el nucleo. Hasta ahora se ha propuesto que la
monoubiquitinacion conduce al transporte nuclear y la poliubiquitinacion a su
degradacion, pero aun es controversial. Se ha visto que PTEN nuclear es mas estable
y capaz de inhibir a AKT, ademéas de exhibir otras funciones importantes como
contribuir en la estabilidad cromosomica, la reparacion del DNA y la regulacion del
ciclo celular (Chen et al., 2018).

Segun datos del TCGA (The Cancer Genome Atlas) hasta el 5 % de los pacientes con
CRcc presentan mutaciones en PTEN. En un estudio, se encontré que los pacientes
con CRcc con mutaciones en PTEN tienen un prondstico significativamente peor en
cuanto a supervivencia y recurrencia de la enfermedad (Fan et al., 2019).

La pérdida de PTEN se ha visto asociada con la resistencia a farmacos inhibidores de
tirosina cinasas. La expresion negativa de PTEN en diferentes estudios, determinada
por inmunohistoquimica, se correlaciona con una pobre supervivencia libre de
progresion en pacientes metastasicos tratados con sunitinib (Sekino et al., 2020).

Por otro lado, el ensayo RECORD-3 (REnal Cell cancer treatment with Oral with
RADOO1 given Daily) es un ensayo aleatorizado de fase llb que compard los
resultados al administrar everolimus y sunitinib como terapia de primera linea, y la
secuencia de everolimus seguida de sunitinib en la progresién de pacientes de CR. En
este ensayo se encontr6 que la expresion negativa de PTEN (IHQ) no esta asociada
con la respuesta al tratamiento cuando se trata de sunitinib. Es por ello que el valor
predictivo de PTEN con respecto a la respuesta al tratamiento con inhibidores de
tirosina cinasa aun es controversial, sin embargo, parece ser un biomarcador y
objetivo terapéutico prometedor en pacientes con CR metastasico (Sekino et al.,
2020).
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3.3.4. Via de sefnalizacion PTEN/AKT/mTOR

La via de sefializacion PISK/AKT/mMTOR (Figura 3) es clave para el control del
crecimiento celular, la diferenciacion, migracién, supervivencia, angiogénesis y el
metabolismo, y cominmente esta desregulada en varias neoplasias malignas, incluido
el CRcc. La hiperactividad de la sefializacion de mTOR se observa con frecuencia en
CRcc deficiente en VHL y se relaciona con un fenotipo tumoral agresivo y una
supervivencia pobre (Mazumder et al., 2023).

Las fosfatidilinositol 3 cinasas (PI3K) son una familia de cinasas que fosforilan un
componente de la membrana celular, el fosfatidilinositol. Los factores de crecimiento
(como VEGF y EGF), las citocinas y las hormonas se unen a los receptores de tirosina
cinasa (RTK) y a los receptores acoplados a proteina G (GPCR) y activan a PI3K. En
la membrana intracelular, PI3K fosforila al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2),
resultando fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). EI homologo de fosfatasa y tensina
(PTEN) funge como regulador negativo de PI3K al desfosforilar a PIP3 en PIP2. AKT
es activada por dos procesos de fosforilacion: la proteina cinasa dependiente de
fosfoinositido 1 (PDK1) fosforila a AKT en la treonina 308, mientras que el complejo
MTORC2 fosforila la serina 473 (Miricescu et al., 2021).

MTOR es un componente de la via de sefializacion de AKT que promueve el
crecimiento y proliferacion celular. Se activa en diversos procesos patolégicos como la
formacion de tumores y la angiogénesis, mostrandose sobreexpresada en CRcc.
(Figura 3). Se trata de una serina treonina cinasa que pertenece a la familia de las
cinasas PI3K. Existen dos complejos multiploteicos: mTORC1 y mTORC2. Fosfo-
MTORC1, la forma activa de mTORCL, juega un papel fundamental en la traduccion
de proteinas y la sintesis de lipidos o nucleétidos mediante la activacion de la cinasa
S6 ribosomal p70 (p70S6K) y la proteina de unién al factor de iniciacién eucariota
(4EBP), las cuales regulan al alza a ciclina D1, VEGF, FGF y de manera interesante, a
HIF-1a, retroalimentando de manera positiva la via (Miricescu et al., 2021).

La hiperactividad de mTOR puede ocurrir a través de mecanismos como la sobre
activacion de factores de crecimiento, mutaciones en la via de sefializacion PI3K/AKT,
disminucion de la expresion de TSC1/2, supresion epigenética de PTEN y la
inactivacion del gen VHL. De acuerdo con los datos en CRcc que reporta The Cancer
Genome Atlas Program (TCGA), el 28 % de los casos muestran alteraciones en esta
via. Las mutaciones de PTEN se presentan en un 6 % y la delecion de PTEN un 5 %.
Aungue la mutacién de PTEN es rara en este subtipo de CR, la mayoria de los CRcc
muestran una baja expresion. Su regulacion a la baja esta correlacionada con un

grado tumoral mayor y mal pronéstico (Tumkur Sitaram et al., 2021).
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Figura 3. Via de sefializacion PTEN/AKT/mTOR, tomada y modificada de Tumkur Sitaram
etal., 2021.

3.4. Proteinas de choque térmico de 90 kDa (Hsp90)
3.4.1. Generalidades y subfamilias de las HSP

Las proteinas de choque térmico (HSP), también llamadas chaperonas moleculares,
son vitales para el funcionamiento y la supervivencia celular. Se trata de proteinas que
interactian con otras proteinas para estabilizarlas y ayudar en el plegamiento
conformacional que les permite alcanzar su estado funcional, y si se trata de proteinas
aberrantes, evitando el plegamiento y promoviendo su degradacion (Dunker et al.,
2008). Por lo tanto, la actividad y disponibilidad de las chaperonas sirve como un
regulador crucial de la actividad de la proteina cliente y la funcion celular
homeostatica; la vigilancia constante por parte de las chaperonas es vital para
garantizar la proteostasis dentro de la célula (Hartl et al., 2011).

Ayudan al correcto plegamiento de los polipéptidos recién formados y en la adquisicién
de la estructura terciaria de las proteinas, en la translocacién y secrecion proteica.
Participan en la reparacion de proteinas anormales o en su degradacion via
proteasoma. Estan relacionadas con el control del ciclo celular participando en algunas
vias de sefalizacion y brindan citoproteccion en eventos proapoptoéticos y de estrés
celular. También estan involucradas en la presentacion de antigenos mediante la
transferencia de péptidos antigénicos a las moléculas clase | del complejo principal de

histocompatibilidad (CMH-I). Algunas HSPs secretadas extracelularmente pueden
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activar a células presentadoras de antigenos, como macrofagos (Guerrero-Rojas &
Guerrero-Fonsecaz, 2019).

La estructura de las HSPs esta representada por 4 regiones funcionales conservadas:
la primera pertenece a un dominio N-terminal (llamado dominio J) caracteristico de la
familia de las HSPs, corresponde al sitio de regulacion por la actividad del ATP. La
segunda porcién es una region desordenada rica en Glicina/Fenilalanina, responsable
de la flexibilidad de las proteinas, est4 adyacente al dominio J. La tercera regién es un
dominio rico en cisteina con repeticiones CXXCXGXG (X puede ser cualquier otro
aminodcido) de unién al sustrato, esta en la region media o central. La cuarta region
corresponde al extremo C-terminal, que permite la dimerizaciéon de las HSPs (Figura
4). Estas proteinas se unen a los segmentos hidrofébicos de los péptidos para poder
cumplir su actividad como chaperonas y su unién es dependiente de ATP (Guerrero-
Rojas & Guerrero-Fonsecaz, 2019).
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Figura 4. Estructura esquematica de las HSP. Guerrero-Rojas & Guerrero-Fonsecaz, 2019.

Las HSPs conforman una gran familia de proteinas y se clasifican en grupos de
acuerdo con su peso molecular, que varia entre 10 a 150 KDa (Tabla 7).
Tabla 7. Clasificacién de las familias de las proteinas de choque térmico (HSPs)

(Guerrero-Rojas & Guerrero-Fonsecaz, 2019).

Familia Nombre Localizacion celular Funcion Co-chaperona
p20 Citoplasma Vaso relajacion
Pequefias | Hsp220 af- Citoplasma/Nucleo Estabilizacién del
HSPs cristalina citoesqueleto .
Ninguna
Hsp27 Citoplasma/Nucleo Dinamica de la actina
Hsp40 Citoplasma Chaperona
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Hsp40 Hsp47 Ret. Endoplasmico Control de sintesis del Ninguna
colageno
Hsp60 Hsp58 Mitocondrias Chaperona Hspl0
Hsp60 Mitocondrias Chaperona
Hsc70 Citoplasma Chaperona Hsp40, GrpE,
Hsp70 BAG, HSPBP1,
Hsp70 Citoplasma/Nucleo Chaperona Hip, Hop, CHIP
Hsp75 Mitocondrias Chaperona
Grp78 Ret. Endoplasmico Chaperona
Hsp90a Citoplasma Chaperona p23, Hop,
Hsp90 FKBP51,
Hsp90pB Citoplasma Chaperona FKBP52,
Grp94 Ret. Endoplasmico Chaperona Cyp40, cdc37
Hspl105 Citoplasma Chaperona citoprotectora
Hspl110 Ninguna
Hs0110 Nucléolo/citoplasma Chaperona citoprotectora

3.4.2. Isoformas Hsp90a y Hsp903

Hsp90 es una de las HSP mas comunes, dependiente de ATP que sirve como
chaperona molecular en las células eucariotas y esta altamente conservada dentro de
la evolucion molecular. Hsp90 interactia con una amplia gama de proteinas
denominadas clientes; afectando a casi todos los elementos de la funcion vy
sefializacién celular. Como resultado, Hsp90 esta implicada en una variedad de
procesos fisiolégicos y fisiopatolégicos, incluida la regulacion del desarrollo, el
envejecimiento y la diferenciacion celular (Calderwood & Gong, 2016).

Hsp90 se une a las proteinas cliente para formar un dimero en forma de anillo que
estabiliza y facilita el plegamiento adecuado. Hsp90 se ha implicado en la regulacién y
preservacion de la estabilidad de una serie de proteinas, incluidas las proteinas
cinasas, los factores de transcripcion y los receptores de hormonas esteroides
(Calderwood & Gong, 2016; Kaziales et al., 2020).

En la respuesta al estrés, la Hsp90 se une al receptor de esteroides, estabilizandolo y
preparandolo para la union del ligando, lo que respalda la transduccién de sefiales en

respuesta a la liberacién de hormonas esteroideas.
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Hasta el momento, se han descrito cinco isoformas de Hsp90: Grp94, Hsp90N,
TRAP1, Hsp90a y Hsp90B que se diferencian basicamente por su localizacion
intracelular. La Hsp90a y la Hsp90B se encuentran en el citosol, a diferencia de las
otras isoformas que se encuentran asociadas a organelos. Ambas isoformas
citosdlicas comprenden 80 % de esta subfamilia y son las encargadas de modular la
mayoria de sus acciones intracelulares. La Hsp90a y la Hsp90f mantienen hasta 85 %
de identidad a nivel de proteina. En condiciones fisiolégicas, la proporcién de Hsp90a
es menor en comparacion con Hsp90B, ya que mientras la primera constituye 40 % de
la proteina total citosolica de Hsp90, la segunda conforma el 60 %. Ambas isoformas
pueden encontrarse en forma monomérica, dimérica o heterodimérica. La Hsp90a se
encuentra en mayor proporcibn en forma dimérica, mientras que la Hsp90p3
principalmente en forma monomérica. La conformacion dimérica es la forma funcional.
Hsp90a se considera inducible y se ha visto que su alta expresién esta relacionada
con la progresién tumoral, la regulacién del ciclo celular y evasion de la apoptosis
(Bertram et al., 1996), mientras que la forma Hsp90B es considerada constitutiva y se
ha visto asociada a la resistencia a farmacos y en funciones celulares normales como
el mantenimiento de la arquitectura celular, diferenciacion y citoproteccién (César
Cortés-Gonzélez et al., 2008).

3.5. Hsp90 en cancer

Se sabe que varias chaperonas tienen un rol importante en la oncogénesis,
estabilizando un gran namero de proteinas cliente criticas para la viabilidad celular y
contribuyendo a la proliferacion incontrolada. La sobre expresion de Hsp90 es
caracteristica de algunos canceres y es indicativo de un mal pronéstico. Esta sobre
expresion se considera como una respuesta al estrés del microambiente tumoral. El
mantenimiento de oncogenes por la estabilizacion de Hsp90 provoca que la
proliferacion de células cancerosas se vuelva independiente del control homeostatico y
que este sea protegido de procesos anti-oncogénicos celulares. Hsp90 también se ha
visto implicada en otras hallmarks del cancer como angiogénesis, invasion y
metastasis gracias a la diversidad de proteinas que tiene como clientes (Figura 5)
(Lacey & Lacey, 2021).

Se dice que las células cancerosas tienen una “adiccion” a la Hsp90, pues se ha
demostrado que su sobre expresion y regulacion positiva tiene efectos amortiguadores
para que las células cancerosas sobrevivan y proliferen. Esta chaperona se regula
positivamente en estrés; el microambiente tumoral somete a las células a mucho
estrés por el crecimiento constante del tumor, inestabilidad genética, mutaciones,

hipoxia, incluso a la exposicion de terapias citotoxicas (quimioterapia), dando como
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resultado la sobre expresion de Hsp90 dentro de las células cancerosas para
amortiguar las mutaciones resultantes de estas condiciones y estabilizar el
plegamiento y la funcion de proteinas. En estas células, mas del 90 % de Hsp90 se
encuentra unida a una proteina cliente debido al genoma del cancer altamente
inestable y la constante actividad amortiguadora requerida para preservar el fenotipo

maligno (Lacey & Lacey, 2021).

Angiogénesis Factores de crecimiento
sostenida (VEGF, independientes
VEGFR, HIF-1) (RAF, ERBB2)

Escape de la
apoptosis (AKT,
RIF, Survivin)

Resistencia a sefales
anti-crecimiento
(CDK4)

Invasién a Potencial
tejidos y metéstasis replicativo ilimitado
(MET, MMP-2) (hTERT)

Figura 5. Contribucion de la Hsp90 en los procesos evolutivos del cancer. Tomada y
modificada de Vallespi, 2008. VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular. VEGFR:
Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular. HIF-1: Factor inducible por hipoxia 1.
RAF: Rapidly Accelerated Fibrosarcoma. ERBB2: Gen del receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano 2. CDK4: Cinasa dependiente de ciclina 4. hTERT: Telomerasa
transcriptasa inversa humana. MET: Transicidn epitelio mesénquima. MMP-2: Metaloproteasa
de matriz 2. RIP: Proteina inactivadora de ribosomas.

3.5.1. Hsp90 como terapia blanco en cancer

Comprender los diversos roles de Hsp90 puede ofrecer un blanco terapéutico
novedoso y efectivo en el tratamiento del cancer. Se han probado varios inhibidores de
Hsp90 como tratamiento en cancer con un éxito limitado debido a un efecto
compensatorio de sobre expresion de otras HSP’s como Hsp70 y Hsp27, sin embargo,
las terapias combinadas han tenido méas éxito en desencadenar la degradacion de
proteinas oncogénicas (Lacey & Lacey, 2021).

Como se ha descrito, HIF1a y AKT son proteinas cliente de Hsp90, por lo que la
inhibiciébn de esta chaperona parece ser prometedora para regular negativamente la

via PIBK/AKT/mTOR. Diversos estudios se han dedicado a analizar el comportamiento
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que tienen algunas proteinas en esta via tras la inhibicion de Hsp90. Un estudio
reciente encontré que la geldanamicina y tanespimicina (17-AAG), ambos inhibidores
de Hsp90, pueden interrumpir la asociaciéon de esta con HIF1a, promoviendo la
ubiquitinacion y degradacion de HIF1a mediada por proteasoma de manera
independiente de oxigeno y de VHL en lineas celulares de CR que carecen de VHL
funcional (Isaacs et al., 2002).

La geldanamicina (GA) es un antibiético con propiedades antitumorales que se une al
extremo amino terminal de Hsp90, sitio donde se lleva a cabo la actividad ATPasa. La
disociacién de Hsp90 con sus proteinas cliente mediada por GA, da como resultado la
degradacion proteasomal de estas. Como ya se ha mencionado, HIF1a tiene un papel
crucial en la progresion tumoral y se ha visto sobre expresado en una gran variedad de
canceres. Los tumores como los de CRcc donde VHL se encuentra inactivado, se
caracterizan por estar muy vascularizados y producir un exceso de factores
angiogénicos como VEGF, una de las citocinas angiogénicas mas potentes y que esta
regulada transcripcionalmente en gran medida por HIF1a, lo que sugiere que la
capacidad de regular a la baja su expresion con el uso de inhibidores de Hsp90,
tendria un efecto positivo en el control del cancer (Isaacs et al., 2002).

La GA tiene efectos toxicos en higado con elevaciones de transaminasas como efecto
predominante. Por esta razén se han desarrollado analogos de GA menos téxicos,
como el 17-(alilamino)-17-demetoxigeldanamicina mejor conocido como 17-AAG. Esta

molécula se encuentra actualmente en diversos estudios clinicos (Isaacs et al., 2002).

3.5.2. Hsp90 como biomarcador en cancer

La deteccion de Hsp90 en muestras biolégicas, como tejidos tumorales o fluidos
corporales, puede proporcionar informacién util en el diagnéstico del cancer. Se ha
observado en varios estudios una correlacion entre la sobre expresion de esta
chaperona y la presencia de tumores malignos en varios tipos de cancer, como cancer
de mama, pulmon, colorrectal y prostata. Su deteccion puede realizarse mediante
técnicas inmunohistoquimicas, analisis de expresion génica o0 técnicas de
inmunoprecipitacion (Lacey & Lacey, 2021).

La expresion de Hsp90 también se ha asociado con el prondstico de algunos tipos de
cancer: niveles elevados parecen estar relacionados con un peor prongstico y menor
supervivencia en pacientes con cancer de mama, pulmén y otros. Ademas, la
respuesta al tratamiento puede variar dependiendo de los niveles de Hsp90, lo que
sugiere que podria ser un marcador predictivo de respuesta a terapia (Guerrero-Rojas

& Guerrero-Fonsecaz, 2019).
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La deteccién de Hsp90 en biopsias liquidas es una forma novedosa y no invasiva que
permite dar un mejor seguimiento al paciente oncolégico. Aunque los estudios en este
campo apenas son exploratorios, se tienen hallazgos que confirman que su uso puede
ser parte de la préactica clinica en el futuro. Como ejemplo, se ha demostrado la
presencia de Hsp90 circulante y su actividad en la progresion tumoral en cancer de
préstata resistente a la castracion y también que esta liberacion de Hsp90 de las
células parece estar relacionada con el fenotipo secretor asociado a la resistencia a la
castracion, por lo que su monitoreo permitird dar una terapia blanco mas adecuada y
un control que permita identificar metastasis tempranas (Lacey & Lacey, 2021).

Dado que Hsp90 juega un papel critico en la estabilidad de proteinas clave en el
cancer, su nivel de expresion puede utilizarse para evaluar la eficacia de la terapia
dirigida contra esas proteinas. La disminucion de los niveles de Hsp90 después del
tratamiento pueden indicar una respuesta terapéutica positiva, mientras que los niveles
elevados pueden sugerir resistencia a la terapia (Lacey & Lacey, 2021).

Hsp90 ha surgido como un biomarcador prometedor en el campo del cancer. Su
deteccién y analisis pueden proporcionar informacion relevante para el diagndstico,
prondstico, monitoreo de la enfermedad, asi como para la eleccion de terapias blanco.
Sin embargo, es importante destacar que la investigacion en este campo continua y se

requieren mas estudios clinicos para validar su utilidad (Lacey & Lacey, 2021).

3.5.3. Participacion en vias de sefalizacion y regulacion de oncogenes y

supresores de tumor importantes en CRcc

Una de las proteinas cliente importantes de Hsp90 es AKT, una serina/treonina cinasa
activada por PI3K y que activa a mTOR. La via AKT/mTOR desempefia diversas
funciones en el proceso oncogénico normal, conduciendo a la proliferacién,
supervivencia y diferenciacion celular (Beck et al., 2014).

AKT esta asociada en un complejo con Hsp90 y Cdc37. AKT en este complejo es
activa y estimulable por factores de crecimiento extracelulares. Se requiere la
asociacion con Hsp90 funcional para la estabilidad de AKT, pero no para su actividad.
La inhibiciébn de Hsp90 no altera su asociacion con AKT, pero la desestabiliza. En
células tratadas con inhibidores de Hsp90, AKT se ubiquitina y se dirige a proteasoma
para su degradacién. Los inhibidores de Hsp90 regulan a la baja la via PISK/AKT en
parte al causar una disminucion en la expresion de la proteina AKT (Basso et al.,
2002).

Ademas, se sabe que HIF1a y HIF2a son proteinas cliente de Hsp90, asocidndose con
procesos angiogénicos y con el incremento en la radioresistencia en varios tipos de

neoplasias, como cancer pulmonar, mama y estbmago. En células A549 de cancer de
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pulmoén sometidas a radiacion, el mecanismo de la expresion de HIF1a implica la
sintesis de novo de HIF1a a través de la via PISBK/AKT/mTOR y su estabilizacion
mediante la interaccién con Hsp90, que se da exclusivamente en células resistentes a
la radiacion. Al emplear el inhibidor de Hsp90, 17AAG, se disminuye la expresién de
HIF1a y la interaccion entre estas dos proteinas, lo cual lleva a una disminucion en la
supervivencia celular y disminuciéon de la produccion de factores angiogénicos
(Guerrero-Rojas & Guerrero-Fonsecaz, 2019).

En células de cancer de pancreas humano HPAF-II y L3.6pl se analizaron cambios en
la activacién de las vias Erk/AKT/HIF1a relacionadas con Hsp90, y se mostré que al
inhibir a Hsp90 con 17-AAG disminuye la fosforilacion del receptor de crecimiento
similar a la insulina IGF-IR, lo cual conduce a la inhibiciéon de la actividad de HIF1a y
de STAT3/STATS5, disminuyendo VEGF (Guerrero-Rojas & Guerrero-Fonsecaz, 2019).
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4. Antecedentes generales

El estudio de las HSP como biomarcadores es reciente, pero en general su sobre
expresion se ha asociado con un mal prondéstico en una amplia gama de neoplasias
como el céancer de estobmago, pulmén, higado, endometrio, ovario, mama,
osteosarcoma, prostata y vejiga. Aunque los niveles de HSP no proporcionan
informacién a nivel diagnéstico pueden ser Utiles para establecer el grado de
agresividad y el estado del proceso oncogénico. Varias HSPs han sido implicadas en
el pronéstico de tumores especificos, como la Hsp27, cuya sobre expresion se asocia
con un mal pronéstico en cancer de mama, estobmago y de higado (Guerrero-Rojas &
Guerrero-Fonsecaz, 2019).

La Hsp70 y Hsp90 también se correlacionan con un mal prondstico en cancer de
mama, endometrio, colorrectal, cuello uterino y leucemias. Se ha reportado que la
secrecion de Hsp90 en células de cancer de colon HCT-8 y su asociaciobn con un
incremento en el proceso invasivo ante la deprivacion de suero. Mediante ensayos de
ligacion por proximidad se demostré la union de Hsp90 con proteinas como Neu
(también conocida como HER2) y CD91a. Estos complejos inducen vias de
sefializacion de Erk, PI3K/Akt, NFkB y p65, que terminan provocando la expresion de
una integrina que se ha asociado con un aumento de la invasividad tumoral tanto en
ensayos in vitro como in vivo (Guerrero-Rojas & Guerrero-Fonsecaz, 2019).

Aunque se sabe que la implicacibn de cada isoforma de Hsp90 en el proceso
oncogénico es diferente, los estudios diferenciales entre isoformas Hsp90a y Hsp90f3
son limitados. Se ha probado que el knockdown de Hsp90a resulta en la degradacién
de proteinas cliente oncogénicas, sugiriendo que la administracion de un inhibidor
selectivo de Hsp90a puede exhibir una actividad anticancerigena contra aquellos
canceres dependientes de Hsp90a. De manera adicional, Hsp90a también es
secretada al espacio extracelular, lo cual promueve la cicatrizacion de heridas,
adhesion celular e inflamaciéon. De hecho, los canceres altamente invasivos secretan
niveles significativos de Hsp90a para activar la metaloproteasa de matriz 2 (MMP-2)
para inducir la expresion de MMP-3, que promueve la invasién tumoral. La Hsp90a
extracelular también contribuye a un microambiente inflamatorio que favorece la

progresion del cancer de préstata (Mishra et al., 2021).
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5. Antecedentes directos

En estudios preliminares del laboratorio de carcinogénesis del INCan, en donde se
analizé la expresién de las proteinas Hsp90a y Hsp90B en muestras de tejido renal de
pacientes diagnosticados con CRcc, se encontré que los niveles de expresion
de la proteina Hsp90a identifica a un subgrupo de pacientes con menor
sobrevida, teniendo una asociacién directa en el perfil de expresion y activacion
de la via de proliferacion celular Akt/mTOR/HIF-1a, mientras que la isoforma Hsp903
se asoci6 a un mayor tamafio del tumor (Romero Mandujano. En proceso de
publicacién).

Se analizé la participacion de las isoformas durante el efecto pro apoptético del
inhibidor 17-DMAG en la linea celular 786-O de células de CR con genotipo VHL-/-,
PTEN-/-. Se observé que la inhibicién de Hsp90 en células con este genotipo mejora el
efecto pro apoptético del 17-DMAG. Debido a la pérdida de funcién de PTEN, hay una
sobre expresion de AKT que conduce a la induccion de HIF-1a, el cual tampoco puede
ser degradado por pVHL, provocando su translocacién nuclear y la transcripcion de
genes que favorecen la progresién tumoral. Hsp90 desempefia su funcion como
chaperona mediante la regulacion de la actividad de HIF-1a en normoxia, por lo que es
de esperarse que su inhibicién regule a la baja la via de PI3K/AKT vy el efecto pro
apoptotico sea mayor (Cérdoba Njera, 2016).

También se evaludé la inhibicibn de Hsp90a y Hsp90B y esta fue diferencial y
dependiente de la concentraciéon de 17-DMAG, esto debido a que mientras que
Hsp90p previene la fosforilacion de AKT, Hsp90a. permite su activacion, por lo que una
disminucion selectiva de la isoforma Hsp90a podria favorecer la sensibilidad de la
célula ante el tratamiento con 17-DMAG, potenciando su efecto pro apoptético. La
ausencia de PTEN también parece tener utilidad como marcador prondéstico ante el
tratamiento con un inhibidor de Hsp90 (Cérdoba Najera, 2016).

Posteriormente, se encontré que hay una correlaciéon positiva y significativa entre la
disminucion de mRNA del gen HSP90AA1 y las variables clinicas de metastasis al
momento del diagndstico y progresion. En cuanto al mRNA del gen HSP90ABL1, no
hubo asociacion con ninguna variable clinica: en la isoforma constitutiva no se esperan
cambios en la expresion (Calvo Hernandez, 2018).

Se asocié un aumento en la expresion de Hsp90a con la progresion; considerando que
la elevacion en la sintesis proteica puede estar dada por un aumento en la traduccion
del mMRNA y de acuerdo con la asociaciéon de la disminucion de mRNA de HSP90AA1
con la metéstasis y progresion, se propuso que esta relacion inversa se debe a la

respuesta adaptativa al estrés. Durante esta respuesta, los niveles de mensajero
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aumentan en el tejido adyacente pues si bien no es considerado tumoral, tampoco
tiene las condiciones fisiol6gicas del tejido normal. Una vez que se lleva a cabo esta
adaptacion, los niveles de mRNA acumulados durante esta etapa deben ser traducidos
para que Hsp90 cumpla con su funcion y favorezca la progresién del cancer (Calvo
Hernandez, 2018).

En otro estudio, se analiz6 en conjunto el mMRNA de las isoformas de Hsp90 y la
expresion a nivel de proteina y se encontrdé una asociacion significativa entre la sobre
expresion de HSP90OAAL1 con metastasis, grado Fuhrman 3 y 4 y peor sobrevida
evaluada a 24 meses. Este analisis se realiz6 comparando la relacion [HSP90AALTC /
HSP90AB1TC] / [HSP90AALTN / HSP90ABL1TN] con cada una de las variables
clinicas mencionadas (Mancio Cardenas, 2021).

Por la evidencia antes mencionada encontrada por nuestro grupo de investigacion es
que resulta de interés estudiar en conjunto los perfiles de expresion de las isoformas
de Hsp90 con supresores de tumor importantes en el desarrollo de CRcc como VHL y
PTEN y buscar si existe una asociacion con las caracteristicas clinicas e
histopatol6gicas de los pacientes.

6. Planteamiento del problema

En ausencia de supresores de tumor como VHL y PTEN, se sobre activa la via
PI3K/AKT/mTOR, aumentando la expresion de proteinas caracteristicas del CRcc
como HIFa y AKT, ambas clientes de Hsp90. A pesar de que se conoce esta relacion
entre isoformas de Hsp90 y supresores de tumor de esta via, no se han estudiado en
conjunto. La obtencion de los niveles de expresion de Hsp90a, Hsp90B, VHL y PTEN y
su relacién con las variables clinicas e histopatolégicas de los pacientes de CRcc,
permitira el establecimiento de patrones de expresion y su asociacion con la
progresion de la enfermedad, ayudando a que el seguimiento y tratamiento de los

pacientes sea mas adecuado.

7. Pregunta de investigacion

¢ Cudl sera la implicacion clinica de los patrones de expresién de las proteinas
Hsp90a, Hsp90RB, VHL y PTEN en los pacientes de CRcc?
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8. Hipotesis
La ausencia o disminucion de la expresién de los supresores de tumor VHL y PTEN en
conjunto con el aumento de la expresion de la isoforma inducible, Hsp90a, se asociara
con las variables clinicas de peor prondstico: progresion, metastasis, menor sobrevida,
grado Fuhrman 3 y 4, asi como un mayor tamafio tumoral. Mientras que la expresién
de la isoforma constitutiva, Hsp90@3, se espera constante independientemente de las

variables clinicas ya mencionadas.

9. Objetivos

9.1. Objetivo general
Determinar la asociacion entre la expresion de las proteinas Hsp90a y Hsp90pB vy los
supresores de tumor VHL y PTEN y su relevancia clinica en los pacientes de

carcinoma renal de células claras (CRcc).

9.2. Objetivos particulares

- Establecer una cohorte retrospectiva de pacientes diagnosticados con
carcinoma renal de células claras, tomando en cuenta las caracteristicas
clinicas e histopatoldgicas.

- Determinar los niveles de expresion de las isoformas Hsp90a y Hsp90B en
tejido tumoral de pacientes de CRcc.

- Determinar la asociacion entre los niveles de expresion de las isoformas
Hsp90a y Hsp90B con las caracteristicas clinicas e histopatolégicas de los
pacientes con CRcc.

- Determinar los niveles de expresion de las proteinas supresoras de tumor VHL
y PTEN en tejido tumoral de pacientes de CRcc.

- Determinar la asociacion entre los niveles de expresion de las proteinas
supresoras de tumor VHL y PTEN con las caracteristicas clinicas e

histopatol6gicas de los pacientes con CRcc.
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10. Metodologia

Establecimiento de la cohorte

Este estudio se llevo a cabo a través de un protocolo clinico aprobado por el comité de
ética e investigacion del Instituto Nacional de Cancerologia (Clave: INCAN/CI/322/16 e
INCAN/CEI/388/16). Las muestras fueron recolectadas en el periodo 2012-2018 de
pacientes diagnosticados con CR y que fueron tratados con nefrectomia. La cohorte
esta conformada por 152 pacientes, de los cuales, se excluyeron a aquellos que
padecian un subtipo histoldgico diferente al de células claras, dejando disponibles para
el estudio solo a 94 pacientes. Las variables clinicas que se consideraron para este

estudio fueron metéstasis, progresion, tamafio tumoral, grado Fuhrman y sobrevida.

Procesamiento de muestras

Inmediato a la nefrectomia, la pieza quirdrgica fue analizada por el departamento de
patologia del INCan para confirmar el diagnéstico de CRcc. Se proporciond al
laboratorio de carcinogénesis tanto tejido tumoral (TC) como tejido adyacente al tumor
(TN), sin embargo, en este estudio solo se considerd TC. En un tiempo no mayor a 30
min y siguiendo un Procedimiento Operativo Estandarizado (POE) registrado en el
Protocolo Clinico, los tejidos fueron seleccionados, lavados con PBS a 4°C y

criopreservados en nitrégeno liquido a -80°C hasta su procesamiento.

Extraccion y cuantificacion de proteinas totales

La extraccion requiere de la completa disrupcién del tejido en un buffer que garantice
la conservacién de las proteinas presentes en el tejido. Para este trabajo, se utilizo el
homogeneizador de tejido TissueRuptor Il (QIAGEN) a 30,000 rpm durante 30 s con
400 pL de Buffer RIPA 1X (ThermoFisher Scientific, #Cat 89900) con inhibidor de
proteasas y fosfatasas 1X. El homogeneizado se conservd en agitacion constante
durante 2 h a 4°C. Posteriormente, se centrifugd a 4°C a 13,000 rpm por 20 min.
Finalmente, se recuper6 el sobrenadante y se transfiri6 a un tubo nuevo etiquetado
para su almacenamiento a - 20°C. Para la cuantificacion de proteinas, se utiliz6 el
método espectrofotométrico de Lowry, realizando una curva de calibracion de

albdmina para cada ensayo.

Inmunodeteccién de proteinas por Western Blot.

Para comprobar que los extractos cuantificados se encontraran integros, se
prepararon las muestras con 20 yg de cada extracto y se realizo la electroforesis en

gel SDS-PAGE al 10 % que posteriormente fue tefiido con azul de Coomassie.
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El primer Western Blot se realiz6 con muestras de pacientes con caracteristicas
clinicas diferentes entre si para identificar posibles patrones de expresion asociados a
una variable clinica. Gracias a esto fue posible identificar 3 grupos de pacientes: el
Grupo 1 conformado por pacientes que no habian presentado metastasis al momento
del diagnéstico ni progresaron (evaluado <18 meses post nefrectomia; n = 54); el
Grupo 2 conformado por pacientes que no presentaron metastasis al momento del
diagnéstico pero que progresaron antes de los 18 meses post nefrectomia (n = 9); y el
Grupo 3 conformado por pacientes que tuvieron metastasis al momento del
diagnéstico y por lo tanto también progresaron (n = 31). Los siguientes ensayos de
Western Blot fueron realizados cargando segun los grupos establecidos.

Se prepararon geles de acrilamida al 10% y las muestras con PBS y buffer de Laemli
2X. Se cargaron 40 ug de cada extracto. La electroforesis se realizé 30 min a 60V y
150 min a 120 V. La transferencia fue semiseca y se realiz6 por 3 h a 18 V. Se utilizé
una membrana de fluoruro de polivinilideno o PVDF (Millipore, #Cat IPVH00010).

El bloqueo posterior a la transferencia se realizé por 1 h a temperatura ambiente y en
agitacion constante utilizando solucion de bloqueo al 5 % (BioRad, #Cat 1706404).
Posterior al bloqueo, la membrana se cort6 en 3 fragmentos diferentes de acuerdo con

el marcador de peso molecular empleado:

yyyyy kDa
‘ :?Zg Fragmento para Hsp90a (86 kDa) y
| ~130 Hsp90p (84 kDa)
~95
_________ 66— = = = = =
~52 }
. \ Fragmento para PTEN (55 kDa) y
| ~30 GAPDH (38 kDa)
~16
65 ;
Fragmento para VHL (24kDa)
(e J
Tris-Glycine

4~20%

Figura 6. Marcador de peso molecular empleado: BLUItra Prestained Protein Ladder, #Cat.
ABIN2868518.

Se realizaron dos lavados de 8 min cada uno con TBS-T 1X. Posteriormente, se
incubd el anticuerpo primario toda la noche a 4°C con agitacién constante. Primero se
incubaron los anticuerpos Hsp90a, GAPDH y VHL (Tabla 8) y posterior a su revelado
en placas, se les sometié a stripping para obtener la inmunoexpresion de Hsp90B y

PTEN (Tabla 8). Este procedimiento consiste en hacer 2 lavados de 30 min para las
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proteinas housekeeping (GAPDH) y 1 lavado de 30 min a temperatura ambiente para
el resto de las proteinas, con buffer TRIS-HCI 50 mM pH 2. Se lavan las membranas
dos veces por 5 min en cada lavado con TBS-T 1X y se bloquean por 10 min a
temperatura ambiente. Se repitieron los dos lavados con TBS-T 1X y se continué con
el protocolo, dejando incubar el anticuerpo primario toda la noche.

Tabla 8. Anticuerpos utilizados.

Anticuerpo Marca #Cat. Dilucion Hecho en
Hsp90a Santa Cruz sc-515081 1:1000 Raton
Anticuerpos Hsp90pB Sigma Aldrich SAB4300541 1:1000 Congjo
_ ) GAPDH Santa Cruz Sc47724 1:2500 Ratén
Primarios PTEN BD 559600 1:500 Raton
Pharmingen
VHL BD BDB564183 1:200 Raton
Bioscience
Anticuerpos  Goat anti-Rabbit Millipore AP132P 1:10000 Cabra
Secundarios Rabbit anti- Millipore AP160P 1:10000 Conejo
Mouse

Posterior a la incubacién del anticuerpo primario, (tanto en primer ensayo como
posterior a stripping), se realizaron 5 lavados de 8 min cada uno con TBS-T 1X. Se
incubaron las membranas con el anticuerpo secundario por 1 h 30 min a temperatura
ambiente y en agitacion constante. Se repiti6 el proceso de lavado de membranas.
Para la reaccion de quimioluminiscencia se utiliz6 el kit SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific #Cat. 34580) y se obtuvieron
los niveles de inmunodeteccién por autoradiografia. Las placas se escanearon con un

densitémetro para su andlisis (Figura 7).

Andlisis densitométrico y andlisis estadistico

Se obtuvo la densitometria de cada proteina en el programa ImageJ de todos los
pacientes de nuestra cohorte incluyendo una proteina housekeeping (GAPDH). Este
programa calcula la densidad de pixeles de cada una de las bandas obtenidas en el
Western Blot, considerando el fondo de la placa también. Se obtuvo el promedio de las
densidades de pixeles obtenidas para cada uno de los triplicados de cada proteina
para cada muestra y se calcul6 la densidad 6ptica (D.O.) dividiendo el promedio de
densidad de pixeles de cada proteina problema entre el promedio de la densidad de
pixeles de GAPDH. Para la obtencion de las relaciones con las variables clinicas se

utilizd este valor normalizado con GAPDH.
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El analisis estadistico se realizd con el programa GraphPad. Se realiz6 una prueba de
normalidad y los datos resultaron no tener una distribucién normal, por lo que las
pruebas estadisticas utilizadas fueron alternativas no paramétricas de ANOVA y t de

Student; Kruskal-Wallis y Mann-Whitney respectivamente.
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11. Resultados

Se incluyé un total de 94 pacientes y de manera adicional, a 2 pacientes
diagnosticados con Sindrome de VHL con el objetivo de observar si el patron de
expresion para VHL era diferente. La cohorte considerada para este estudio mostrd
que hay una mayor incidencia de CRcc en hombres en comparacion con las mujeres
(relacién 1.5 : 1). La edad promedio de los pacientes fue de 54 afios. El 32 % de los
pacientes presentaron metastasis al momento del diagnéstico. Estos datos
concuerdan con lo reportado por el Globocan.

Tabla 9. Caracteristicas clinicas e histopatolégicas de los pacientes de CRcc incluidos

en la cohorte.

Variable clinica Numero de %
pacientes (n = 94)
Edad < 54 afios 50 53.2
54 +18.75 > 54 afos 44 46.8
Sexo Masculino 56 59.6
Femenino 38 40.4
Metastasis MO 63 67
M1 31 33
Grado Fuhrman ly2 23 24.5
3y4 69 73.4
No se reportd 2 2.1
Progresion (<18 meses PO 54 57.4
post nefrectomia) P1 40 42.6
1y2 48 51
Tamafio tumoral 3y4 41 43.6
No se reportd 5 5.4
> 24 meses 59 62.7
Sobrevida < 24 meses 35 37.3
2 60 meses 40 42.5
< 60 meses 54 57.5

MO: Sin metastasis, M1: Metastasis, P0O: Sin progresion, P1: Progresion.

Expresion de Hsp90a y Hsp90p de pacientes de CRcc

Se hizo un primer ensayo de Western Blot con muestras de pacientes con
caracteristicas clinicas diferentes entre si para identificar posibles patrones de
expresion tanto de Hsp90a como de Hsp90B asociados a una variable clinica (Figura
8ay 8b; Figura 9ay 9b).
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Figura 8: a) Primer ensayo de Western Blot de Hsp90a, se incluyen pacientes con diferentes
caracteristicas clinicas. Los dos Ultimos pacientes, 49TC y 141TC, pertenecen a los Unicos dos
pacientes reportados con sindrome de VHL. b) Se muestran las D.O. para Hsp90a de cada una de
las 94 muestras obtenidas ordenadas de manera ascendente. TC: Tejido tumoral.
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Figura 9: a) Primer ensayo de Western Blot de Hsp9083. Se incluyen pacientes con diferentes
caracteristicas clinicas. Los dos ultimos pacientes, 49TC y 141TC pertenecen a los Unicos
pacientes reportados con sindrome de VHL. b) Expresion de Hsp90fB de todos los pacientes
incluidos en la cohorte, organizados de menor a mayor densidad 6ptica. TC: Tejido tumoral.
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El patrén de bandeo en el caso de Hsp90 parece ser constante en la mayoria de las
muestras, a diferencia de la isoforma Hsp90a en donde hay pacientes, como el 21, 24,
35 y 55, donde es practicamente nula su expresion. De manera interesante, estas
muestras corresponden a pacientes con mejor prondstico (sin metastasis al momento
del diagnéstico ni progresion evaluada en <18 meses post nefrectomia). Las muestras
que expresaban Hsp90a, independientemente de la intensidad de la banda, con

excepciéon de 20TC, 26TC y 150TC, compartian metastasis o progresion.

Expresion de las proteinas supresoras de tumor PTEN y VHL de pacientes de
CRcc

En el primer ensayo de Western Blot realizado, también se incluyeron las proteinas
supresoras de tumor con los mismos pacientes empleados para la obtencién del perfil
de expresion de las isoformas de Hsp90 (Figura 10ay 10b; Figura 11lay 11b).
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Figura 10: a) Primer ensayo de Western Blot de PTEN. Se incluyen pacientes con diferentes
caracteristicas clinicas. Los dos ultimos pacientes, 49TC y 141TC pertenecen a los Unicos
pacientes reportados con sindrome de VHL. b) Expresion de PTEN de todos los pacientes
incluidos en la cohorte, organizados de menor a mayor densidad dptica. TC: Tejido tumoral.
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En el caso de las proteinas supresoras de tumor, los patrones de VHL no permitieron
la identificacion de grupos de pacientes, pero los de PTEN si. Se puede observar que
las bandas mas intensas de PTEN corresponden a las muestras de los pacientes
10TC, 20TC, 24TC, 26TC, 35TC, 55TC y 70TC. De estas, con excepcion de 10TC y
70TC, pertenecen a pacientes que tienen en comun la ausencia de metastasis al
momento del diagndstico y de progresion. Las muestras de los pacientes 21TC, 5TC,
28TC y 150TC presentan una intensidad de banda intermedia pero no parecen
compartir ninguna caracteristica clinica, solo 5TC y 28TC que son de pacientes que
presentaron progresion en menos de 18 meses, pero no presentaban metastasis al
momento del diagnéstico. Los pacientes 7TC y 54TC son los que tienen la banda de
PTEN mas tenue. Al revisar su expediente, resultaron ser pacientes con enfermedad
metastasica. Gracias al analisis en conjunto de los patrones de expresion tanto de
isoformas de Hsp90 como de proteinas supresoras de tumor, fue posible identificar 3
grupos de pacientes: el grupo 1 conformado por pacientes que no habian presentado
metastasis al momento del diagnéstico ni progresaron (evaluado <18 meses post
nefrectomia); el grupo 2 conformado por pacientes que no presentaron metastasis al
momento del diagndstico pero que progresaron antes de los 18 meses post
nefrectomia; y el grupo 3 conformado por pacientes que tuvieron metastasis al
momento del diagnéstico y por lo tanto también progresaron.

Las muestras 49TC y 141TC no se incluyeron para el andlisis, sin embargo, al ser los
Unicos pacientes diagnosticados con Sindrome de VHL de la cohorte, resulté de
interés obtener el perfil de expresién en especial de VHL. En el caso de la muestra
49TC parece no estar integra pues incluso no hay banda de GAPDH. En el caso de
141TC, a diferencia de la mayoria de los pacientes, parece no expresar Hsp90p, pero
si destaca la banda de PTEN y VHL donde pareciera que estos supresores de tumor

estan sobre expresados.

Andlisis de asociacion de los niveles de expresion de Hsp90a y Hsp90B con los
grupos de pacientes de CRcc establecidos

Con el objetivo de comprobar si los niveles de las isoformas de Hsp90 variaban entre
grupos, se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis (ANOVA para datos no paramétricos).
El grupo 1y 3 expresan de manera muy similar Hsp90a, mientras que en el grupo 2 se
observa un incremento de esta expresion. Este patron se conserva para la expresion
de Hsp90B a pesar de que los niveles proteicos de esta isoforma son mayores.
Aungque existen variaciones en la expresion entre grupos, no se encontré una

diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 12. Niveles proteicos de a) Hsp90a y b) Hsp90B comparados entre grupos de pacientes
de CRcc. Gpo. 1: Pacientes sin metastasis al momento del diagnéstico y sin progresion (<18
meses) post nefrectomia. Gpo. 2: Pacientes sin metastasis al momento del diagnéstico que
progresaron <18 meses post nefrectomia. Gpo. 3: Pacientes con metastasis al momento del
diagnéstico, todos los pacientes progresaron.

Anaélisis de asociaciéon entre la expresion de Hsp90a y Hsp90B y las variables
clinicas e histopatoldgicas de los pacientes de CRcc

Para determinar si habia otras variables clinicas que pudieran correlacionarse con los
niveles de las isoformas de Hsp90 mas alla de las analizadas por grupos de pacientes,
se realizaron pruebas de Mann-Whitney (t de Student para datos no paramétricos).
Para esta prueba estadistica se formaron dos grupos para cada variable clinica
analizada: 1) presencia / ausencia de metastasis al momento del diagndstico, 2) grado
Fuhrman 1y 2 / 3 y 4, 3) presencia / ausencia de progresion a los 18 meses
posteriores a la nefrectomia, 4) tamafio tumoral 1y 2 /3y 4, y 5) supervivencia (vivo /
fallecido) evaluado a 24 meses post nefrectomia. Los valores de D.O. de cada grupo
por variable se sometieron a la prueba de Mann-Whitney para saber si habia diferencia
entre los valores de un grupo y otro. Una diferencia estadisticamente significativa nos
hablaria de una correlacién entre la D.O. de la proteina con la variable clinica

analizada.
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Figura 13. Niveles proteicos de Hsp90a y Hsp90B y su asociacion a diferentes variables
clinicas. MO: Sin metastasis, M1: Metastasis, PO: Sin progresion, P1: Progresion.
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Los niveles de expresibn de ambas isoformas no presentaron una diferencia
estadisticamente significativa al presentar o no cada una de las variables clinicas

tomadas en cuenta.

Andlisis de asociacién de los niveles de expresion de los supresores de tumor
PTEN Yy VHL con los grupos de pacientes de CRcc establecidos

Se realiz6 la prueba de Kruskal-Wallis para la expresién de los supresores de tumor
evaluados entre grupos. Se encontrdé una diferencia estadisticamente significativa
entre la expresién de PTEN en los pacientes del grupo 1 comparados de manera
independiente con los grupos 2 y 3. Para el caso de VHL solo se obtuvo esa diferencia
entre los niveles de expresion del grupo 1 contra el grupo 2. La expresion de ambos
supresores de tumor es mayor en el grupo 1, estos niveles caen drasticamente en el

grupo 2, volviendo a aumentar en el grupo 3 pero no lo suficiente para alcanzar al

grupo 1.
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Figura 14. Niveles proteicos de a) PTEN y b) VHL comparados entre grupos de pacientes de
CRcc. Gpo. 1: Pacientes sin metastasis al momento del diagndstico y sin progresion (<18
meses) post nefrectomia. Gpo. 2: Pacientes sin metéstasis al momento del diagndstico que
progresaron <18 meses post nefrectomia. Gpo. 3: Pacientes con metastasis al momento del
diagnéstico, todos los pacientes progresaron.

Andlisis de asociacién entre la expresion de los supresores de tumor PTEN y
VHL y las variables clinicas e histopatoldgicas de los pacientes de CRcc

Se realizaron pruebas de Mann-Whitney para averiguar si existia alguna asociacién
entre los niveles proteicos de PTEN y VHL y las cinco variables clinicas que se

tomaron en cuenta también para el analisis de asociacion de isoformas.
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Progresién.
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Los niveles proteicos de PTEN fueron significativamente mayores en aquellos
pacientes con mejor prondstico en cuatro de las cinco variables clinicas analizadas, es
decir, en aquellos pacientes que no presentaron metastasis al momento del
diagnéstico, los que no progresaron, los que tuvieron un tamafio tumoral menor y los
que vivieron mas de 24 meses post nefrectomia. En el caso de los niveles de VHL,
solo fueron significativamente mayores en aquellos pacientes con mejor pronéstico en

la variable de sobrevida.

Andlisis de asociacion de larelacion isoforma de Hsp90 / supresor de tumor con

las variables clinicas e histopatolégicas de los pacientes de CRcc

Se obtuvieron los cocientes de las densidades Opticas de isoforma entre isoforma
(Hsp90a / Hsp90B y Hsp90B / Hsp90a) para averiguar si era posible asociarla a alguna
variable clinica como se ha reportado en la literatura, sin embargo, no se obtuvo
ninguna asociacion.

Con el objetivo de mejorar la sensibilidad de los niveles tanto de PTEN como VHL para
predecir un peor o mejor prondstico, se obtuvieron los cocientes isoforma entre
supresor de tumor, o bien, supresor de tumor entre supresor de tumor.

Solo los valores de los cocientes de Hsp90B / PTEN y PTEN / VHL tuvieron una
asociacion a la variable metastasis, sin embargo, no lograron mejorar el valor de p que

se tenia al solo evaluar los niveles proteicos de PTEN (Figura 16).
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Figura 16. Radios a) Hsp90B / PTEN y b) PTEN / VHL y su asociacion con metastasis.
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En el caso de la variable progresion, de manera similar a los cocientes obtenidos en
metastasis, no se logra mejorar el valor de p, con excepcion de Hsp90B / PTEN donde
el valor es <0.002 (Figura 17). Sin embargo, esto se debe a que los niveles de PTEN
por si mismos ya daban una diferencia muy significativa (<0.0001) entre los pacientes

que si presentaban progresion y los que no.

a) _ b)
ps (=)
: :
< o
© = * %
Z 4- w ol
3 E .
g 5 2 =54
o 2- % = N =54 e - s
n=40
o n =40 2 i 1
g &
?;,!,-0_ i §' 0- ** p<0.002
*p<0.05 T
L D & P G N S
o o
a
C) T
) ol
<
o %
-~ 4-
-
I i
-
T
g 2+ = n =54
() n =40
= i
o
o o *p<0.05
o LR
a

Figura 17. Radios a) Hsp90a / PTEN, b) Hsp90B / PTEN y ¢) PTEN / VHL y su asociacién con
progresion.
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Figura 18. Radio Hsp90B / VHL y su correlacion con el tiempo de supervivencia.

Ningun cociente se asocio a las variables tamafio tumoral y grado Fuhrman,
pero a sobrevida evaluada a 24 meses si (Figura 18). En este caso tampoco se
logra mejorar el valor p, por lo que podria concluirse que el uso de los niveles de
expresion de PTEN y VHL por si solos tienen un valor prondstico para el paciente.
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12. Discusién

En la tabla 9 se encuentran las caracteristicas clinicas de interés de los pacientes
considerados en este trabajo y se observa que el CRcc se conserva en una proporcion
1.5 : 1 entre hombres y mujeres. EIl primer ensayo de Western Blot incluyé muestras
de pacientes con diferentes caracteristicas clinicas y se realizé de esta manera con el
propdsito de identificar patrones de expresion que permitieran cargar el resto de las
muestras siguiendo un orden especifico y ver si ese patrén se conservaba entre
grupos y si se podia asociar a una variable clinica. También se incluyeron dos
muestras, 49TC y 141TC, pertenecientes a pacientes con CRcc familiar, es decir que
padecian sindrome de VHL, para ver si la expresion, en especial de VHL, era distintiva
de este sindrome.

Gracias al andlisis en conjunto de los patrones de expresion tanto de isoformas de
Hsp90 como de proteinas supresoras de tumor, fue posible identificar 3 grupos de
pacientes: el grupo 1 conformado por pacientes que no habian presentado metastasis
al momento del diagnéstico ni progresaron (evaluado <18 meses post nefrectomia); el
grupo 2 conformado por pacientes que no presentaron metastasis al momento del
diagnoéstico pero que progresaron antes de los 18 meses post nefrectomia; y el grupo
3 conformado por pacientes que tuvieron metéastasis al momento del diagnéstico y por
lo tanto también progresaron. Las muestras 49TC y 141TC no se incluyeron para el
analisis, pero se concluyé que la muestra 49TC no se encontraba integra, pues no
expresa mas que un poco de PTEN, pero no el resto de las proteinas incluyendo la
proteina GAPDH. En el caso de 141TC, a diferencia de la mayoria de los pacientes,
parece no expresar Hsp90B, pero si destaca la banda de PTEN y VHL donde
pareciera que estos supresores de tumor estan sobre expresados, sin embargo, es
importante recordar que el hecho de que estén sobre expresadas no significa que
estas proteinas sean funcionales y suelen estar mutadas muy frecuentemente en este
histotipo de CR.

De acuerdo con la identificacion de los tres grupos de pacientes ya descritos, se
cargaron el resto de las muestras y se realiz6 el andlisis estadistico correspondiente
para ver si habia diferencias entre grupos en la expresion de Hsp90a, Hsp90B, PTEN
y VHL.

En el caso de la expresion de las isoformas de Hsp90, al igual que lo reportado en la
literatura, se encontré que el perfil de expresiéon de Hsp90B se mantiene constante en
la mayoria de las muestras, mientras que el de Hsp90a parece ser muy variable, pero
bajo en comparacién con Hsp90p, esto se debe a que Hsp90a es la isoforma inducible
mientras que Hsp90B es constitutiva (Sreedhar et al., 2004). En el analisis estadistico,

no se encontraron diferencias significativas entre grupos, sin embargo, se identificd
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gue tanto el grupo 1 como el 3 expresaban niveles muy similares en ambas isoformas
(Figura 12). Este hallazgo es interesante debido a que el grupo 1 contiene a los
pacientes con mejor prondstico y sobrevida (solo 7 de los 54 pacientes en este grupo
fallecieron a los 24 meses 0 antes), mientras que el grupo 3 contiene a los pacientes
en estadio metastasico y con peor sobrevida (21 de los 31 pacientes de este grupo
fallecieron a los 24 meses o antes), por lo que pareceria que los niveles de expresion
de Hsp90a y Hsp90B no son diferenciales para estos grupos a pesar de tener
condiciones tan opuestas. Adicionalmente se encontré que la expresion de ambas
isoformas aumenta para el grupo 2, aunque no lo suficiente para establecer una
diferencia estadisticamente significativa. Niveles elevados de Hsp90 se han visto en
diferentes tipos de cancer y se ha establecido su relaciéon con peor prondstico y pobre
supervivencia, sin embargo, su estudio a lo largo de la evolucion del cancer es algo
que aun no se conoce (Lacey & Lacey, 2021).

Posteriormente, se analizaron los niveles de expresién de Hsp90a y Hsp90pB, pero esta
vez de acuerdo con la presencia o ausencia de una de las siguientes variables
clinicas: metastasis, grado Fuhrman, progresion evaluada a 18 meses, tamafio tumoral
y sobrevida evaluada a 24 meses. Al igual que en el analisis de grupos, no se encontrd
una diferencia significativa entre la presencia o ausencia de ninguna de las cinco
variables clinicas tomadas en cuenta, de hecho, los niveles de expresiébn son muy
similares, no hay alguno que destaque como en el andlisis de grupos (Figura 13).
Estudios realizados previamente en el laboratorio de carcinogénesis del INCan donde
se obtuvieron los niveles de mRNA y de proteina para ambas isoformas en CRcc,
mostraron que la sobre expresion de HSP90AA1 (MRNA de Hsp90a) se asociaba a
metastasis, grado Fuhrman 3 y 4 y peor sobrevida (<24 meses), demostrando que
podria ser un indicador de estadio avanzado o marcador de peor pronéstico (Mancio
Cérdenas, 2021). Sin embargo, también se encontré que los niveles de mRNA no se
correlacionaban con los niveles de proteina obtenidas por Western Blot debido
posiblemente a las modificaciones post transcripcionales que sufre el mensajero
(Mancio Céardenas, 2021), por lo que era de esperarse que los niveles proteicos de las
isoformas de Hsp90 no se relacionaran con alguna de las variables estudiadas.

En el caso del estudio de los niveles de expresion de las proteinas supresoras de
tumor entre grupos, se encontré una diferencia estadisticamente significativa en el
grupo 1 contra el grupo 2 (p<0.002) y el grupo 1 contra el grupo 3 (p<0.05) para PTEN
(Figura 14a) y entre la expresion del grupo 1 contra el grupo 2 (p<0.05) para VHL
(Figura 14b). La expresién de ambos supresores de tumor es mayor en el grupo 1,
estos niveles caen drasticamente en el grupo 2, volviendo a aumentar en el grupo 3

pero no lo suficiente para alcanzar al grupo 1.
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Al igual que con las isoformas de Hsp90, se buscé una asociacion entre la presencia o
ausencia de las cinco variables clinicas establecidas y los niveles de expresion de las
proteinas supresoras de tumor. En el caso de PTEN, todas las variables con
excepcién del grado Fuhrman mostraron una diferencia estadisticamente significativa
en los niveles de expresion. Los pacientes con metéstasis (Figura 15a), con tamafio
tumoral 3 y 4 (Figura 15d) y aquellos que tuvieron una sobrevida menor a 24 meses
(Figura 15e) presentaron niveles de PTEN significativamente mas bajos comparados
con aquellos pacientes libres de metastasis, tamafio tumoral 1 y 2 y sobrevida mayor a
24 meses (p<0.05). También los pacientes que no progresaron dentro de los primeros
18 meses post nefrectomia presentaron niveles de PTEN de casi el doble comparados
con los pacientes que si progresaron (p<0.002) (Figura 15c).

El estudio de los niveles proteicos de PTEN en CRcc es limitado pues la mayoria se
centran en las mutaciones que este gen pueda tener. Aun asi, hay evidencia que
respalda los resultados obtenidos en este estudio. Recientemente se obtuvieron los
niveles proteicos de PTEN mediante Western Blot a partir del tejido tumoral de cinco
nifios con CR y se compararon con los niveles proteicos de tumores benignos de rifion
en diez nifilos. Se encontré que los niveles de PTEN eran significativamente menores
en los casos de CR en comparacion con los tumores benignos (p<0.05) (Lu etal.,
2018). En otro estudio realizado donde se analizaron 67 muestras de pacientes de CR
mediante IHQ, se encontré que habia una correlacién estadisticamente significativa
entre la expresion baja de PTEN con un estadio mayor (Shin Lee et al., 2003).

La regulacién de PTEN parece ser un componente muy significativo en la progresion
del cancer pues se ha visto que la mayoria de los tumores de CRcc presentan una
baja expresion de esta proteina supresora de tumor (Shin Lee etal., 2003). PTEN
controla negativamente la cascada PI3K/AKT e influye en mdltiples procesos
biol6gicos como apoptosis, metabolismo, proliferacion y crecimiento celular en CR por
lo que su sobre expresion segun la literatura y los resultados encontrados en este
estudio, pareceria ser un marcador de mejor pronéstico o un indicador de estadio
temprano prometedor (Chen et al., 2018).

Es bien sabido que el eje VHL/HIF1a/VEGF esta involucrado en el desarrollo y
progresion del CRcc por lo que muchas investigaciones se han centrado en la
identificacion de mutaciones del gen VHL y su posible asociacion con la progresion del
cancer (Frew et al., 2008), mientras que el estudio de sus niveles de expresiébn como
proteina no han sido muy explorados, razén por la cual resultd de interés para este

trabajo.
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Se encontr6 que aquellos pacientes con una sobrevida superior a 24 meses
expresaban niveles mayores de VHL en comparacién con aquellos que habian
fallecido antes de ese periodo (p<0.05) (Figura 15j). En un estudio reciente se
compararon los niveles de mRNA y de proteina tanto de VHL como de otras proteinas
del eje a partir de tejido tumoral y normal de 36 pacientes de CRcc y se buscé una
asociacion entre los niveles de la proteina VHL con diversas variables clinico-
histopatologicas (sexo, edad, progresion, tamafio tumoral y sobrevida). Sin embargo,
no se encontrd ninguna incluso al comparar los niveles de expresion en tejido normal
contra tejido tumoral (Wierzbicki et al., 2019). Estos resultados podrian atribuirse a
gue, como los autores mencionan, el nimero de pacientes incluidos en su estudio es
limitado e invitan a ampliar su investigacion. Los resultados del presente estudio
demuestran que los niveles de VHL podrian ser utilizados como un marcador de
pronaostico, pero es necesario seguir investigando.

En el caso de las otras variables clinicas analizadas, aunque no se asociaron
significativamente con los niveles de VHL, se puede observar un patron donde los
pacientes con mejor prondstico (sin metastasis, grado Fuhrman y tamafio tumoral 1y 2
y sin progresion) presentan mayor expresion de VHL que aquellos pacientes con peor
pronostico (Figura 15f, 15g, 15h, 15i). En el mismo estudio realizado por Wierzbicki y
colaboradores, se observo que los niveles de mRNA fueron hasta 30% menores en el
tejido tumoral en comparaciéon con el tejido normal (p<0.05). Este decremento se
registrd en 20 de 36 pacientes analizados (56 %). Ademas, al comparar los niveles de
MRNA del grado Fuhrman 1 y 2 contra el 3 y 4, se encontré que, a pesar de no existir
una diferencia estadisticamente significativa, los pacientes con grado Fuhrman menor
expresaron mayores niveles de VHL. Un comportamiento similar se observé con el
tamafio tumoral. Estos resultados concuerdan con los resultados observados en este
trabajo con la diferencia de que el hallazgo fue encontrado en niveles de mRNA,
mientras que en este trabajo se utilizaron niveles de proteina.

Resultados previos obtenidos por el laboratorio de carcinogénesis del INCan,
demostraron que los niveles de mRNA del gen HSP90AA1L, correspondiente a la
isoforma Hsp90a, por si mismos no tienen relevancia a nivel clinico. Sin embargo, al
hacer el andlisis estadistico con la relacion HSP90AAL1 / HSP90AB1, se encontrd que
un valor mayor a 1, donde la expresion de HSP90AA1 es mayor que la de HSP90AB1,
se asocia de manera significativa (p<0.05) a metastasis, grado Fuhrman 3 y 4, asi
como progresion evaluada a 18 meses (Mancio Céardenas, 2021). Debido a esto, se
obtuvo la relacion de las densidades 6pticas de Hsp90a / Hsp90pB para averiguar si era
posible asociarla a alguna variable clinica, sin embargo, no se obtuvo ninguna

asociacion (Anexo 1). Es importante recordar gue este mismo estudio no encontré una
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correspondencia entre los niveles de mRNA con los de proteina, por lo que este
resultado esté totalmente justificado.

Con el objetivo de averiguar si era posible mejorar la sensibilidad de los niveles de las
proteinas supresoras de tumor PTEN y VHL para predecir el pronéstico de los
pacientes de CRcc, se obtuvo la relacién isoforma / supresor de tumor y supresor de
tumor / supresor de tumor. Solo los valores de los cocientes de Hsp90B / PTEN
(Figura 16a) y PTEN / VHL (Figura 16b) tuvieron una asociacion a la variable
metastasis (p<0.05), sin embargo, no lograron mejorar el valor de p que se tenia al
evaluar solo los niveles proteicos de PTEN.

En los cocientes obtenidos para la variable progresion tampoco se logra mejorar el
valor de p, con excepcion de Hsp90B / PTEN (Figura 17b) donde el valor es p<0.002,
sin embargo, esto se debe a que los niveles de PTEN por si mismos ya daban una
diferencia muy significativa (p<0.0001) entre los pacientes que presentaban progresion
y los que no.

Ningun cociente se asocid a las variables tamafio tumoral y grado Fuhrman, pero la
sobrevida evaluada a 24 meses si (Figura 18). De manera similar a los casos
anteriores, el valor de p no es mejorado con el uso de cocientes por lo que los niveles
de expresion tanto de PTEN como VHL por si solos pudiesen tener valor prondstico

para el paciente.

60



13. Conclusiones

En este estudio se analiz6 la implicacién clinica que los niveles de las isoformas de
Hsp90, Hsp90a y Hsp90B, y de las proteinas supresoras de tumor PTEN y VHL tienen
en los pacientes de CRcc. Los resultados mostraron que las isoformas de Hsp90 no
estaban correlacionadas con ninguna variable clinica de manera independiente. El
analisis dependiente, a través de la obtencion del cociente de la densidad dptica de
Hsp90a / Hsp90B tampoco se asocid a ninguna de las cinco variables clinicas tomadas
en cuenta para este estudio. Analisis previos realizados por nuestro grupo de
investigacion, encontraron que la abundancia de las isoformas de Hsp90 si se pueden
asociar a variables de peor pronostico, siempre y cuando se obtengan los niveles de
MRNA, mas no de proteina, pues la expresion de los genes HSP90AALl y HSP90AB1
no corresponden al nivel de expresion de Hsp90a y Hsp90p.

Por otra parte, los niveles de expresién de las proteinas supresores de tumor si
pudieron asociarse a variables clinicas. Se encontr6 que los niveles de expresion
bajos de PTEN estan asociados a variables que indicarian un estadio avanzado de la
enfermedad y peor prondstico como metastasis, progresion, mayor tamafio tumoral y
menor sobrevida. Estos valores de expresién bajos podrian ser de utilidad para
identificar a aquellos pacientes que requieren de un seguimiento mas estricto y poder
detectar de manera oportuna la progresion de la enfermedad y metastasis, si es que
aun no la tienen al momento del diagnéstico. Tras la deteccion y tratamiento
oportunos, se podrian disminuir los decesos a causa del CRcc en estadio avanzado.
En el caso de la proteina supresora de tumor VHL, se demostrd que a pesar de que la
mutacion de su gen precursor se reconoce cComo un evento oncogénico temprano en
CRcc, esta se sigue expresando en tejido tumoral, sin significar que la proteina sea
funcional. Se encontr6 que la caida de los niveles de VHL es caracteristica de aquellos
pacientes con una sobrevida menor o igual a 24 meses. Estos valores también podrian
identificar a un grupo de pacientes con un pronostico pobre y en conjunto con otras
pruebas de laboratorio, determinar el mejor tratamiento o seguimiento.

También se realiz6 un analisis dependiente donde se obtuvieron los cocientes
isoforma de Hsp90 / proteina supresora de tumor y proteina supresora de tumor /
proteina supresora de tumor y se buscO la asociacion entre estos cocientes y las
variables clinicas estudiadas, sin embargo, no se mejoré la sensibilidad de la prueba.
Tras estos hallazgos, se puede concluir que el uso de los niveles de expresion tanto
de PTEN como de VHL son suficientes y poseen un valor pronostico para los
pacientes de CRcc. Es necesario seguir explorando y averiguar si es posible que su
uso en la clinica sea una realidad de la que los pacientes de CRcc puedan

beneficiarse en el futuro.
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15. Anexos
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Anexo 1. Radio Hsp90a / Hsp90B y su correlacion con a) metastasis, b) grado Fuhrman, c)
progresion, d) tamafo tumoral y €) sobrevida.
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