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RESUMEN

El cancer de mama (CM) es una enfermedad clinica y molecularmente heterogénea que
causa la muerte de mas de 500.000 mujeres anualmente a nivel mundial. Las Proteinas
de Golpe de Calor (HSPs) son un conjunto de chaperonas moleculares que asisten en
el correcto plegado y control de calidad de multiples proteinas. En el cancer, algunas
HSPs han sido descriptas como facilitadoras de la tumorigénesis, por lo que han sido
propuestas como posibles objetivos terapéuticos en la enfermedad.

Hipotesis: Las HSPs presentan perfiles de expresion asociados a diferentes estados
biolégicos por lo que pueden ser utilizadas como marcadores prondsticos y/o dianas
moleculares para tratar la enfermedad.

Objetivo: Identificar el estado de expresion y metilacion de las HSPs en el CM para
generar marcadores pronodsticos y proponer micro ARNs (miRNAs) con la capacidad
de interferir la actividad de las HSPs de mayor relevancia clinica.

Métodos: Utilizamos diferentes bases de datos 6micas para describir los perfiles tran-
scriptémicos y metilomicos de las HSPs en CM. Se evaluaron los genes HSPs como
marcadores prondsticos y se utilizaron estrategias de aprendizaje estadistico para de-
tectar patrones de expresion de HSPs distintivos. Para perfeccionar la deteccion de
patrones transcriptomicos desarrollamos “Galgo”, un algoritmo de software libre para
detectar firmas génicas cohesivas y clinicamente significativas, con uso extensivo a
multiples tipos de cancer. A través del minado de bases de datos, buscamos miR-
NAs con la capacidad de interferir multiples HSPs simultdneamente. Finalmente, selec-
cionamos a hsa-miR-570, el cual fue evaluado mediante técnicas de biologia molecular
en dos lineas de CM de alta agresividad.

Resultado: Describimos diferentes patrones de expresion de HSPs con valor prondstico.
Desarrollamos un algoritmo capaz de automatizar la busqueda de firmas génicas, el
cual nos permitio refinar la firma génica de HSPs detectada inicialmente. Finalmente
describimos a hsa-miR-570 como una molécula promisoria para interferir la expresion

de las HSPs relacionadas a un peor prondstico en el CM.

Keywords: HSPs, Cdncer de Mama, Transcriptomica, Firmas génicas, miRNA.
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Diagrama de flujo del trabajo realizado a lo largo de la tesis. Si
bien todos los capitulos se encuentran interconectados, para facilitar la

lectura y la comprension del esquema se separaron los diferentes dia-

gramas en recuadros de acuerdo a las diferentes secciones del manuscrito 59

Control de calidad de clasificacion PAMS50 de las muestras de TCGA
I. Cada punto en los graficos representa una sola muestra. A) Anélisis
de componentes principales de los datos de entrenamiento (Bernard
et al., 2009) y prueba 'The Cancer Genome Atlas’ (TCGA). Se puede
observar que tanto los datos de entrenamiento como los de prueba TCGA
se distribuyen de forma similar. También es interesante observar la su-
perposicion entre las asignaciones de subtipos. B) Grado de correla-
ciones de las muestras con cada uno de los centroides para cada subtipo.
En cada grafico los muestras estdn dividas de acuerdo al subtipo asig-
nado. También se muestra indice estimado de proliferacion para cada
MUESIIa. . . . . . . e e e e e e e e e
Control de calidad de la clasificacion PAMS50 de las muestras de
TCGA II. Agrupacién jerarquica no supervisada de muestras de acuerdo
con la expresion del conjunto de genes PAMS0. Lo que se puede ob-
servar es que hay una alta coherencia entre el subtipo asignado a cada
muestra por el algoritmo PAMS0 y la composicién del grupo determi-

nada por la técnica de agrupamiento no supervisada. . . . . . . . . ...
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33

34

Consistencia de los resultados entre los métodos EdgeR y DESeq2.
A) Anilisis de correlacion entre el nivel de cambio (FC) estimado por
ambos métodos. La figura muestra una estrecha tendencia lineal entre
las estimaciones de los cambio segun EdgeR y DESeq2. Los genes esti-
mados con cambios significativos para ambos métodos estan represen-
tados en circulos amarillos, en verde y rojo son genes expresados difer-
encialmente de forma significativa de acuerdo a uno de los dos métodos
y en blanco, genes sin cambios significativos por ambas técnicas. B)
Andlisis de Bland-Altman que compara el FC estimado mediante ambos
métodos (eje x) y la diferencia entre ellos (eje y). Este grafico permite
la identificacion de diferencias sistemaéticas entre métodos y posibles
valores atipicos. Cada circulo representa un gen HSP y sus colores el
subtipo para el que se calcul6 el FC. La linea de puntos azul representa
la diferencia media entre ambas técnicas (0,02) y la linea de puntos azul

claro representa los limites superior (0,88) e inferior (- 0,84) del inter-

valo de confianza del 95% de las diferencias. . . . . . . . . . ... ...

Comparacion de la expresion de las HSPs en relacion al resto de
los genes en el CM. A) La expresion media de cada gen del total de
las muestras de céncer se calculd y se ordenaron en orden decreciente.
Los genes de HSPs se localizaron con una X roja. Se puede observar
que seis genes HSPs estan por encima de la linea naranja de los 100

genes mds expresados en CM. B) Los graficos muestran la distribucion

de expresion de ARN de los genes HSPs en la cohorte. . . . . . . . ..

X1V



3.5

3.6

3.7

3.8

Expresion diferencial de genes en CM. Analisis de expresion difer-
encial de genes realizado mediante el método EdgeR. En el eje x se
representa el nivel de cambio de la expresion en logaritmo con base 2
(Loge F'C') entre el tejido tumoral y el tejido normal, mientras que en el
eje y se muestra el —log;0 de FDR (los valores mds altos implican FDR
mds pequefio, por lo tanto mayor significancia estadistica). Los genes
HSPs con Log, FC' > 1y FDR < 0,05 se indican como circulos rojos.
Los simbolos verdes en la parte superior de los gréificos indican genes

con FDR muy pequefio (FFDR < 5e — 324). Los genes con Logs F'C’

significativos que no son HSPs estdn coloreados azul claro. . . . . . . .

HSPs desreguladas especificas de subtipo. Diagramas de Venn que
resumen la expresion diferencial de HSPs de forma especifica o com-
partida en los diferentes subtipos intrinsecos de CM. Solo se muestran
las HSPs que mostraron un Log, FC' > 1y valores FDR < 0,05
por el método EdgeR y concordante con el método DESeq2. El grupo

‘'normal-like se descart6 por el bajo nimero de casos. A) Genes HSPs

regulados negativamente. B) Genes HSPs regulados positivamente . . .

Cambio de expresion de las HSPs de acuerdo a sus subfamilias y
al subtipo molecular de CM. En la figura, el didmetro de los circulos
muestra el Log, F'C' de las HSPs evaluado por el método EdgeR. Los
circulos en verde muestran genes regulados negativamente y los rojos
representan genes regulados positivamente. La opacidad del circulo esté
relacionada con los valores de FDR, los circulos con F’' DR > 0.05 son
transparentes y, por lo tanto, no se muestran. La figura hace énfasis en la

magnitud de los cambios de expresion de las HSPs independientemente

de cualquier umbral de cambio considerado . . . . . . ... ... ..

Tendencias de cambios en la expresion génica de las diferentes sub-
familias de HSP en los subtipos moleculares de CM. Los diagramas
de caja representa los rangos de cambio (Logs F'C') de la subfamilias de

HSPs mediante el método EdgeR en los diferentes subtipos moleculares

decancerdemama. . . . . . . . . . ...
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39

3.10

Expresion diferencial de genes HSPs entre los diferentes subtipos
tumorales de CM. Se hizo una comparacion de la expresion de las
HSPs entre los diferentes subtipos PAMS50 mediante un andlisis EdgeR-
ANOVA. Los genes HSPs se encuentran agrupados de acuerdo a sus
familias correspondientes. Las lineas azules verticales representan la
linea de base (subtipo de referencia), mientras que los puntos azul claro
muestran el cambio en la expresion de acuerdo al subtipo de com-

paracion. Los puntos rojos representan genes con cambios absolutos

de Logo FC > 2. . . . . e e

Metilacion diferencial de regiones asociada a genes HSPs entre los
diferentes subtipos tumorales de CM. El grifico de radar muestra las
regiones CpG (Denominadas ’bumps’ e identificadas numéricamente
entre paréntesis) de las HSPs con variaciones significativas de meti-
lacién en relacion con el tejido normal (valor padj < 0, 05) identificadas
mediante el método bumphunting. La linea verde punteada representa
el nivel de metilacién de referencia del tejido mamario normal. Los
picos hacia afuera representan cambios de metilacién positivos (mayor

metilacidén) en comparacién con la misma region del tejido normal. Los

picos hacia adentro representan desmetilacion de la region estudiada. . .

Xvi
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3.11

3.12

Estado de metilacion de los genes HSPB2 / CRYAB en CM. Estay la
figura siguiente (Figura 3.12) estd compuesta por diferentes carriles de
informacioén integrada. En el carril “Beta”, los valores de metilacion se
muestran en el eje vertical (eje y), mientras que cada columna de puntos
representa un sitio CpG determinado, ubicado en relacion con su regién
cromosdmica (mostrado en los carriles superiores). Cada punto repre-
senta una muestra y el valor de metilacion medido para el sitio CpG
correspondiente. En el carril de valores beta se afiadié una curva de
regresion suavizada al diagrama de dispersion para mostrar las diferen-
cias de metilacion entre los subtipos moleculares y el tejido normal. Los
carriles a continuacion muestran los "bumps’ (protuberancias o jorobas)
para cada subtipo de tumor, que representan los niveles de metilacion
en cada regién en su conjunto. Obsérvese que a mayor altura de las
"bumps’, mayor nivel de metilacién en relacion al nivel de referencia.
En los dos ultimos carriles se muestra un andlisis de correlacion entre
la metilacién y el estado de expresion. En el carril de “correlacién”
se muestra el valor de correlaciéon de Pearson para cada sitio CpG sin
tener en cuenta el subtipo molecular. Cada punto representa el impacto
de un sitio CpG en la expresion génica (a mayores desviaciones de la
linea horizontal mayor impacto en la expresion génica). En el dltimo
carril, un diagrama de dispersion muestra la relacion entre los valores
de metilacion de un unico sitio CpG (eje x) y el nivel de expresion de
ARN del gen estudiado (eje y) en cada subtipo molecular. Observe que

la metilacién y los niveles de expresion tienen mayor asociacion en las

regiones donde se observaron las 'bumps’. . . . . ... ...

Estado de metilacion del gen HSPB6 en CM.. La interpretacién es

equivalente alafigura3.11. . . . . . ... ... ... ... .. ... ..
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4.1

4.2

4.3

Agrupacion jerarquica no supervisada de muestras de acuerdo con
la expresion del conjunto de genes HSPs (I). Mapa de calor de la
expresion génica de las HSPs en pacientes de la cohortes TCGA de
CM. En el presente mapa se representan los patrones de expresion de 89
genes HSPs (filas) en 1033 muestras tumorales (columnas) en el panel
central (niveles de expresion bajos en azul y niveles de expresion altos
en rojo). Se agregd una fila superior para indicar la clasificacion PAMS50

asignada a cada paciente y una columna a la izquierda que identifica la

subfamilia a la que pertenece cada HSP. . . . . . .. .. .. ... ...

Agrupacion jerarquica no supervisada de muestras de acuerdo con
la expresion del conjunto de genes HSPs (II). La presente figura tiene
la misma interpretacion que la figura 4.1, sin embargo se han identifi-

cado con recuadros y nlimeros romanos 6 diferentes bloques transcrip-

cionales asociados a la expresion de las HSPsen CM. . . . . . . .. ..

Analisis de ’Silhouette’ del dendrograma del agrupamiento jerarquico

basado en la expresion génica de las HSPs en CM (Figurad4.1). De
acuerdo a la altura donde se corte el dendrograma la poblacién se puede
dividir en k£ grupos. El presente andlisis calcula el coeficiente de Sil-

houette para cada una de las posibles divisiones. El coeficiente mas alto

corresponde al nimero 6ptimo de divisiones, en este caso k = 3. . . . . 100
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4.4

4.5

4.6

Agrupacion jerarquica no supervisada de muestras de acuerdo con
la expresion del conjunto de genes HSPs (III). La presente figura tiene
la misma interpretacion que la figura 4.1, sin embargo se ha agregd
la identificacion de los subtipos de HSP-Clust identificados mediante
un algoritmo de agrupamiento jerdrquico, los pacientes se agruparon
en HSP-Clust I (rojo), HSP-Clust II (verde) y HSP-Clust III (naranja)
(dendrograma superior). Se agregaron también filas para indicar: estado
inmunohistoquimico de los receptores (ER, PR y HER?2), tamaino del
tumor (T > 2 cm o T < 2 cm), diseminacién de los nédulos satélite
(N positivo o N negativo) y clasificacion PAMS50. También se incluyen
tres columnas que indican las subfamilias correspondientes de HSPs,
los coeficientes univariados del modelo de regresion de Cox (el rosa
representa los coeficientes positivos (mal prondstico), mientras que el
azul claro son los coeficientes negativos (buen prondstico)) y sus valores

correspondientes de FDR (los cuadros negros representan el valor de

FDR para los coeficientes de Cox < 0,05). . . . . . . . ... ... ...

Caracterizacion de los subtipos HSP. A) Acuerdo entre la clasifi-
cacion PAMS0 y la de HSP-Clusts. El tamafio de las barras es pro-
porcional al nimero de muestras en cada categoria. B) Supervivencia
global de los subtipos de HSPs. Curvas de Kaplan-Meier correspon-
dientes a HSP-Clust I, HSP-Clust II y HSP-Clust III. La significancia

estadistica se evalu6 mediante la prueba Log-Rank. . . . . . . ... ..

Modelo de Cox multivariable de HSP-Clusts. A) Diagrama de ’For-
est’ que muestra la razén de riesgos de los subtipos de HSPs ajustados
por factores de confusion (edad, estado de los ganglios, tamafio del tu-
mor, estadio del tumor). Se representan la razon de riesgo (HR), el
intervalo de confianza del 95% (95% CI) y los valores p correspondi-

entes (p — val). B) Mismo modelo de Cox, con la adicién de subtipos

PAMSO0 como covariables. . . . . . . . . ...
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4.7 Expresion diferencial de genes entre subtipos HSPs en la cohorte
TCGA de CM. Andlisis tipo EdgeR-ANOVA que muestra las diferen-
cias en la expresion de las HSPs en las diferentes comparaciones de los
subtipos HSP-Clusts. Las lineas azules verticales representan el nivel
de la linea de base del subtipo de referencia, mientras que los puntos
azul claro muestran el cambio de veces de los genes HSPs en cada com-
paracion por pares. Se representan puntos rojos para genes que tenian
cambios absolutos en logaritmo en base 2 (Log2) > 2.. . . . . .. ...

4.8 Caracterizacion de los perfiles de expresion de HSPs. A) Centroides
prototipicos de los perfiles de expresion de los HSP-Clusts en la co-
horte de TCGA y en los conjuntos de entrenamiento y de prueba de
METABRIC. El color de las casillas representa la regulacion hacia abajo
(azul) o hacia arriba (rojo) del gen en el grupo correspondiente. La linea
negra continua representa los valores medios de expresion de cada gen
en el grupo en comparacion con la media del mismo gen en todas las
muestras (la linea punteada central). B) Concordancia entre los sub-
tipos de PAMS0 y HSP-Clusts para los conjuntos de entrenamiento y
de prueba de METABRIC. El tamano de las barras es proporcional al
numero de muestras en cada categoria. C) Supervivencia global de los
subtipos HSP-Clusts para los conjuntos de entrenamiento y prueba para
la cohorte de METABRIC. La significancia estadistica se evalué medi-
ante la pruebade Log-Rank. . . . . . ... .. ... 0oL

4.9 Sobrevida global de los pacientes de acuerdo a los subtipos de PAMS0
en las cohortes de TCGA y METABRIC. . .. ... ... ......
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5.1

5.2

Descripcion general del algoritmo Galgo. La figura muestra los difer-
entes pasos dados por el algoritmo para encontrar firmas génicas robus-
tas evolucionadas a lo largo de varias generaciones. (A) Para inicializar
el algoritmo (primera generacion), se establece un conjunto de genes
aleatorios para crear una firma génica al azar. Cada ’cromosoma’ esta
compuesto por una cadena de genes activados (que se incluirdn en la
firma) o desactivados (que no se incluiran), mas un nimero del 2 al 10
que representa el nimero de particiones consideradas en cada firma. (B)
Un conjunto de datos de entrenamiento se divide en k partes y se usa un
esquema de validacion cruzada para clasificar todas las muestras en el
conjunto de datos usando cada firma generada. (C) Una vez que todas
las muestras se clasifican usando cada firma, las mismas se evaldan te-
niendo en cuenta la consistencia del grupo (fitness 1’) y las diferencias
de supervivencia entre los grupos (fitness 2°). (D) Las soluciones se
clasifican de acuerdo con sus funciones de aptitud, luego se seleccio-
nan y se envian a los operadores de cruzamiento y mutacion. (E) Todas
las firmas de padres e hijos se agrupan, clasifican y se seleccionan las
mejores soluciones para pasar a la siguiente generacion. (F) Finalmente,
las soluciones seleccionadas comienzan de nuevo el proceso desde B, a

menos que se logren 500 generaciones. Si ese es el caso, el algoritmo

se detiene y se informan las mejores soluciones. . . . . . ... ... ..

Frentes de Pareto después de la ejecucion de Galgo en cada tipo de
cancer (CM, cancer colorrectal (CCR), adenocarcinoma de pulmoén
(LUAD) y cancer de ovario seroso de alto grado (HGSOC)). Cada
punto corresponde a una solucion encontrada durante las 500 genera-
ciones del algoritmo. La escala de azul claro a oscuro representa la gen-
eracion donde se encontrd cada solucion. Las lineas negras muestran
los frentes de Pareto estimados. Los puntos negros sobre la linea son
soluciones que se encuentran en el frente de soluciones y los circulos

rojos muestran las soluciones seleccionadas con el mejor rendimiento

paracadacaso. . . . . ... .. e
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5.3

54

Evaluacion de firmas para CM. (A) Diagramas de bosque (forest plot)
que representan las estimaciones (puntos) y los intervalos de confianza
(Iineas) del indice de concordancia (C.Index) para cada firma génica en
cada cohorte estudiada. La linea discontinua representa el poder pre-
dictivo nulo (C.Index = 0.5). Una estimacién combinada de cada
firma para todas las cohortes se muestra en un cuadro rojo. (B) Cur-
vas de Kaplan-Meier que comparan las tendencias de supervivencia de
los subgrupos de pacientes clasificados por el método PAMS50 (linea
de puntos) y por la firma Galgo-BRCA-4 (linea continua), tanto en el
conjunto de entrenamiento como en el de pruebas combinado. Los val-
ores p de la prueba Log-Rank para cada clasificador se representan en la
parte inferior de cada grafico. (C) Mapas de calor (heatmaps) que com-
paran los patrones de expresion génica de la firma Galgo-BRCA-4 en el
conjunto de entrenamiento y el conjunto de pruebas combinado. En la
parte superior de cada mapa de calor se muestran barras que represen-
tan la clasificacion de cada muestra considerando las firmas PAMS0 o
Galgo-BRCA-4. (D) andlisis de enriquecimiento de conjunto de genes o
‘Gene Set Enrichment Analysis’ (GSEA) de los subtipos Galgo-BRCA-
4. Para cada subtipo, se representan los términos Ontologia de genes
(GO) alterados mads significativos con respecto al resto de las muestras.
Se utiliza una escala de color azul a rojo, donde el azul representa los

términos de ontologia regulados a la baja y el rojo representa los regu-

ladosalalza. . . . . . . . . . . ..

Regularidad entre firmas Galgo de CM. Se compararon las firmas
de Galgo CM con mejor rendimiento (Galgo-BRCA-2, Galgo-BRCA-
3, Galgo-BRCA-4, Galgo-BRCA-5 y Galgo-BRCA-7) para detectar la
regularidad entre los diferentes genes involucrados en cada firma. A)
Muestra un diagrama de Venn con el nimero compartido de genes en
cada firma. B) Es una matriz de interseccion que muestra los genes
presentes (verdes) o ausentes (negros) en cada firma. Los bloques de

colores de la derecha representan grupos de genes tnicos para cada una

delas firmas. . . . . . . . . ...
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5.5 Evaluacion de firmas para CCR. (A) Diagramas de bosque (forest
plot) que representan las estimaciones (puntos) y los intervalos de confi-
anza (lineas) del C.Index para cada firma génica en cada cohorte estudi-
ada. La linea discontinua representa el poder predictivo nulo (C.Index =
0.5). Una estimacion combinada de cada firma para todas las cohortes se
muestra en un cuadro rojo. (B) Curvas de Kaplan-Meier que comparan
las tendencias de supervivencia de los subgrupos de pacientes clasifica-
dos por el método CMS (linea de puntos) y por la firma Galgo-CRC-2
(linea continua), tanto en el conjunto de entrenamiento como en el de
pruebas combinado. Los valores p de la prueba Log-Rank para cada
clasificador se representan en la parte inferior de cada grafico. (C) Ma-
pas de calor (heatmaps) que comparan los patrones de expresion génica
de la firma Galgo-CRC-2 en el conjunto de entrenamiento y el conjunto
de pruebas combinado. En la parte superior de cada mapa de calor se
muestran barras que representan la clasificacion de cada muestra con-
siderando las firmas CMS o Galgo-CRC-2. (D) GSEA de los subtipos
Galgo-CRC-2. Para cada subtipo, se representan los términos GO alter-
ados mds significativos con respecto al resto de las muestras. Se utiliza
una escala de color azul a rojo, donde el azul representa los términos de

ontologia regulados a la baja y el rojo representa los regulados al alza. . 129
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5.6 Evaluacion de firmas para LUAD. (A) Diagramas de bosque (for-
est plot) que representan las estimaciones (puntos) y los intervalos de
confianza (lineas) del C.Index para cada firma génica en cada cohorte
estudiada. La linea discontinua representa el poder predictivo nulo
(C.Index = 0.5). Una estimacién combinada de cada firma para todas
las cohortes se muestra en un cuadro rojo. (B) Curvas de Kaplan-Meier
que comparan las tendencias de supervivencia de los subgrupos de pa-
cientes clasificados por el método Wilkerson (linea de puntos) y por la
firma Galgo-LUAD-4 (linea continua), tanto en el conjunto de entre-
namiento como en el de pruebas combinado. Los valores p de la prueba
Log-Rank para cada clasificador se representan en la parte inferior de
cada grafico. (C) Mapas de calor (heatmaps) que comparan los patrones
de expresion génica de la firma Galgo-LUAD-4 en el conjunto de entre-
namiento y el conjunto de pruebas combinado. En la parte superior de
cada mapa de calor se muestran barras que representan la clasificacion
de cada muestra considerando las firmas Wilkerson o Galgo-LUAD-4.
(D) GSEA de los subtipos Galgo-LUAD-4. Para cada subtipo, se rep-
resentan los términos GO alterados mas significativos con respecto al
resto de las muestras. Se utiliza una escala de color azul a rojo, donde
el azul representa los términos de ontologia regulados a la baja y el rojo

representa los regulados al alza. . . . . . . . ... ... ... ......
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5.7

5.8

Evaluacion de firmas para HGSOC. (A) Diagramas de bosque (for-
est plot) que representan las estimaciones (puntos) y los intervalos de
confianza (lineas) del C.Index para cada firma génica en cada cohorte
estudiada. La linea discontinua representa el poder predictivo nulo
(C.Index = 0.5). Una estimacién combinada de cada firma para to-
das las cohortes se muestra en un cuadro rojo. (B) Curvas de Kaplan-
Meier que comparan las tendencias de supervivencia de los subgrupos
de pacientes clasificados por el método ConsensusOv (linea de puntos)
y por la firma Galgo-HGSOC-4 (linea continua), tanto en el conjunto
de entrenamiento como en el de pruebas combinado. Los valores p de
la prueba Log-Rank para cada clasificador se representan en la parte
inferior de cada gréfico. (C) Mapas de calor (heatmaps) que comparan
los patrones de expresion génica de la firma Galgo-HGSOC-4 en el con-
junto de entrenamiento y el conjunto de pruebas combinado. En la parte
superior de cada mapa de calor se muestran barras que representan la
clasificacién de cada muestra considerando las firmas ConsensusOv o
Galgo-HGSOC-4. (D) GSEA de los subtipos Galgo-HGSOC-4. Para
cada subtipo, se representan los términos GO alterados mas significa-
tivos con respecto al resto de las muestras. Se utiliza una escala de color
azul arojo, donde el azul representa los términos de ontologia regulados
alabajay el rojo representa los regulados al alza. . . . . ... ... ..
Valores de C.Index de firmas Galgo vs. distribucion de probabili-
dad del C.Index de firmas aleatorias. Gréficos de violin que mues-
tran la distribucién de valores C.Index para 1000 firmas aleatorias de
tamafio y nimero de particiones idénticas a las de las firmas Galgo.
Cada color de los violines representa un tipo de céncer diferente (vio-
leta para HGSOC, azul claro para LUAD, verde para CCR (CRC) y rojo
para CM (BRCA)). Los puntos rojos representan el C.Index obtenido
por cada firma de Galgo. La linea negra representa un valor no pre-
dictivo (C.Index = 0.5). A la derecha, los valores p de los C.Index de
las firmas Galgo en relacion a la distribucion de C.Index de las firmas

aleatorias. . . . . . . . ..,
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5.9 Robustez de Galgo en 30 evaluaciones. El conjunto de datos METABRIC
se dividié en un conjunto de entrenamiento y de prueba. Se aplic
Galgo en el conjunto de entrenamiento para encontrar un conjunto de
soluciones no dominadas en 30 evaluaciones independientes, represen-
tadas en el eje x. A) Cada solucion obtenida estd representada por un
punto de color con una clave de color que representa el nimero de par-
ticiones (k) de la firma, mientras que el eje y representa el nimero de
genes que constituyen cada firma. B) El diagrama de caja que repre-
senta la distribucién de los valores de coeficiente de silueta (CS) de las
soluciones no dominadas en el conjunto de entrenamiento y de prueba.
El diagrama de caja en C) muestra la distribucion de C.Index de las
soluciones obtenidas en el conjunto de entrenamiento y prueba. D)
Para cada solucion en cada corrida, se calculd un coeficiente fuerza de
prediccion o 'Prediction Strength’ (PS) y se representan las distribu-
ciones de los valores obtenidos. Las lineas correspondientes para cada

cuadro conectan el valor medio de cada una de las evaluaciones. . . . . 135

XXVi



5.10 Robustez de Galgo en 30 evaluaciones. El conjunto de datos METABRIC

6.1

6.2

se dividi6 en conjunto de entrenamiento y prueba. Galgo se aplico en el
conjunto de entrenamiento para encontrar soluciones no dominadas en
30 evaluaciones independientes. A, B y C) Muestra la relacion entre el
ndmero de particiones (k) y la distribucion del C.Index, la PS y los CS
de las soluciones obtenidas. Para cada gréfico, una linea roja conecta el
valor medio de cada una de las variables en cada k. En D) se analizan las
relaciones pareadas entre el resto de las variables implicadas en Galgo
mediante una matriz de correlacion. En el tridngulo inferior izquierdo
de los graficos en D) se pueden observar los graficos de dispersion en-
tre las variables de la interseccion, donde cada punto representa una de
las soluciones de las 30 evaluaciones de Galgo en CM. La linea roja
representa el estimador suavizado de Loess que representa la curva de
relacion entre las variables. Los gréficos de la diagonal en D) muestran
la curva de distribucion de la variable en la interseccién. Finalmente,

los graficos del tridngulo superior representan los coeficientes de cor-

relacion de Spearman entre las variables en la interseccién. . . . . . . .

Evaluacion de firmas génicas de HSP para CM. Mapas de calor
(heatmaps) que comparan los patrones de expresion génica de la firma
HSP-Clust y HSP-Galgo en el conjunto de entrenamiento y el conjunto
de pruebas combinado. En la parte superior de cada mapa de calor se
muestran barras que representan la clasificacion de cada muestra con-

siderando diferentes firmas génicas. En la figura el color azul representa

expresion baja mientras que el color rojo representa expresion alta. . . .

Comparacion de las firmas HSP-Clust y HSP-Galgo con el resto
de las firmas génicas para CM. Diagramas de bosque (forest plot)
que representan las estimaciones (puntos) y los intervalos de confianza
(lineas) del C.Index para cada firma génica en cada cohorte estudiada.
La linea discontinua representa el poder predictivo nulo (C.Index =

0.5). Una estimacién combinada de cada firma para todas las cohortes

se muestra en un cuadro magenta. . . .. .. ... .00
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6.3

6.4

6.5

7.1

Concordancia entre las firma HSP-Galgo y las firmas HSP-Clust y
PAMS0. El tamafio de las barras es proporcional al niimero de muestras
en cada categoria. El color azul indica los pacientes clasificados como
subtipo I, el rojo los del subtipo II, verde subtipo III y rosado el subtipo
IV e
Evaluacion de sobrevida de los subtipos HSP-Galgo en comparacion
con HSP-Clust y PAMS0. Curvas de Kaplan-Meier que comparan las
tendencias de supervivencia de los subgrupos de pacientes clasificados
por el método PAMS0 y por la firma HSP-Clust en comparacién con la
nueva firma HSP-Galgo, tanto en el conjunto de entrenamiento como
en el de prueba combinado. Los valores p de la prueba Log-Rank para
cada clasificador se representan en la parte inferior de cada grafico. . . .
Evaluacion de las vias moleculares alteradas en los subtipos HSP-
Galgo. GSEA de los subtipos HSP-Galgo. Para cada subtipo, se rep-
resentan los términos GO alterados mas significativos con respecto al
resto de las muestras. Se utiliza una escala de color azul a rojo, donde
el azul representa los términos de ontologia regulados a la baja y el rojo
representa los regulados alalza. . . . . . . ... ... ... ... ...
Resumen de la red de interaccion proteina-proteina de las princi-
pales HSP En la figura se representan las conexiones fisicas entre el
chaperoma y las diversas proteinas que pueden influir poderosamente en
la tumorigénesis. En la red, los nodos representan los componentes mas
importantes del chaperoma, que estdn conectados con otras proteinas
por bordes de diferente ancho. Los nodos rojos distinguen a las princi-
pales HSP y co-chaperonas, los azules son genes bien conocidos rela-
cionados con el cancer, los genes del complejo TRiC se muestran en
verde y los genes del complejo Prp19 / CDCSL estén en gris. El grosor
de la linea de los bordes indica la fuerza de los datos experimentales
que apoyan una interaccion proteina-proteina. La red se construyd uti-
lizando la base de datos STRING (https://string-db.org) del Instituto
Suizo de Bioinformatica y el Laboratorio Europeo de Biologia Molec-

ular (EMBL). . . . . ..
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7.2

7.3

7.4

Descubrimiento y evaluacion de la firma HER2-ECM. En la figura
A se muestra la firma HER2-ECM detectada por Galgo, en el conjunto
de entrenamiento y reproducida en el conjunto de prueba. Los mapas
de calor muestran el patron de expresion de los genes de la firma, los
cuales estdn asociados a la matriz extracelular y al plegamiento proteico.
En B podemos observar que la firma puede distinguir de forma robusta
dos grupos de pacientes con diferente prondstico tanto en el conjunto
de entrenamiento como en el conjunto de prueba. En C, se pueden
observar las vias moleculares asociadas a los dos subgrupos detectados
y por dltimo en D se presenta una comparacion del puntaje estimado

de infiltracion fibroblastica en los tumores mediante el método *MCP-

Counter’. . . . . . e,

Esquema de union de miRNAs candidatos y BAG3. En la figura
se observa la secuencia de la region 3’UTR del gen BAG3 y los miR-
NAs predichos para unirse a la misma de acuerdo al algoritmo ’mi-
Randa’. Arriba a la izquierda se pueden observar los puntajes mirSVR
y PhatsCons predichos para cada uno de los miRNAs candidatos y abajo
a la izquierda se puede ver el ranking de cada miRNA de acuerdo a su

valor mirSVR predicho. Los niimeros en azul indican la posicion del

nucledtido 3°’UTR donde el miRNA predichoseune. . . ... .. ...

Esquema de uniéon de miRNAs candidatos y HSPA1A. En la figura se
observa la secuencia de la region 3’UTR del gen HSPAIA y los miR-
NAs predichos para unirse a la misma de acuerdo al algoritmo ’mi-
Randa’. Arriba a la izquierda se pueden observar los puntajes mirSVR
y PhatsCons predichos para cada uno de los miRNAs candidatos y abajo
a la izquierda se puede ver el ranking de cada miRNA de acuerdo a su

valor mirSVR predicho. Los nimeros en azul indican la posicion del

nucle6tido 3’UTR donde el miRNA predichoseune. . . .. ... ...
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7.5

7.6

7.7

Esquema de union de miRNAs candidatos y HSP90AAL1. En la figura
se observa la secuencia de la region 3’UTR del gen HSP90OAA1 y los
miRNAs predichos para unirse a la misma de acuerdo al algoritmo *mi-
Randa’. Arriba a la izquierda se pueden observar los puntajes mirSVR y
PhatsCons predichos para cada uno de los miRNAs candidatos y abajo
a la izquierda se puede ver el ranking de cada miRNA de acuerdo a su

valor mirSVR predicho. Los nimeros en azul indican la posicion del

nucleétido 3°’UTR donde el miRNA predichoseune. . . .. ... ...

Otras dianas de los miRNAs candidatos relacionados con el chap-
eroma y la matriz extracelular. En la figura se presentan los genes de
los procesos estudiados predichos como dianas de al menos uno de los
tres miRNAs. En verde se identifican los genes dianas por el microRNA
correspondiente de acuerdo a la fila. El negro implica que no hay una
union predicha entre las moléculas estudiadas. Ademads, los genes se
han identificado de acuerdo a las subfamilias de genes mas relevantes
para nuestro estudio asi como también se han identificado otros genes

de interés que han sido relacionados con los procesos de modelado de

la matriz extracelular. . . . . . . . ... . ...

Expresion y variacion en el nimero de copias de los genes miRNAs
candidatos en la cohorte de TCGA. A) Se evaluaron los niveles de
expresion total de los tres miRNAs en la cohorte de cancer de mama
comparando su expresion entre el tejido normal y los diferentes subtipos
de tejido tumoral para los tres miRNAs. B) También se evaluaron las

alteraciones en mds y en menos de la variacién en el nimero de copias

en los diferentes subtipos tumorales. . . . . .. ... ..o L.
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7.8 Estado de metilacion del gen hsa-miR-522 en CM. Esta y la figura
siguiente (Figura 7.9) estd compuesta por diferentes carriles de infor-
macion integrada. En el carril “Beta”, los valores de metilacién se
muestran en el eje vertical (eje y), mientras que cada columna de puntos
representa un sitio CpG determinado, ubicado en relacion con su regién
cromosdmica (mostrado en los carriles inferiores). Cada punto repre-
senta una muestra y el valor de metilacion medido para el sitio CpG
correspondiente. En el carril de valores beta se afiadié una curva de
regresion suavizada al diagrama de dispersion para mostrar las diferen-
cias de metilacion entre los subtipos moleculares y el tejido normal. Los
carriles a continuacion muestran los "bumps’ (protuberancias o jorobas)
para cada subtipo de tumor, que representan los niveles de metilacion
en cada regién en su conjunto. Obsérvese que a mayor altura de las
"bumps’, mayor nivel de metilacion en relacion al nivel de referencia. . . 173

7.9 Estado de metilacion del gen hsa-miR-570 en CM.. La interpretacion
esequivalente alafigura7.8. . . . . . . .. ... ... oL 174

7.10 Evaluacion de la expresion de las chaperonas HSPA1A, HSP90AA1
y la co-chapreona BAG3 mediante RTq-PCR luego del tratamiento
con miR-570 en lineas celulares de cancer de mama. A) La linea
celular SKBR3 fue transfectada con miR-570 en una concentracion de
10, 20 y 30nM y con una condicion control de miRNA “scrambled”, no
silente, para evaluar la expresion génica de los genes objetivo HSP9OAAL,
HSPA1A y BAG3 luego de 72hs de tratamiento. B) De la misma man-
era, la linea celular Hs578t fue transfectada con el miR-570 en dosis de
10 y 20nM vy fue comparado con el miRNA control no silente, eval-
uando la expresiéon de los mismos genes también luego de las 72hs
de tratamiento. El valor expresado es la cuantificacion relativa al gen
TMEM, utilizado como "house-keeping’ en cada condicion. ns = p>0.05,
x =p < 0.05, xx =p < 0.01, xxx =p < 0.001, x*x+xx = p < 0.0001.
Los datos expresan la media y una desviacion estdndar de la expresion

relativa(mn = 3). . . . . . . e 175
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7.11

7.12

7.13

Analisis de Western Blot para evaluar la expresion de las proteinas
Hsp72 y Bag3 en lisados de cancer de mama luego del tratamiento
con miR-570. A) Las lineas celulares SKBR3 y Hs578t fueron transfec-
tadas con miR-570 en diferentes concentraciones y la expresion proteica
fue evaluada mediante la técnica de western blot. Para una mejor ob-
servacion de las bandas correspondientes a cada proteina, las imagenes
fueron cortadas y su contraste fue modificado, sin embargo las imagenes
originales completas y sin cortar se encuentran en el apéndice D. B)
Analisis cuantitativo de la expresion de Hsp72 en la linea celular SKBR3
y Hs578t sometidas al miR-570 o a una condicién control. C) Para
la proteina Bag3 se realizé el mismo procedimiento que para Hsp72.
La expresion de las proteinas fue cuantificada mediante andlisis den-
sitométrico de las bandas en A) y normalizado contra la expresion total
de proteina para su correspondiente calle. Las barras muestran el nivel
de expresion proteica relativo al control para cada condicién. (n = 1).
Curvas dosis-respuesta con valores de IC50 para evaluar la via-
bilidad celular de la linea SKBR3 luego del tratamiento con 17-
alilamino-17-demetoxigeldanamicina (17-AAG) y miARN-570 10nM,
20nM y control no silente. Los resultados se expresan como porcentaje
de la medicion de absorbancia del ensayo MTT. La curva de regresion
calculada se indica como una linea coloreada. Los puntos indican la
media, y las barras, una desviacion estdndar de las mediciones (n = 3). .
Ensayo de proliferacion celular con y sin inhibidor de Hsp90 (17-
AAG) en células tratadas con miR-570. Después del tratamiento con
miR-570 o miRNA no silente (control), se evalud la proliferaciéon de
las células SKBR3 con y sin tratamiento con el inhibidor de Hsp90
17-AAG en concentracion 78nM (1.89 log;, nM). Las células fueron
contadas mediante citometria de imagen en campo claro al tiempo 0
y luego de 72hs. El valor expresado es la cuantificacion celular rela-
tiva al tiempo O para cada condiciéon. ns = p>0.05, * = p < 0.05,
xk = p < 0.01, xxx = p < 0.001, % % %xx = p < 0.0001. Los datos

expresan la media y una desviacion estandar de las mediciones (n = 3) .
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B.1 Patrones de expresion génica para la firma de mejor rendimiento
en CM (BRCA) y CCR (CRC). En cada mapa de calor (heatmap), las
columnas representan a los pacientes y las filas a los genes que se en-
cuentran en cada firma. Se utiliza una escala de colores de azul (bajo)
a rojo (alto) para mostrar la expresion genética. En la parte superior de
cada mapa de calor se muestran las barras que muestran la clasificacién
de los pacientes con diferentes firmas. Se utiliza una clave de color aso-
ciada al riesgo estimado para cada clasificacion tumoral correspondientes.224

B.2 Patrones de expresion génica para la firma de mejor rendimiento
en LUAD y HGSOC. En cada mapa de calor (heatmap), las columnas
representan a los pacientes y las filas a los genes que se encuentran
en cada firma. Se utiliza una escala de colores de azul (bajo) a rojo
(alto) para mostrar la expresion genética. En la parte superior de cada
mapa de calor se muestran las barras que muestran la clasificacién de los
pacientes con diferentes firmas. Se utiliza una clave de color asociada
al riesgo estimado para cada clasificacion tumoral correspondientes. . . 225

D.1 Expresion de las proteinas Hsp72 y Bag3 en lisados de cancer de
mama luego del tratamiento con miR-570. Las lineas celulares SKBR3
y Hs578t fueron transfectadas con miR-570 en diferentes concentra-
ciones y la expresion proteica fue cuantificada mediante el anélisis den-
sitométrico de las bandas. Para una mejor observacion de las bandas
correspondientes a cada proteina, las imdgenes fueron cortadas y su
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CAPITULO 1

Introduccion

1.1 Cancer, generalidades y epidemiologia

El céncer, una enfermedad caracterizada por la rdpida y descontrolada proliferacion y
diseminacion celular, ha presentado importantes avances en cuanto a su comprension y
su concepcion en los dltimos 50 afios, sin embargo, continda siendo en el presente una
de las principales causas de morbilidad y mortalidad para la humanidad, sin distincién
geografica o de raza.

Se estima que durante el 2018 hubieron 18,1 millones de nuevos casos de cancer y
9,6 millones de muertes por cancer a nivel mundial, siendo el cdncer de pulmoén el més
comunmente diagnosticado (11,6% del total de casos) y la principal causa de muerte
por cancer (18,4% del total de muertes por céncer), seguida de cerca por el cancer de
mama femenino (11,6%), el cancer de prostata (7,1%) y el cancer colorrectal (6,1%)
(Bray et al., 2018).

Entre las mujeres, el cidncer de mama es el cadncer mas comtinmente diagnosticado
y la principal causa de muerte por cincer, seguido del cancer colorrectal y de pulmén
por incidencia y viceversa en mortalidad. Sin embargo, el cancer diagnosticado con mds
frecuencia y la principal causa de muerte por cancer varian sustancialmente entre paises
y dentro de cada pais, segin el grado de desarrollo econémico y los factores sociales y
de estilo de vida asociados (Bray et al., 2018).

Segun las ultimas estimaciones realizadas por la Agencia Internacional de Investi-
gacion sobre Céancer (IARC), Argentina presenta una tasa de incidencia de 212 casos
por 100.000 habitantes, lo que corresponde a mas de 125.000 casos nuevos de cancer
en ambos sexos por afio, con porcentajes similares tanto en hombres como en mujeres
(Ministerio de Salud y Desarrollo Social de la Nacion (Argentina), 2019b). Junto con
su alta incidencia, en el afo 2017 la mortalidad por cancer registrada en Argentina fue
de 118 y 87 defunciones por cada 100.000 varones y mujeres, respectivamente. Con
algo més de 62.000 fallecimientos registrados, representando el 19,2% del total de las
defunciones, ubicando al cancer como la segunda causa de muerte en la poblacion Ar-

gentina, precedidas por las enfermedades cardiovasculares (28,5%) y seguidas por las



respiratorias (19%)(Ministerio de Salud y Desarrollo Social de la Nacion (Argentina),
2019a).

En Argentina, durante el 2018, el ciancer de mama fue el de mayor ocurrencia con
mads de 21.000 casos anuales, representando el 17% de todos los tumores malignos y
casi un tercio de los canceres femeninos. En relacion al cancer colorrectal se estimaron
15.692 casos en ambos sexos, concentrando el 13% del total de tumores, seguidos por
el cancer de prostata y de pulmén (9,3%) (Ministerio de Salud y Desarrollo Social de
la Nacion (Argentina), 2019b).

Puesto en perspectiva, esta enfermedad, junto a las enfermedades cardiovasculares
y la diabetes, integra el grupo de las ENT (enfermedades no transmisibles) mas rele-
vantes; las cuales concentraron el 50% de todas las defunciones registradas en 2017 en
Argentina (Ministerio de Salud y Desarrollo Social de la Nacion (Argentina), 2019a),
por lo que representa un elevado costo social, econdmico y de calidad de vida, tanto
para los pacientes que la padecen, sus familiares y para el sistema de salud, responsable

de la atencion de estos pacientes.

1.2 Labiologiadel cancer y las Proteinas de Golpe de Calor

Desde la perspectiva biologica, el cancer se puede interpretar como una enfermedad
que involucra cambios dindmicos en el genoma como mutaciones, deleciones, amplifi-
caciones y cambios epigenéticos producen “oncogenes” con ganancia de funcién dom-
inante y “genes supresores de tumores” con una pérdida de funcidn de carécter recesivo
(Hanahan and Weinberg, 2000).

Varias lineas de evidencia indican que la tumorigénesis en humanos es un proceso
de multiples pasos y que estos pasos reflejan alteraciones genéticas que impulsan la
transformacion progresiva de células humanas normales en derivados malignos (Bal-
main et al., 1993). Los andlisis patolégicos de varios sitios en érganos revelan lesiones
que parecen representar los pasos intermedios en un proceso por el cual las células
evolucionan progresivamente desde la normalidad, a través de una serie de estados pre-
malignos, hacia canceres invasivos (Hanahan and Weinberg, 2000).

Estas observaciones se han vuelto mas concretas gracias a una gran cantidad de tra-
bajos que indican que los genomas de las células tumorales se encuentran alterados en
multiples sitios, habiendo sufrido alteraciones a través de lesiones tan sutiles como mu-
taciones puntuales y tan obvias como cambios en el complemento cromosémico (Kin-
zler and Vogelstein, 1996). En conjunto, las observaciones de los canceres humanos
y los modelos animales argumentan que el desarrollo del tumor procede a través de
un proceso formalmente anédlogo a la evolucidon darwiniana, en el que una sucesion de
cambios genéticos, cada uno de los cuales confiere uno u otro tipo de ventaja de crec-

imiento, conduce a la conversion progresiva de células normales en células cancerosas
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(Nowell, 1976). En este sentido, podemos considerar que las células cancerosas tienen
defectos en los circuitos moleculares que gobiernan la proliferacién y muerte celular
normal y la homeostasis, dando lugar a numerosas manifestaciones fenotipicas. Asi,
hoy en dia podemos describir numerosos tipos distintos de cancer de acuerdo al érgano
o tejido de origen, donde a su vez, podemos distinguir diferentes subtipos tumorales
dentro de céanceres bien establecidos (Hoadley et al., 2018; Guerrero-Gimenez et al.,
2020).

Dentro de la inmensa complejidad de los tumores malignos, ciertos criterios unifi-
cados han sido establecidos para lograr una mayor comprension de los mecanismos
biolégicos subyacentes al comportamiento maligno de las células tumorales. De esta
manera Hanahan and Weinberg (2011) pudieron resumir el vasto catalogo de alteraciones
moleculares asociadas al cancer en relacion a 10 alteraciones esenciales de la fisiologia
celular. Estos puntos son denominados como los “Sellos del Cancer” (Hanahan and
Weinberg, 2011): Autosuficiencia en las sefales de crecimiento, insensibilidad a las
sefales inhibidoras del crecimiento, resistencia a la muerte celular, potencial replica-
tivo ilimitado, angiogénesis sostenida, desregulacion de la energética celular, sensibili-
dad a las sefiales inflamatorias, evasion de la respuesta inmune, inestabilidad genémica
y quizéds una de las mas caracteristicas, la capacidad de invadir y hacer metdstasis a

otros tejidos (Fig.1.1).
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Fig. 1.1 Los sellos del cancer. El esquema ilustra las condiciones necesarias para el desarrollo de la
enfermedad maligna. Estos rasgos caracteristicos pueden ser adquiridos en diferentes etapas en el desar-
rollo del cancer, a través de distintivos mecanismos de acuerdo al tipo de cancer. Modificado de Hanahan
and Weinberg (2011).

1.2.1 Las Proteinas de Golpe de Calor

Las proteinas, elementos centrales en los procesos bioldgicos, se sintetizan en los ri-
bosomas como cadenas lineales de hasta varios miles de aminoacidos. Sin embargo,
para funcionar adecuadamente, estas cadenas generalmente deben plegarse a su ’es-
tado nativo’, una estructura tridimensional determinada mediante la cual la proteina
cumple su funcién (Hartl, 1996). Un aspecto fundamental de este problema es que las
proteinas deben conservar cierta flexibilidad conformacional para funcionar y, por lo
tanto, son s6lo marginalmente estables termodindmicamente en su entorno fisiol6gico
(Hartl et al., 2011). En este sentido, una fraccién sustancial de todas las proteinas en
las células eucariotas adopta conformaciones plegadas solo después de la interaccidn
con ciertos compaiieros de unién (Dunker et al., 2008). Por lo tanto, el control de la
calidad de las proteinas y el mantenimiento de la homeostasis del proteoma (conocido
como proteostasis) son cruciales para la salud celular y del organismo.

La proteostasis se logra mediante una red integrada de varios cientos de proteinas,
que incluyen, de manera prominente, a las chaperonas moleculares denominadas HSPs

(Heat shock proteins: proteinas de golpe de calor). Estas proteinas son moléculas alta-



mente conservadas presentes en todos los organismos vivos y si bien fueron descriptas
por su prominente expresion ante cambios bruscos de temperatura (’Heat Shock’), hoy
sabemos que su presencia es ubicua en las células y su expresion se exacerba ante diver-
sos tipos de estrés tanto fisioldgico como patologico (Ciocca and Calderwood, 2005).
Las HSPs participan en numerosos eventos moleculares, destacdndose por su relevancia
en los sistemas de control de calidad de proteinas (PQC), vias de degradacién (Sistema
ubiquitina-proteosoma, degradacion asociada a reticulo endopldsmico), autofagia y reg-
ulacion de la apoptosis entre otras funciones (Lang et al., 2019).

En general, es aceptado que las chaperonas actian como facilitadoras del correcto
plegado de proteinas celulares, modificando las barreras termodindmicas en los caminos

de plegamiento proteico (Fig.1.2).
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Fig. 1.2 Superficie de energia libre en el plegamiento proteico. Representacion de la superficie de
energia libre que las proteinas exploran a medida que avanzan hacia el estado nativo (verde) formando
contactos intramoleculares. La dificultad del paisaje de energia libre da como resultado la acumulacién
de conformaciones atrapadas cinéticamente que necesitan atravesar barreras de energia libre para al-
canzar un camino favorable. In vivo, estos pasos se aceleran mediante las chaperonas. Cuando varias
moléculas se pliegan simultdneamente en el mismo compartimento, la superficie de plegado de energia
libre puede solaparse con la de la agregacion intermolecular, lo que da como resultado la formacién
de agregados amorfos, oligémeros téxicos o fibrillas amiloides ordenadas (rojo). La agregacion fibrilar
ocurre tipicamente por polimerizaciéon dependiente de nucleacién. Puede iniciarse a partir de interme-
dios poblados durante el plegamiento de novo o después de la desestabilizacion del estado nativo (estados
parcialmente plegados) y normalmente se evita mediante chaperonas moleculares. Modificado de Hartl
etal. (2011).

Las HSPs constituyen una familia de genes conservada evolutivamente que incluyen
95 genes divididos en 6 subfamilias de acuerdo al peso molecular de las proteinas
que codifican o su grado de homologia de secuencia: las Hsp pequefas de 12-43kDa
(HSPB), Hsp40 (DNAJ), Hsp70 (HSPA), Hsp90 (HSPC) y las Hsp grandes de 100-
110KDa (HSPH), finalmente los genes de las Hsp10, Hsp60 y proteinas CCT se agru-
pan bajo una misma subfamilia (Chaperoninas) y la familia HSPA y HSPH se agrupan



bajo un mismo grupo denominado HSP70 (Kampinga et al., 2009). De forma aclara-
toria, a partir de aqui, la terminologia en mindscula (por ej. Hsp70) hara referencia
a las proteinas codificadas por un determinado gen, mientras que la terminologia en
mayuscula (por ej. HSPAS), hara referencia a los genes o a una familia de genes (por
eJ. Hsp90 es codificada por el gen HSP9OAAI, que pertenece a la familia de genes
HSPC).

En este punto es importante destacar que, a pesar de que el nombre “Heat Shock
Proteins” hace referencia a la capacidad de estos genes de ser inducibles por calor, no
todos los integrantes de la familia HSP lo son. El motivo de esta divergencia es una
consecuencia de que la nomenclatura utilizada combina la concepcion histérica de los
exponentes cldsicos de la familia como HSP9OAA1, HSPB1 y HSPA1A, que fueron
descubiertos y descriptos en relacidn a las observaciones de su potente induccidon ante
el golpe de calor, junto con el anélisis computacional de homologia de secuencia, el cual
permite identificar genes pertenecientes a la misma familia pero que no necesariamente
son inducibles por estrés térmico.

Las HSPs estan sobre expresadas en una amplia variedad de canceres en los cuales
presentan diferentes acciones a veces pro-tumorales, promoviendo el crecimiento tu-
moral y la metdstasis, y otras veces anti-tumorales por ejemplo inhibiendo la muerte
celular por apoptosis (Ciocca and Calderwood, 2005; Calderwood et al., 2006; Ciocca
et al., 2010)

Actualmente las HSPs estan surgiendo como dianas moleculares en la terapia del
cancer debido a la diversidad de funciones que cumplen en las células cancerosas. Nu-
merosos farmacos inhibidores de las HSPs esta siendo sometidos a pruebas de ensayos
clinicos para el tratamiento de varios tipos de cédncer entre el cuales se incluye el de
mama (Rappa et al., 2012; Ciocca et al., 2012; Wawrzynow et al., 2018). Los genes
HSPs (y las proteinas que codifican) mayormente estudiados corresponden a los in-
ducidos por el calor, tales como HSPA1A/B, DNAJB1, HSPB1 y HSP90AAI. Estos
han sido evaluados en diversos modelos (cultivo de células, biopsias etc.), sin embargo
muchas de las restantes HSPs todavia no han sido estudiadas en el contexto del cancer
y particularmente no se conoce el rol de muchas de ellas en el CM. La informacién
recopilada de estudios de diversas fuentes brinda un panorama no pocas veces contra-
dictorio respecto del rol de las HSPs en diferentes situaciones asociadas a la patologia
y al momento de comenzar nuestra investigacion no habian estudios que integren las
diversas plataformas “dmicas” disponibles en relacion a estos genes.

Si bien las diferentes HSPs han sido agrupadas en diferentes familias de acuerdo
a la homologia entre sus constituyentes, sus funciones se encuentran altamente inter-
relacionadas y, de hecho, en muchos caso trabajan en forma de relevos como se puede
observar en la figura 1.3. A continuacién haremos una breve descripcion de cada una

de las caracteristicas distintivas de las diferentes subfamilias de los genes HSPs y sus



principales funciones conocidas.
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Fig. 1.3 Red funcional de la familia HSPs necesaria para el mantenimiento del control de calidad
de las proteinas celulares. En la figura se pueden observar los ciclos de plegamiento de las diferentes
familias de HSPs y sus sustratos, su funcionamiento mediante ‘relevos’ y la dependencia de algunos
complejos HSPs de ATP y otros co-factores (Como factores intercambiadores de nucleétidos (NEF), Hop
y prefoldinas, por mencionar algunas). Hsp70 (HSPA), Hsp110 (HSPH), sHsp (HSPB), Hsp90 (HSPC),
Hsp40 (DNAJ), Hsp60 (CHAP I), TRiC/CCT (CHAP II). Extraido de http://pdslab.biochem.
iisc.ernet.in/hspir/chaperone.php (Ratheesh Kumar et al., 2012)

1.2.1.1 Familia de las HSP70 (HSPA y HSPH)

El genoma humano codifica 13 miembros de la familia HSPA, excluyendo numerosos
pseudogenes (Brocchieri et al., 2008) (Tabla 1.1). Los genes mas estudiados son HSPA1A
y HSPA1B, cuyos productos solo se diferencian en dos aminodcidos y se cree que son
proteinas totalmente intercambiables. Junto con HSPAG6, estos son los miembros de la
familia mas inducibles por calor. Durante mucho tiempo se consideré6 a HSPA7 como
un pseudogén, sin embargo hoy sabemos que constituye un gen verdadero altamente
homologo a HSPA6. HSPAS es otra andloga HSPA que se expresa de forma constitu-
tiva, se designé anteriormente como Hsc70 (o HSP73). Es un miembro esencial de las
HSPA de “mantenimiento” y participa en el plegamiento cotraduccional y la translo-
cacion de proteinas a través de las membranas intracelulares. HSPAIL y HSPA2 son
dos miembros de la familia citosélica con alta expresion en los testiculos. HSPA9 es un
miembro de HSPA mitocondrial (también conocida como mortalin / mtHSP70 / GRP75
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/ PBP74). HSPAS se encuentra localizada en el reticulo endoplasmatico (ER) y también
es conocida como BiP. HSPA 13, también conocida como Stch, se encuentra en micro-
somas. HSPA12A, HSPA12B y HSPA14 son miembros relacionados mds lejanamente
sobre los que hay muy pocos datos disponibles (Kampinga et al., 2009).

Las formas de HSPA expresadas constitutivamente e inducibles por estrés son ac-
tores centrales en el plegamiento de proteinas y el control de la proteostasis. Las
HSPA funcionan a través de un ciclo de reacciéon dependiente de ATP regulado por co-
chaperonas de la familia Hsp40 (DNAJs) y factores intercambiadores de nucledtidos o
"NEF” por sus siglas en inglés (como las proteinas BAG1 y SIL1 entre otras), que a
partir de numerosos ciclos de interaccidén con sus proteinas clientes, conducen a una
remodelacion conformacional de las estructuras terciarias, modificando las barreras
cinéticas del proceso de plegado proteico, favoreciendo a un correcto plegado de las
mismas (Figura 1.3 (Hartl et al., 2011).

Por otro lado, tenemos cuatro genes que codifican para proteinas de mayor peso
molecular, de alrededor de 110 KDa, agrupados en la subfamilia HSPH (Hsp110) (Tabla
1.1). Los mismos poseen alta homologia con los miembros de HSPA, excepto por la
existencia de un dominio intermedio mas largo entre el dominio ATPasa N-terminal y el
dominio de unidn a péptidos C-terminal. De hecho, dos miembros, HSPA4 (HSPH2) y
HSPA4L (HSPH3), han sido identificados como miembros de HSPA en la base de datos
de Entrez Gene, nomenclatura que utilizaremos en el presente trabajo. Ademads de los
tres miembros citosdlicos, HYOU1 (Grp170) es un miembro de HSPH especifico del
compartimento del reticulo endoplasmatico, el cual también puede encontrarse como
HSPH4 en la bibliografia. Evidencia reciente muestra que los miembros de HSPH
funcionan como factores de intercambio de nucledtidos para la familia HSPA (Dragovic
et al., 2006; Raviol et al., 2006).



Table 1.1 Nomenclatura de la familia de las HSPA (HSP70 y HSP110)

Gen Proteina Otros nombres Gene ID
HSPAIA HSPATA HSP70-1; HSP72; HSPA1 3303
HSPAIB HSPA1B HSP70-2 3304
HSPAIL HSPAIL hum70t; hum70t; Hsp-hom 3305
HSPA2 HSPA2 Heat-shock 70kD protein-2 3306
HSPAS HSPAS BIP; GRP78; MIF2 3309
HSPA6 HSPAG6 Heat shock 70kD protein 6 (HSP70B”) 3310
HSPA HSPA7 HSPA7 Heat shock 70kD protein 7 3311
HSPAS HSPAS HSC70; HSC71; HSP71; HSP73 3312
HSPA9 HSPA9 GRP75; HSPA9B; MOT2; PBP74 3313
HSPAI2A HSPAI12A FLJ13874; KIAA0417 259217
HSPAI2B HSPA12B RP23-321.15.1; 270008 INO6Rik 116835
HSPAI3 HSPA13 Stch 6782
HSPA 14 HSPA14 HSP70-4; HSP70L1; MGC131990 51182
HSPHI HSPH1 HSP105 10808
HSPA4 HSPA4 HSPH2; APG-2; HSP110 3308
HSPH  pspaar, HSPA4L HSPH3; APG-1 22824
HYOUI HYOU1 Grp170; ORP150; HSP12A 10525

1.2.1.2 La familia de las DNAJ (HSP40)

La familia DNAJ (HSP40) es la familia mas numerosa de HSPs (Tabla 1.2), la cual se
identifica por la presencia de un dominio J conservado responsable del reclutamiento
de HSPA y de la activacion de su funcion ATPasa (Figura 1.3). Hennessy et al. (2005)
dividieron esta familia en tres subfamilias basdndose en su homologia con la proteina
DnalJ de E. coli (Hennessy et al., 2005). En este sentido, el genoma humano codi-
fica cuatro proteinas de tipo A que muestran homologia con la proteina Dnal de E.
coli y contienen un dominio J N-terminal, una region rica en glicina / fenilalanina, una
region rica en cisteina y un dominio C-terminal variable. El subgrupo B contienen
también dominio J N-terminal y una region adyacente rica en glicina / fenilalanina,
siendo DNAJB1 el miembro DNAJ humano mds ampliamente expresado y e inducible
por calor. Por dltimo, las DNAJ de tipo C solo contienen el dominio J pero no necesari-
amente ubicadas en el extremo N-terminal (Kampinga et al., 2009). Se ha sugerido que
estos miembros recluten miembros de HSPA para subcompartimentos y/o funciones
especificas, sin embargo es escaso el conocimiento que se tiene de gran parte de los

miembros de esta familia de co-chaperonas.
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Table 1.2 Nomenclatura de la familia de las DNAJ (HSP40)

Gen Proteina Otros nombres Gene ID
DNAJAI DNAJA1 DJ-2; DjA1; HDJ2; HSDJ; HSJ2; HSPF4 3301
DNAJA2 DNAJA2 DNJ3; mDj3; Dnaj3; HIRIP4 10294
DNAJA" pNAJA3  DNAJA3  Tid-1; Tidll 9093
DNAJA4 DNAJA4 Dj4; Hsj4 55466
DNAJBI DNAIJB1 HSPF1; HSP40 3337
DNAJB?2 DNAIJB2 HSJ1; HSPF3; Dnajb10; MDJS8 3300
DNAJB3 DNAIJB3 Hsj3; Msjl; MSJ-1; Heg3 414061
DNAJB4 DNAIJB4 Hsc40 11080
DNAJBS DNAIJB5 Hsc40; HSP40-3 25822
DNAJB6 DNAJB6 Mrj; mDj4 10049
DNAJB DNAJB7 DNAIB7 Dj5; mDj5 150353
DNAJBS DNAIJB8 mDj6 165721
DNAJB9 DNAIJB9 Mdgl; mDj7; ERdj4 4189
DNAJBI1 DNAJBI11 Dj9; ABBP-2; Erd;j3 51726
DNAJBI2 DNAIJB12 Dj10; mDj10 54788
DNAJBI3 DNAJB13 Tsarg6; Tsarg 3 protein 374407
DNAJBI14 DNAJIB14 EGNR9427; FLJ14281 79982
DNAJCI DNAJC1 MTI1; ERdj1; ERjlp; Dnajll 64215
DNAJC2 DNAIJC2 Zrf1; Zrf2; MIDA1; MPP11; zuotin; ZUO1 27000
DNAJC3 DNAIC3 p58; mp58; Prkri; Dnajc3; pS8IPK; Dnajc3b 5611
DNAJC4 DNAIC4 HSPf2; Mcg18 3338
DNAJCS5 DNAIJC5 Csp 80331
DNAJC5B  DNAJC5B CSP-beta 85479
DNAJC5G  DNAIJC5G MGC107182; gamma-CSP 285126
DNAJC6 DNAJC6 mKIAA0473; auxilin 9829
DNAJC7 DNAIJC7 Ttc2; mDj11; mTpr2 7266
DNAJCS DNAICS8 AL024084; AU019262; splicing protein (spf31) 22826
DNAJC9 DNAIC9 AU020082; RcDNAJ9 23234
DNAJCI0 DNAIJCI10 JPDI; ERdj5; macrothioredoxin 54431
DNAJCI11 DNAIJCI11 FLJ10737; dJ126A5.1 55735
DNAJCI2  DNAICI2 Jdp1; mJDP1 56521
DNAJCI3  DNAIJCI13 Rme8; RME-8; Gm1124 23317
DNAJCI4  DNAICl14 HDIJ3; LIP6; DRIP78 85406
DNAIC pnajcI5  DNAICI5S — Dnajdl; MCJ; Cell growth-inhibiting 22 protein 29103
DNAJCI6  DNAICI6 mKIAA0962 23341
DNAJC17  DNAIC17 C87112 55192
DNAJCI8  DNAICI18 MGC29463 202052
DNAJCI9  DNAICI9 TIM14; TIMM 14 131118
HSCB HSCB DNAJC20; JAC1; HSC20; 150274
DNAJC21 DNAJC21 GS3; JJJ1; DNAJAS 134218
DNAJC22  DNAIJC22 FLJ13236; Wurst 79962
SEC63 SEC63 DNAIJC23; AI649014 11231
DNAJC24  DNAJC24 DPH4; zinc finger, CSL-type containing 3 120526
DNAJC25  DNAIJC25 AAH48318; LOC552891; G-protein gamma 10 548645
GAK GAK DNAJC26; cyclinG associated kinase; auxilin-2 2580
DNAJC27  DNAIJC27 RBJ; RabJ 51277
DNAJC28 DNAJC28 Orf28; C21orf55; oculomedin 54943
SACS SACS DNAIJC29: Sacsin 26278
DNAJC30  DNAIJC30 WBSCRI18 84277
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1.2.1.3 La familia de las HSPB (HSPs pequeiias)

La familia de las HSPB consta actualmente de 11 miembros que se caracterizan por
un dominio cristalino caracteristico conservado flanqueado por extremos N y C vari-
ables (Tabla 1.3). Los miembros mejor estudiados son HSPB1 (HSP27), CRYAA (aA
crystallin) y CRYAB (aB crystallin). Estas HSPs pequefias se encuentran a menudo en
complejos oligoméricos que involucran a uno o mds miembros de la familia y, como
tales, pueden proporcionar a la célula una gran diversidad en la especificidad de las

chaperonas (Figura 1.3) (Ciocca and Calderwood, 2005).

Table 1.3 Nomenclatura de la familia de las HSPB (HSPs pequeiias)

Gen Proteina Otros nombres Gene ID

HSPBI HSPB1 CMT2F; HMN2B; HSP27, 3315
HSP28; HSP25; HS.76067,
DKFZp586P1322

HSPB2 HSPB2 MKBP; HSP27; Hs.78846; 3316
LOHI11CRI1K; MGC133245

HSPB3 HSPB3 HSPL27 8988

CRYAA CRYAA crystallin alpha A; HSPB4, 1409
CRYA1

CRYAB CRYAB crystallin alpha B, HSPBS; 1410
CRYA2

HSPB HSPB6 HSPB6 HSP20; FLLJ32389 126393

HSPB7 HSPB7 cvHSP; FLJ32733; DK- 27129
FZp779D0968

HSPBS HSPB8 H11; HMN2; CMT2L; DHMN2; 26353
E2IG1; HMN2A; HSP22

HSPB9 HSPB9 FLJ27437 94086

ODF] ODF1 HSPB10; ODF; RT7; ODEF2; 4956

ODFP; SODF; ODF27,
ODFPG; ODFPGA; ODFPGB;
MGC129928; MGC129929

HSPBI1 HSPBI11 HSP16.2; Clorf41; PP25 51668

1.2.1.4 La familia de las HSPC (HSP90)

La familia de las HSPC es mdas conocida por su nombre asociado a su peso molecu-
lar HSP90 y esta constituida por cuatro miembros (Tabla 1.4). La familia HSP90 se
encuentra muy conservada entre especies y reinos (Chen et al., 2006) e incluso se han
propuesto a estas chaperonas como capacitores del proceso evolutivo de otras proteinas
(Rutherford and Lindquist, 1998).

Las HSP90 forman un homodimero a través de sus residuos carboxi-terminales
mientras que la regién amino-terminal, altamente conservada, contiene un bolsillo de

unién a ATP. El dominio N-terminal va seguido de un dominio medio conservado y es-
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tructuralmente flexible. El dimero HSP9O0 sufre un ciclo de reaccion impulsado por ATP
que se acompaia de un considerable reordenamiento estructural conformando lo que se
denomina la “pinza molecular” HSP90. Esto da como resultado una compactacion del
dimero HSP90, en la que los mondmeros individuales se retuercen entre si. Después de
la hidrolisis, los dominios de ATPasa se disocian y los monomeros de HSP9O0 se separan
(Figura 1.3) (Hartl et al., 2011).

Debido a que varios sustratos de HSP90 son quinasas con papeles bien documen-
tados en el desarrollo de tumores, la inhibicion de HSP90 con farmacos como la gel-
danamicina ha surgido como una estrategia prometedora para el tratamiento de ciertos

canceres (Yuno et al., 2018).

Table 1.4 Nomenclatura de la familia de las HSPC (HSP90)

Gen Proteina Otros nombres Gene ID

HSP90AAI  HSP9OAA1 HSPCl; HSPN: LAP2: HSP86: 3320
HSPCl:  HSPCA: HSP89:
HSP90; HSP90A: HSP9ON:; HSP-
CALI1: HSPCAL4: FLJ31884
HSP90ABI ~ HSP9OABI  HSPC3; HSPC2: HSPCB: 3326
HSPC D6S182; HSP90B: FLJ26984:
HSP90-BETA
HSP9OBI ~ HSP90B1  HSPC4:ECGP; GP96: TRAI: 7184
GRP94; endoplasmin
TRAPI TRAP1 HSPC5: HSP75: HSP9OL 10131

1.2.1.5 La familia de las Chaperoninas (CHAP I, CHAP 11 y CHAP III)

Las chaperoninas (Tabla 1.5) son grandes complejos proteicos que funcionan al en-
volver globalmente proteinas de sustrato de hasta ~60 kDa para ordenar su correcto
plegamiento. Las chaperoninas del grupo I (CHAP I) estdn conformadas por las proteinas
HSPD1 (HSP60 o GroEL en bacterias) que forman un complejo en jaula de siete miem-
bros, y HSPE1 (HSP10 o GroES en bacterias), que forman la tapa de la jaula plegable.
Los dominios apicales de GroEL presentan residuos de aminodcidos hidréfobos para la
unién del sustrato en el centro del anillo. La union de GroES estd regulada por ATP
y estd asociada con un marcado cambio conformacional de GroEL que conduce a la
formacion de una jaula con una pared interna altamente hidréfila con carga neta neg-
ativa. La proteina encapsulada puede plegarse libremente en este entorno hasta que la
hidrdlisis del ATP altera la conformacion de la jaula en un proceso ciclico que facilita
el plegado de los sustratos del complejo (Figura 1.3) (Hartl et al., 2011).

El grupo de las chaperoninas II (CHAP II) esta constituido por un complejo mul-
tiproteico de dos anillos superpuestos de 8 miembros cada uno denominado complejo

TRiC, por su nombre en inglés T-complex protein Ring Complex. TRiC esta formado
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por las proteinas TCP1 y las CCT2 a 8. Hay dos genes que codifican CCT6 (subunidad
zeta): CCTO6A (zeta-1), que se expresa constitutivamente, mientras que CCT6B (zeta-
2) se expresa de manera especifica en testiculo (Kampinga et al., 2009). Ninguno de
estos genes ha demostrado ser inducible por calor. Este complejo citosélico funciona
de manera similar al complejo HSPD1/HSPE1 donde sus componentes se abren y cier-
ran en un ciclo de encapsulacion de proteinas dependiente de ATP (Figura 1.3). TRiC
interactua con aproximadamente el 10% de las proteinas citosdlicas recién sintetizadas,
incluidas la actina y las tubulinas, y ha sido propuesto como una diana molecular para
cancer de pulmén y de mama (Carr et al., 2017; Showalter et al., 2020).

Por ultimo, cabe destacar al grupo de las chaperoninas III (CHAP III), constituido
por los genes MKKS/BBS6 BBS10 y BBS12, las cuales estan involucradas en la for-
macioén del BBSoma, un complejo multiproteico involucrado en la formacién de los

cilios y el centrosoma (Sokolov et al., 2019).

Table 1.5 Nomenclatura de la familia de las Chaperoninas

Gen Proteina Otros nombres Gene ID
HSPDI HSPD1 HSP60; GroEL 3329
CHAPT  poppg HSPE1 HSP10; chaperonin 10; GroES 3336

TCPl TCP1 CCT1; CCTA; CCT-alpha; TCP-1- 6950
alpha

CCT2 CCT2 CCTB; CCT-beta; TCP-1-beta 10576

CCT3 CCT3 CCTG; CCT-gamma;  TCP-1- 7203

CHAP I gamma; TRiC-P5

CCT4 CCT4 CCTD; CCT-delta,;TCP-1-delta, 10575
SRB

CCT5 CCT5 CCTE; CCT-epsilon; TCP-1- 22948
epsilon

CCT6A CCT6A CCT6; CCTZ; CCT-zeta, CCT- 908
zetal; TCP-1-zeta; HTR3; TCP20

CCT6B CCT6B CCTZ2; CCT-zeta2; TSA303 10693

CCT7 CCT7 CCTH; CCT-eta; TCP-1-cta 10574

CCTS CCTS CCTQ; CCT-theta; TCP-1-theta; 10694
KIAA002

MKKS MKKS McKusick—Kaufman syndrome; 8195

CHAP III MKS; Bardet-Biedl syndrome 6;

BBS6

BBS10 BBS10 Bardet-Biedl syndrome 10 79738

BBSI2 BBS12 Bardet-Biedl syndrome 12 166379

1.2.2 Autosuficiencia en las senales de crecimiento

Podria decirse que el rasgo mas fundamental de las células cancerosas implica su ca-
pacidad para mantener una proliferacion sostenida. Los tejidos normales controlan

cuidadosamente la produccion y liberacion de sefiales promotoras del crecimiento que
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instruyen la entrada y la progresion a través del ciclo de crecimiento y division celular,
asegurando asi una homeostasis del nimero de células y, por lo tanto, el mantenimiento
de la arquitectura y funcién normales del tejido. Las células cancerosas, al desregular
estas sefiales, se convierten en duefias de sus propios destinos. Las sefiales habilitadoras
son transmitidas en gran parte por factores de crecimiento que se unen a los receptores
de la superficie celular, que normalmente contienen dominios de tirosina quinasa in-
tracelulares los cuales, a través de vias de sefializacion intracelular ramificadas, regulan
la progresion a través del ciclo celular asi como el crecimiento celular. A menudo, estas
sefales influyen en otras propiedades bioldgicas de las células, como la supervivencia
celular y el metabolismo energético (Hanahan and Weinberg, 2011).

La dependencia de las sefiales de crecimiento (SC) es evidente cuando se propagan
células normales en cultivo, que tipicamente proliferan sélo cuando se les suministran
factores mitogénicos difusibles apropiados y un sustrato adecuado para sus integrinas.
Este comportamiento contrasta fuertemente con el de las células tumorales, que invari-
ablemente muestran una dependencia muy reducida de la estimulacion exdgena para el
crecimiento.

En los tumores, son evidentes tres estrategias moleculares comunes para lograr la
autonomia, que implican: la alteracion de las sefiales de crecimiento extracelular, de
los transductores transcelulares de esas sefiales o de los circuitos intracelulares que
traducen esas sefiales en accion.

La mayoria de las células normales se encuentran bajo un crecimiento limitado
debido a la falta de exposicién a los factores de crecimiento esenciales para la pro-
liferacién. Los factores de crecimiento se unen a receptores, normalmente tirosina
quinasas, y dan lugar a cascadas de sefializaciéon que permiten ondas de expresion
génica, lo que permite la proliferacion (Paul and Mukhopadhyay, 2012).

El escape de esta restriccion requiere una mutacion activadora de los receptores del
factor de crecimiento o de los componentes de sefializacion posteriores. Por tanto, los
genes receptores de EGFR, PDGF, FGF, HER2 y HER3, y las proteinas de sefializacion
como Ras, PI3K y PTEN, a menudo se modifican por desregulacién para actuar como
oncogenes (Paul and Mukhopadhyay, 2012; Hanahan and Weinberg, 2011). Muchas de
estas proteinas tienen conformaciones relativamente inestables, que estan asociadas con
una actividad catalitica competente, y son fuertemente dependientes de la chaperona de
Hsp90 (Kamal et al., 2003; Neckers and Ivy, 2003; Neckers and Workman, 2012). Por
lo tanto, los aumentos de Hsp90 estrechamente asociados con la malignidad pueden
permitir el funcionamiento de las cascadas de sefalizacion del receptor del factor de
crecimiento y la proliferacion en ausencia de estimulos de crecimiento externos (Kamal
et al., 2003; Miyata et al., 2012). Un ejemplo establecido de la dependencia a HSPs
de las células proliferantes en el CM es la asociacion del receptor de estrogenos (RE)

con Hsp90, en donde, en ausencia de estradiol, el RE, al igual que otros receptores de
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esteroides, forma un complejo con Hsp90 y otras co-chaperonas como la inmunofilina
FKBP51 y p23 (PTGES3), en donde el complejo mantiene una conformacion estruc-
tural de alta afinidad para la unién a esteroides (Zgajnar et al., 2019; Fliss et al., 2000).

Este requisito para la estabilizacion de las oncoproteinas promotoras del crecimiento
constituye la base para el desarrollo de inhibidores de Hsp90, que han pasado a la
etapa de ensayo clinico (Trepel et al., 2010; Workman, 2004). Dada la dependencia a
Hsp90 de estas sefales proliferativas claves, se puede considerar a esta proteina como
al “padrino de la proliferacion tumoral”, una relacion que se ejemplifica por la potente
restriccion bien establecida de la proliferacion de células cancerosas inducida por in-
hibidores de Hsp90 (Xu et al., 2011). También, se ha demostrado que Hsp27 juega un
papel clave en la progresion del ciclo celular, al reprimir las proteinas inhibidoras del
ciclo celular E2F-4 y p130, y permitir la sintesis de multiples proteinas del ciclo celular
(CCNA2, CCNBI1, CCNB, CDC25C, CDC3A, y CDK1) (Park et al., 2018). Por otro
lado, la perturbacion de la actividad de Hsp70 también inhibe la estabilizacién de los

transductores de sefiales mitogenos que incluyen BRAF (Budina-Kolomets et al., 2016).

1.2.3 Insensibilidad a las senales inhibidoras del crecimiento

Ademas de la capacidad caracteristica de inducir y mantener sefiales estimulantes del
crecimiento de accidn positiva, las células cancerosas también deben eludir programas
poderosos que regulan negativamente la proliferacion celular, los cuales en su mayoria
dependen de las acciones de los genes supresores de tumores.

Dentro de un tejido normal, operan multiples sefiales antiproliferativas para man-
tener la inactividad celular y la homeostasis del tejido; estas sefiales incluyen tanto
inhibidores del crecimiento solubles como inhibidores inmovilizados incrustados en la
matriz extracelular y en las superficies de las células cercanas. Estas sefales inhibido-
ras del crecimiento, al igual que sus contrapartes de accidn positiva, son recibidas por
receptores transmembrana de la superficie celular acoplados a circuitos de sefializacion
intracelular (Hanahan and Weinberg, 2011).

Las sefiales anti-crecimiento pueden bloquear la proliferacién mediante dos mecan-
ismos distintos. Las células pueden verse forzadas a salir del ciclo proliferativo activo al
estado inactivo (G0) del que pueden volver a emerger en alguna ocasion futura cuando
las sefiales extracelulares lo permitan o, alternativamente, se puede inducir a las células
a renunciar permanentemente a su potencial proliferativo induciéndolas a entrar en es-
tados posmitoticos, generalmente asociados con la adquisicion de rasgos especificos
asociados a la diferenciacion.

Las células cancerosas incipientes deben evadir estas sefales antiproliferativas si
quieren prosperar. Gran parte de los circuitos que permiten que las células normales

respondan a las sefales anti-crecimiento estdn asociados con el reloj del ciclo celular,
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especificamente los componentes que gobiernan el transito de la célula a través de la
fase G1 de su ciclo de crecimiento.

Los genes supresores de tumores prototipicos RB1 y TP53, codifican las proteinas
pRB (asociadas al retinoblastoma) y p53, los cuales operan como nodos de control cen-
tral dentro de dos circuitos reguladores celulares complementarios clave que gobiernan
las decisiones de las células para proliferar o, alternativamente, activar programas de
senescencia o apoptosis.

La pRB integra sefnales de diversas fuentes extracelulares e intracelulares y, en re-
spuesta, decide si una célula debe continuar con su ciclo de crecimiento y division(Burkhart
and Sage, 2008). La interrupcidn de la via pRb libera factores de transcripcion E2F que
controlan la expresion de los genes esenciales para la progresion de la fase G1 ala S
y, por lo tanto, permite la proliferacion celular, lo que hace que las células sean insen-
sibles a los factores anti-crecimiento que normalmente operan a lo largo de esta via
para bloquear el avance a través de la fase G1 del ciclo celular (Weinberg, 1995). Por
tanto, las células cancerosas con defectos en la funcidén de la via RB carecen de los
servicios de un guardidan fundamental de la progresion del ciclo celular cuya ausencia
permite la proliferacion celular persistente. Mientras que pRB transduce sefales in-
hibidoras del crecimiento que se originan en gran parte fuera de la célula, p53 recibe
entradas de sensores de estrés y anomalias que funcionan dentro de los sistemas oper-
ativos intracelulares de la célula: si el grado de dafo al genoma es excesivo o si los
niveles de nucledtidos, las sefiales que promueven el crecimiento, la glucosa o la oxige-
nacién son subdptimas, pS3 puede detener la progresion del ciclo celular hasta que estas
condiciones se hayan normalizado (Hanahan and Weinberg, 2011). Alternativamente,
ante las sefiales de alarma que indican un dafio abrumador o irreparable en dichos sub-
sistemas celulares, p5S3 puede desencadenar la apoptosis. En particular, los diversos
efectos de p53 activado son complejos y altamente dependientes del contexto, y varian
segun el tipo de célula, asi como segun la gravedad y persistencia de las condiciones de
estrés celular y dafio genomico.

Aunque los dos supresores candnicos de la proliferacion, pS3 y pRB, tienen una
importancia preeminente en la regulacion de la proliferacion celular, varias lineas de
evidencia indican que cada uno opera como parte de una red més grande que esta deter-
minada para poseer redundancia funcional.

En este sentido, la amplia red proteica que participa en el crecimiento celular y en
los procesos involucrados en su limitacion estdn estrechamente relacionados con las
HSPs por lo que resulta razonable que las mismas constituyan elementos claves en la
regulacion y en el correcto funcionamientos de los mecanismos que actiian como frenos
del ciclo celular.

Por ejemplo, quan Wei et al. (1995) observo que la administracion de un RNA

antisentido de hsp70 interrumpe la proliferacién celular y el progreso a través de la
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fase G1 y S en células cancerosas humanas. Estudios han demostrado que las fases
G1 y S del ciclo parecen acortarse considerablemente por la sobreexpresién de Hsp70
(Helmbrecht et al., 2000). Las Hsp70 pueden influir en la proliferacion celular a través
de su asociacion con varias proteinas, tales como c-myc (Henriksson et al., 1992), pRb
(Inoue et al., 1995) y p53 (Hainaut and Milner, 1992; Selkirk et al., 1996). Un estudio
reciente encontré que HSPAS8 forma complejos con p27Kip1, un inhibidor de la quinasa
dependiente de ciclina. Esta interaccion parece apuntar a la degradacién de p27Kipl
durante la fase de transiciéon G1 / S del ciclo celular (Nakamura et al., 1999).

Desde un punto de vista termodindmico, la estructura terciaria del supresor de tu-
mores p53 es relativamente inestable (Brandt et al., 2012). El proceso de plegado de la
estructura de multiples dominios de pS3 es muy complejo y requiere de la formacion
de plegados intermedios que, en ultima instancia, brinda a p53 su estructura funcional
final (Wawrzynow et al., 2018).

La ganancia de funcion (GOF) de p53 mutante se demostré por primera vez en
1984, donde se demostr6 que la induccidon de mut p53 transformaba células que care-
cen de p53 (Wolf et al., 1984). Una caracteristica critica de los fenotipos GOF es la
estabilizacion de mut p53, que se manifiesta por una gran acumulacién de mut pS3 en
las células cancerosas (Brosh and Rotter, 2009).

La abundancia tanto de 'Wild Type’ (WT) como de mut p53 estd estrechamente con-
trolada por la degradaciéon mediada por la ruta del proteosoma de ubiquitina. En este
proceso, se involucra la proteina MDM?2, que controla los niveles de estado estacionario
de p53 en células no estresadas al actuar como una ligasa de ubiquitina E3 de dominio
de dedo RING (Honda and Yasuda, 2000), lo que resulta en la poliubiquitinaciéon de
pS3 y su consiguiente degradacion proteosomal. Por otro lado, WT p53 es responsable
de regular al alza la expresion de MDM?2, formando asi un bucle de retroalimentacion
autorregulado que no existe en el caso de mut p53. En este proceso, se ha demostrado
que los niveles elevados de HSP90O (Muller et al., 2008; Alexandrova et al., 2015) y
HSP70 (Wiech et al., 2012) son factores de gran relevancia que estabilizan mut pS53.
Por otro lado, también se ha demostrado anteriormente que en las células cancerosas,
donde los niveles endégenos de HSPs ya estdn elevados, la maquinaria HSP reconoce
que mut p53 es una proteina aberrante mal plegada, lo que provoca la formacion de un
complejo estable de multiples chaperonas (Pinhasi-Kimhi et al., 1986; King et al., 2001;
Tracz-Gaszewska et al., 2017). La proteina mut pS3 es reconocida por la maquinaria
chaperona HSP70 / HSP40 / HSP90 donde HSP90 y HSP70, al unirse a mut p53, de-
spliegan parcialmente este sustrato proteico y facilitan su plegamiento espontaneo a
conformaciones con un minimo de energia divergente.

Desafortunadamente, este mecanismo de control de calidad impulsado por las HSPs
es adoptado por las células cancerosas (Mendillo et al., 2012) que, al sobreexpresar en

gran medida las HSPs, evitan las sefiales de inhibicién del crecimiento, la inanicién
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metabolica, renuncian a la induccion de apoptosis y la senescencia y regulan y ajustan
la red de sefalizacién que impulsa el potencial proliferativo de la célula y la motilidad

celular.

1.2.4 Resistencia a la muerte celular

La capacidad de las poblaciones de células tumorales para expandirse en nimero esta
determinada no solo por la tasa de proliferacion celular sino también por la tasa de
muerte celular. La muerte celular programada (apoptosis) representa una fuente im-
portante de este desgaste. El programa apoptético estd presente en forma latente en
practicamente todos los tipos de células en todo el cuerpo. Una vez activado por
una variedad de sefiales fisioldgicas, este programa se desarrolla en una serie de pa-
sos coreografiados con precision. Las membranas celulares se rompen, los esquele-
tos citoplasmatico y nuclear se descomponen, el citosol se extruye, los cromosomas
se degradan y el nucleo se fragmenta. Al final, los restos celulares remanentes son
fagocitados por las células cercanas y desaparecen, tipicamente dentro de las 24 horas
(Hanahan and Weinberg, 2011).

De acuerdo a Hanahan and Weinberg (2011), la maquinaria apoptdtica se puede
dividir ampliamente en dos clases de componentes: sensores y efectores. Los sen-
sores son responsables de monitorear el ambiente extracelular e intracelular en busca
de condiciones de normalidad o anormalidad que influyan en si una célula debe vivir
o morir. Estas sefiales regulan la segunda clase de componentes, que funcionan como
efectores de muerte apoptdtica. Los centinelas incluyen receptores de superficie celular
que se unen a factores de supervivencia o muerte. Los ejemplos de estos pares ligando
/ receptor incluyen sefales de supervivencia transmitidas por IGF-1 / IGF-2 a través de
su receptor, IGF-1R, y por IL-3 y su receptor afin, IL-3R. Las sefiales de muerte son
transmitidas por el ligando FAS que se une al receptor FAS y por el TNF « que se une
al TNF-R1 (Hanahan and Weinberg, 2000). Los sensores intracelulares monitorean
el bienestar de la célula y activan la via de la muerte en respuesta a la deteccién de
anomalias, incluido el dafio del ADN, el desequilibrio de sefializacién provocado por
la accién de los oncogenes, la insuficiencia de factores de supervivencia o la hipoxia
(Evan and Littlewood, 1998). Ademads, la vida de la mayoria de las células se mantiene
en parte mediante sefales de supervivencia basadas en la adherencia célula-matriz y
célula-célula cuya abrogacion provoca la apoptosis (Ishizaki et al., 1995; Giancotti and
Ruoslahti, 1999).Las sefiales reguladoras apoptoticas solubles e inmovilizadas proba-
blemente reflejan las necesidades de los tejidos de mantener sus células constituyentes
en configuraciones arquitectonicas apropiadas.

Muchas de las sefiales que provocan la apoptosis convergen en las mitocondrias,

que responden a las sefiales proapoptéticas liberando el citocromo c (cyt ¢), un potente
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catalizador de la apoptosis (Lin, 1999). Los miembros de la familia de proteinas Bcl-2,
cuyos miembros tienen funcién proapoptética (Bax, Bak, Bid, Bim) o antiapoptética
(Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W), actian en parte regulando la sefializacion de la muerte mito-
condrial a través de liberacion de citocromo C. La proteina supresora de tumores p53
puede provocar apoptosis regulando al alza la expresion de Bax proapoptdtico en re-
spuesta a la deteccion de dafos en el ADN; Bax, a su vez, estimula a las mitocondrias
para que liberen el citocromo C.

Los efectores finales de la apoptosis incluyen una serie de proteasas intracelulares
denominadas caspasas (Thornberry and Lazebnik, 1998) donde particularmente dos
caspasas “guardianas”, la 8 y la 9, son activadas por receptores de muerte como FAS
o por el citocromo C liberado de las mitocondrias, respectivamente. Estas caspasas
proximales desencadenan la activacién de una docena o més de caspasas efectoras que
ejecutan el programa de muerte, a través de la destruccion selectiva de estructuras sub-
celulares y orgédnulos, y del genoma.

En esta aspecto, las células cancerosas pueden adquirir resistencia a la apoptosis
mediante una variedad de estrategias donde, sin dudas, la pérdida mas comun de un reg-
ulador proapoptético por mutacién involucra al gen supresor de tumores pS3. La inacti-
vacion funcional resultante de su producto, la proteina p53, se observa en més del 50%
de los canceres humanos y da como resultado la eliminacién de un componente clave
del sensor de dano del ADN que puede inducir la cascada efectora apoptética (Harris,
1996). Las sehales evocadas por otras anomalias, incluida la hipoxia y la hiperexpresion
de oncogenes, también se canalizan en parte a través de p53 a la maquinaria apoptoética;
estos también estdn alterados para provocar la apoptosis cuando se pierde la funcién de
pS3 (Levine, 1997). Ademads, la via PI3 quinasa-AKT / PKB, que transmite sefiales de
supervivencia antiapoptoticas, se encuentra involucrada en la mitigacion de la apoptosis
en una fraccion sustancial de los tumores humanos. La autofagia representa una impor-
tante respuesta fisiolégica celular que, como la apoptosis, normalmente opera a niveles
basales bajos en las células, pero puede ser fuertemente inducida en ciertos estados
de estrés celular, el mas obvio de los cuales es la deficiencia de nutrientes(Levine and
Kroemer, 2008). El programa autofdgico permite a las células descomponer proteinas
y los organulos celulares, como los ribosomas y las mitocondrias, lo que permite que
los catabolitos resultantes se reciclen y, por lo tanto, se utilicen para la biosintesis y el
metabolismo energético.

La inanicion de nutrientes, la radioterapia y ciertos farmacos citotéxicos pueden
inducir niveles elevados de HSPs y autofagia en respuesta al estrés, que redundan en
un efecto citoprotector para las células cancerosas (Dokladny et al., 2015). Ademads, se
ha demostrado que las células cancerosas severamente estresadas se contraen mediante
autofagia a un estado de latencia reversible (White and DiPaola, 2009). Esta respuesta

de supervivencia puede permitir la persistencia y el eventual recrecimiento de algunos
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tumores en etapa tardia después del tratamiento con potentes agentes anticancerosos.
Las HSPs estan implicadas en estos mecanismos donde, como se menciond anteri-
ormente, la Hsp70 puede unirse y estabilizar los alelos p53 mutantes, lo que les permite
inhibir los alelos p53 de tipo salvaje e imitar los efectos de la mutacion homocigética
y la pérdida de funcién (Zylicz et al., 2001). Ademads, los niveles elevados de Hsp90,
Hsp70 y Hsp27 pueden inhibir directamente varios pasos en las vias de la muerte celu-
lar programada (MCP) de forma directa (Budina-Kolomets et al., 2014; Powers et al.,
2008; Takayama et al., 2003). Por tanto, las HSPs refuerzan los efectos de la mutacion
de p53, ademds de conducir a la inhibicién directa de la MCP. Las funciones de las
HSPs en la inhibicién de la MCP en el céncer pueden, por tanto, reflejar sus activi-
dades en la respuesta al choque térmico, inhibiendo la muerte celular para permitir la
reparacion del dafo letal de las proteinas. Ademads, tanto Hsp70 como Bag3 pueden
suprimir MCP corriente abajo del factor de transcripcion HSF1 en el cancer (Antonietti
et al., 2017). Es probable que la activacion simultanea de la proliferacion, como se
describid anteriormente, combinada con la inhibicion de la apoptosis, aumente la tasa
de crecimiento tumoral. Donde es posible que, con tal marcado desbalance, las células
tumorales mueran por vias relacionadas a la catdstrofe mitética y a la necrosis, procesos

en los cuales las HSPs no estan tan estudiadas (Weaver and Cleveland, 2005).

1.2.5 Potencial de replicacion ilimitado

Las células cancerosas requieren un potencial replicativo ilimitado para generar tumores
macroscopicos. Esta capacidad contrasta notablemente con el comportamiento de las
células en la mayoria de los linajes celulares normales del cuerpo, que son capaces
de atravesar solo un numero limitado de ciclos sucesivos de crecimiento y division
celular. Esta limitacion se ha asociado con dos barreras distintas a la proliferacion:
la senescencia, una entrada tipicamente irreversible en un estado no proliferativo pero
viable, y la muerte celular(Hanahan and Weinberg, 2011).

Muiltiples lineas de evidencia indican que los teldémeros que protegen los extremos
de los cromosomas estdn involucrados de manera central en la capacidad de prolif-
eracion ilimitada (Blasco, 2005). Los telomeros, compuestos por multiples repeticiones
de hexanucledtidos en tindem, se acortan progresivamente en las células no inmortal-
izadas propagadas en cultivo, perdiendo finalmente la capacidad de proteger los ex-
tremos de los ADN cromosdmicos de la degradacion y de las fusiones de un extremo
a otro; tales fusiones generan cromosomas dicéntricos inestables cuya resolucion da
como resultado una alteracion del cariotipo que amenaza la viabilidad celular. En con-
secuencia, la longitud del ADN telomérico en una célula dicta cudntas generaciones
sucesivas de células puede atravesar su progenie antes de que los telomeros se erosio-

nen en gran medida y, en consecuencia, hayan perdido sus funciones protectoras, lo que
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desencadena la entrada en crisis.

La telomerasa, una enzima ADN polimerasa especializada que agrega segmentos
de repeticion de telémeros a los extremos del ADN telomérico, esta casi ausente en las
células no inmortalizadas, pero se expresa a niveles funcionalmente significativos en
la gran mayoria de las células inmortalizadas espontaneamente ( ~ 90%), incluidas las
células cancerosas humanas. Al extender el ADN telomérico, la telomerasa es capaz
de contrarrestar la erosion progresiva de los teldémeros que de otro modo ocurriria en
su ausencia. La presencia de actividad de la telomerasa, ya sea en células inmortal-
izadas espontdneamente o en el contexto de células disenadas para expresar la enzima,
se correlaciona con una resistencia a la induccidn tanto de senescencia como de crisis
/ apoptosis; a la inversa, la supresion de la actividad de la telomerasa conduce al acor-
tamiento de los telémeros y a la activacion de una u otra de estas barreras proliferativas
(Hanahan and Weinberg, 2011).

Los niveles elevados de HSPs tienen una influencia considerable en este proceso.
Por ejemplo, se ha observado que Hsp82p, homologo de Hsp90 en levaduras, facilita
la unién de la telomerasa al ADN y favorece su funcién en levaduras (Toogun et al.,
2008), asi como también se ha determinado que la inmunofilina FKBPS51, proteina
fuertemente asociada a Hsp90, se encuentra sobreexpresada en multiples lineas celu-
lares tumorales, co-precipitan con hTERT y potencia la actividad de la telomerasa en
conjunto con Hsp90, que facilitaria la translocaciéon de FKBP51 al nticleo y su aso-
ciacion con hTERT (Lagadari et al., 2016; Zgajnar et al., 2019). Ademds, Hsp70 y
Hsp27 pueden bloquear las vias descendentes que van desde el acortamiento de los
telomeros hasta la senescencia mediante mecanismos que incluyen la inhibicién de la
capacidad de WT p53 para iniciar la via de la senescencia (O’Callaghan-Sunol et al.,
2007; Yaglom et al., 2007). Hsp72 inhibe tanto la via dependiente de pS3 desencade-
nada por la expresiéon de PI3K oncogénica como la via de senescencia independiente
de p53 inducida por la expresion del oncogén Ras (Gabai et al., 2009). De hecho, en
el modelo HER?2 / neu de carcinogénesis mamaria espontanea de raton, la inactivacion
de Hsp72 por recombinacién homodloga previno la formacién de tumores en el 100% de

los ratones debido al inicio de la senescencia (Meng et al., 2011).

1.2.6 Angiogénesis sostenida

El oxigeno y los nutrientes suministrados por la vasculatura son cruciales para la funcién
y la supervivencia de las células, lo que obliga a practicamente todas las células de un
tejido a residir dentro de los 100 um de un vaso sanguineo capilar. Una vez que los
tumores crecen y comienzan a invadir sus tejidos de origen, se alejan de la microcircu-
lacion. De hecho, se observa hipoxia pronunciada en muchos tumores macroscopicos

(Brown, 2007). Sin embargo, la mayoria de los tumores pueden ensamblar una especie
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de microcirculacion mediante angiogénesis de novo, a través de la deteccion de hipoxia
por los factores de transcripcion de la familia del factor inducible por hipoxia (HIF), y la
sintesis y liberacion de citocinas angiogénicas, como VEGF, que inducen la formacion
de nuevos vasos sanguineos estimulando la proliferacion de células endoteliales (Se-
menza, 2002; Eichhorn et al., 2007).

Durante la organogénesis, el suministro de oxigeno estd asegurado por el crec-
imiento coordinado de vasos y parénquima. Una vez que se forma un tejido, el crec-
imiento de nuevos vasos sanguineos, el proceso de angiogénesis, es transitorio y esta
cuidadosamente regulado. Por el contrario, durante la progresién del tumor, un “in-
terruptor angiogénico” casi siempre se activa y permanece encendido, lo que hace que
la vasculatura, normalmente inactiva, brote continuamente nuevos vasos que ayudan a
sostener los crecimientos neoplasicos en expansion (Hanahan and Folkman, 1996).

Resulta de interés mencionar que la senalizacion de VEGF estd mediada a través de
tres receptores tirosina quinasas (VEGFR-1-3) que a su vez, esta regulada en multiples
niveles, lo que lleva a que la expresion del gen VEGF pueda regularse positivamente
tanto por hipoxia como por sefalizacion oncogénica (Carmeliet, 2005). La capacidad
para inducir y mantener la angiogénesis parece adquirirse en un paso (o pasos) discretos
durante el desarrollo del tumor, a través de un “cambio angiogénico” de la quiescencia
vascular. HSF1 y las HSPs Hsp27, Hsp70 y Hsp90 pueden contribuir a la angiogénesis
a través del aumento de la expresion de HIF1, el acompafiamiento de los receptores de
VEGF y el aumento de la potencia de la senalizacion de VEGF (Colvin et al., 2014;
Thuringer et al., 2013; Shiota et al., 2010; Bruns et al., 2012) por lo que las mismas
resultan determinantes ya sea, en relacién a la resistencia celular ante la hipoxia y el
estrés celular como durante la induccion de la angiogénesis y la regulacion del “cambio

angiogénico”.

1.2.7 Invasion de tejidos y metastasis

Tarde o temprano, durante el desarrollo de la mayoria de los tipos de cancer humano, las
masas de tumores primarios generan células pioneras que se mueven, invaden los tejidos
adyacentes y, de ahi, viajan a sitios distantes donde pueden tener éxito en la fundacion
de nuevas colonias. Estos asentamientos distantes de células tumorales (metastasis) son
la causa del 90% de las muertes por cdncer en humanos (Sporn, 1996). La capacidad
de invasion y metdstasis permite a las células cancerosas escapar de la masa tumoral
primaria y colonizar un nuevo terreno en el cuerpo donde, al menos inicialmente, los
nutrientes y el espacio no son limitantes. Las metéstasis recién formadas entonces sur-
gen como amalgamas de células cancerosas y células de soporte normales reclutadas
del tejido huésped.

El proceso de multiples pasos de invasion y metdstasis se ha esquematizado como
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una secuencia de pasos discretos, a menudo denominada cascada de invasion-metéstasis
(Talmadge and Fidler, 2010). Esta representacion visualiza una sucesion de cambios
biolégicos celulares, comenzando con la invasion local, luego la intravasacion de las
células cancerosas en los vasos sanguineos y linfaticos cercanos, el transito de las
células cancerosas a través de los sistemas linfatico y hematégeno, seguido por el es-
cape de las células cancerosas de la luz de tales vasos en el parénquima de tejidos
distantes (extravasacion), la formacién de pequefios nédulos de células cancerosas (mi-
crometdstasis) y finalmente el crecimiento de lesiones micrometastasicas en tumores
macroscépicos. Las células epiteliales estdn estrechamente unidas en su ubicacion
apropiada a través de una serie de moléculas de unién y adhesién para formar teji-
dos estables y altamente organizados (Puliafito et al., 2017). Sin embargo, en alguna
etapa de la transformacion, las células transformadas se vuelven moviles, capaces de
migrar a través del tejido de origen e invadir las estructuras circundantes (Brabletz,
2012). Estas propiedades parecen implicar un cambio en el fenotipo, conocido como
transicion epitelio-mesenquimal Transicion Epitelio Mesenquimal (EMT), en el que
una célula epitelial puede perder su morfologia columnar caracteristicamente cuboide y
puede adoptar una apariencia mas fusiforme, comun a las células de un origen mesen-
quimatoso (Voutsadakis, 2016). La EMT subyacente es un cambio en la expresion de
genes marcadores epiteliales como E-cadhedrina, claudina y beta-catenina de superfi-
cie a marcadores mesenquimales, mds tipicamente vimentina, indicadores de un cambio
transcripcional orquestado por una serie de factores de transcripcion que pueden incluir
SNAIL, SLUG, TWIST o ZEBI, segtn el tipo de célula y el contexto (Brabletz, 2012).
La activacion de un programa EMT puede conferir a las células tumorales propiedades
relativamente moviles y resistentes a la MCP que, en tltima instancia, aumentan su po-
tencial para progresar a través del 6rgano de origen y permite reemplazar los tejidos nor-
males diferenciados. Este proceso suele ir acompaiiado de la secrecion de las células del
estroma tumoral, como los fibroblastos asociados a cancer (FAC), de factores de crec-
imiento y proteinas de la matriz extra-celular (ECM) que incluyen colagenos fibrilares,
que forman “vias de metdstasis” en el tejido. La produccion de enzimas remodeladoras
de ECM, como MMP2, por las propias células tumorales, o los FAC, permite luego el
paso de las células a través de la ECM y fuera del tejido local (Gascard and Tlsty, 2016;
Ma et al., 2019). Se ha demostrado que Hsp70 es esencial para la invasion y metdstasis
en los tumores mamarios de ratén (TMR) y en lineas mamarias humanas, lo que sugiere
un papel fundamental para la chaperona en este proceso (Gong et al., 2015; Kasioumi
etal.,2019). Estos eventos parecen implicar la expresion del oncogén c-MET, asi como
su ligando HGF, ya que el fosfo-MET, la forma activada de c-MET, estaba ausente de
los tumores TMR deficientes en Hsp72. Asimismo, se requiri6 una elevacion de Hsp27
para la invasion y metéstasis desencadenadas por HGF, y presumiblemente la activacion

de MET aguas abajo (Musiani et al., 2014; Pavan et al., 2014), asi como en otros mecan-
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ismos relacionados (Gibert et al., 2012). c-MET es un oncogén potente en muchos tipos
de células, y su dependencia de la expresion de HSPs para la activaciéon apunta a uno
de los mecanismos subyacentes a las funciones de las HSPs en el cancer (Organ and
Tsao, 2011). También se demostré que Hsp27 participa en el procesamiento de la met-
aloproteinasa 9 de la matriz (MMP9), un mediador clave de la invasion (Choi et al.,
2014a). La Hsp27 parece tener una importancia clave en varios pasos de la cascada
metastdsica, incluida la EMT, la metastasis y las células tumorales circulantes en el
cancer de prostata, lo que sugiere en general un papel versatil de las chaperonas en la
diseminacion secundaria del cancer (Shiota et al., 2013). La perturbacién de Hsp90
o Hsp70 interrumpe proteinas clave para la migracion y la invasion, incluidas FAK y
WASF3 (Budina-Kolomets et al., 2016; Liu et al., 2011; Teng et al., 2012). Las fun-
ciones de Hsp90 en las propiedades metastdsicas autonomas de las células tumorales,
como la migracién y la invasion, estdn mediadas por el acompafiamiento de una serie
de dianas, mas a menudo tirosina quinasas, incluidas Src y FAK (Liu et al., 2011; Teng
et al., 2012; Tsutsumi et al., 2009; Xiong et al., 2019).

Hasta ahora, el papel descripto de las HSPs es, por supuesto, como chaperonas
moleculares intracelulares, y hemos enumerado una serie de moléculas oncogénicas
dependientes de la sobreexpresion de HSPs, tanto en células tumorales como estroma-
les. Sin embargo, estd cada vez mas claro que las HSPs escapan de la célula en forma
libre y en exosomas para interactuar con los receptores en si mismos, en células adya-
centes del mismo linaje o en diferentes tipos de células (Lang et al., 2019). De forma
similar a muchas HSPs intracelulares, los niveles de produccién extracelular de varias
HSPs aumentan por las células cancerosas de diversos origenes y, en algunos casos, se
han relacionado con mayores grados de carga de enfermedad (Lang et al., 2019). Una
cuestion adicional clave para comprender las funciones de las HSPs en el cancer es la
importancia relativa de las HSPs intracelulares y extracelulares (Li et al., 2013; Calder-
wood, 2018). Cada una de las familias de genes HSPs contiene multiples paralogos,
algunos de los cuales podrian estar especializados para funciones extracelulares. En
el caso de Hsp90, que existe como dos pardlogos diferentes expresados en el citosol,
Hsp90-alfa (HSP9OAAT) y Hsp90-beta (HSP9OAB1), el primero parece especializado
para la secrecion extracelular, mientras que el segundo generalmente se retiene en las
células y parece mds importante en el plegamiento y limpieza de clientes dentro de la
célula (Li et al., 2013). La Hsp90 secretada juega un papel importante en la invasivi-
dad de las células cancerosas mediante la unién a los receptores de superficie como
LRP1 / CDO91 y la interaccién con la metaloproteasa 2 (MMP2) de la matriz en la su-
perficie celular para mediar la invasividad, la EMT y un fenotipo iniciador de tumor
(Lang et al., 2019). Curiosamente, los inhibidores de Hsp90 impermeables a las células

pueden bloquear estos procesos (Tsutsumi et al., 2008).
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1.2.8 Inestabilidad genomica

La adquisicién de los multiples sellos enumerados anteriormente depende en gran parte
de una sucesion de alteraciones en los genomas de las células neoplasicas. Representa-
dos de manera simple, ciertos genotipos mutantes confieren una ventaja selectiva a los
subclones de células, lo que permite su desarrollo y eventual dominio en un entorno de
tejido local. En consecuencia, la progresion del tumor en varios pasos puede describirse
como una sucesion de expansiones clonales, cada una de las cuales se desencadena por
la adquisicion fortuita de un genotipo mutante habilitante.

La extraordinaria capacidad de los sistemas de mantenimiento del genoma para de-
tectar y resolver defectos en el ADN asegura que las tasas de mutacion espontdnea sean
muy bajas durante cada generacién celular. En el curso de la adquisicién de los genes
mutantes necesarios para orquestar la tumorigénesis, las células cancerosas a menudo
aumentan las tasas de mutacion (Hanahan and Weinberg, 2011). Esta mutabilidad se
logra mediante una mayor sensibilidad a los agentes mutagénicos, mediante la ruptura
de uno o varios componentes de la maquinaria de mantenimiento genémico, o ambos.
Ademads, la acumulacion de mutaciones puede acelerarse comprometiendo los sistemas
de vigilancia que normalmente controlan la integridad gendmica y fuerzan a las células
dafiadas genéticamente a la senescencia o la apoptosis (Jackson and Bartek, 2009).

Una gama diversa de defectos que afectan a varios componentes de la maquinaria
de mantenimiento del ADN, a menudo denominados “cuidadores” del genoma (Kinzler
and Vogelstein, 1997), se han documentado. El catidlogo de defectos en estos genes
cuidadores incluye aquellos cuyos productos estan involucrados en 1) detectar dafios en
el ADN y activar la maquinaria de reparacion, ii) reparar directamente el ADN dafiado
e iii) inactivar o interceptar moléculas mutagénicas antes de que hayan dafiado el ADN
(Negrini et al., 2010; Ciccia and Elledge, 2010; Jackson and Bartek, 2009; Kastan,
2008).

Aunque los aspectos especificos de la alteracion del genoma varian drasticamente
entre los diferentes tipos de tumores, la gran cantidad de defectos de reparacién y man-
tenimiento del genoma que ya se han documentado en los tumores humanos, junto con
la abundante evidencia de una desestabilizacion generalizada del numero de copias de
genes y la secuencia de nucledtidos, nos persuaden de que la inestabilidad del genoma
es inherente a la gran mayoria de las células cancerosas humanas. Esto lleva, a su
vez, a la conclusion de que los defectos en el mantenimiento y reparacion del genoma
son selectivamente ventajosos y, por lo tanto, instrumentales para la progresion tu-
moral, aunque solo sea porque aceleran la velocidad a la que las células premalignas
en evolucion pueden acumular genotipos favorables. Como tal, la inestabilidad del
genoma es claramente una caracteristica habilitadora que estd asociada causalmente

con la adquisicion de capacidades distintivas.
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La inestabilidad del genoma puede producir la acumulacion de copias adicionales
de ADN, asi como otras alteraciones importantes como translocaciones cromosdmicas,
inversiones, deleciones, roturas de cadena simple y doble en el ADN y otros cambios
anormales en la estructura terciaria del ADN que pueden causar la expresion erronea
de genes. La respuesta al dafio del ADN (DDR) comprende rutas coordinadas desde
la deteccion de dafios en el ADN hasta la detencion del ciclo celular, la reparacién
del ADN o incluso la apoptosis (Jackson and Bartek, 2009). El término DDR com-
prende vias complejas que implican la deteccion del dafo, la activacion de las redes
de sefializacion y el punto de control del ciclo celular, y la reparacion del ADN o la
induccidn de la muerte celular (Ciccia and Elledge, 2010). Generalmente se distinguen
cinco mecanismos de reparacion del ADN: (a) reversion directa del dafio del ADN, (b)
reparacion de escision de bases (base escision repair o BER), (¢) reparacion de errores
de apareamiento (MMR), (d) reparacion por escision de nucleétidos (nucleotide esci-
sion repair o NER) y (e) recombinaciéon homdloga (homologous recombination o HR)
y Unién de extremos no homdélogos (non-homologous end joining o NHEJ). En este
sentido, es importante destacar que las HSPs han sido asociadas de forma directa a cada

uno de estos mecanismos (Sottile and Nadin, 2018) entre lo que destacamos:

e [a mutacién p53 ha sido identificada como un actor clave del contexto de estabil-
idad gendmica en el cancer. Se ha demostrado que tanto pS3 WT como mutado
comparten vias de promocion de tumores con HSF1, ya sea evitando la senes-
cencia inducida por tumores en tumores con p53 WT o alimentando un circuito
de retroalimentacion positiva donde mut p53 estimula las vias MAPK y PI3K —
AKT- mTOR, induciendo la fosforilacion de HSF1 en S326 y también interac-
tuando directamente con HSF1 activado aumentando su afinidad por la cromatina,
lo que permite una expresion mds eficiente de HSPs, lo que facilita que las células

se adapten al estrés proteotoxico (Toma-Jonik et al., 2019).

e Las HSPs no solo participan en el correcto plegado de la proteina p53 y en sus
vias de sefalizacion efectoras, sino también se ha demostrado que Hsp90, en
complejo con la inmunofilina FKPB52, actian de mediadores en el transporte de
p53 al nicleo, donde la p53 lleva a cabo la mayoria de sus funciones guardianas
(Galigniana et al., 2004).

e La interaccion entre CHK1 y Hsp90: Esta fue demostrada mediante inmunopre-
cipitacion. A su vez, se observo que el inhibidor de Hsp90, 17-AAG induce el
agotamiento de CHK1 y sensibiliza las células cancerosas a la gemcitabina (Ar-
lander et al., 2003).

e Dentro de la familia de las HSPs pequefias, HSPB1 estd vinculada con ATM,

donde favorece la reparacion de rupturas de doble cadena (Cosentino et al., 2011;
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Guttmann et al., 2013).

Se ha demostrado que ATR (sensor de dafio de ADN), es una proteina cliente de
Hsp90, la cual facilita el reclutamiento de ATR, CHK1 y 53BP1 a los sitios de
dafio del ADN, por lo que facilita la respuesta de reparacion del ADN (Ha et al.,
2011).

La metiltransferasa MGMT, capaz de detectar y corregir el dafio por alquilacién
del ADN se asocia fuertemente con Hsp90 (HSP9OAAT1 y HSP90AB1) (Tubbs
and Nussenzweig, 2017).

Se ha observado que HSPA1A se une a la endonucleasa APEX1 (HAP1 o APE1)
y potencia su actividad endonucleasa especifica de 10 a 100 veces (Kenny et al.,
2001). Por otro lado, estimula la reparacién mediada por Pol5 (Mendez et al.,
2003,2000) y se asocia con el complejo PARP1/XRCC1 en los dominios de unién
a BRCALI, protegiendo ambas proteinas y permitiendo la reparacion de rupturas
de simple cadena del ADN (Koroglou et al., 2009).

HSPB1 y MSH2 aumentan y co-localizan en células de glioma expuestas a temo-
zolomida (Castro et al., 2015). Ademéas, MLH1 y MSH?2 interactidan con HSPB1
y HSPA1A en células de cancer de colon humano (Sottile et al., 2015).

HSPBI1 estd involucrada en la escision del dafio del ADN inducido por la luz
ultravioleta donde la inhibicion de HSPB1 suprime el proceso de reparacion del
dafio del ADN por UVc (Wano et al., 2004). También se ha demostrado que
HSPB1 participa en este proceso al mantener las proteinas reparadoras de NER
en su estado correctamente plegado en E. coli (Zou et al., 1998). En esta misma
direccion, HSPA1A también ha sido asociada a la reparacion NER en células de

adenocarcinoma de pulmén (Niu et al., 2006).

HSPAT1A también parece estar involucrado en el proceso de reparacion del ben-
zopireno, donde se ha visto que co-localiza con las proteinas reparadoras XPA y
XPG, (Xiao et al., 2002; Yang et al., 2009; Duan et al., 2014).

Numerosas proteinas involucradas en la reparacion de rupturas de doble cadena
han sido descriptos como clientes de, o que interactiian con, proteinas HSPs como
por ej.: DNA-PK (Solier et al., 2012; Choi et al., 2014a), ku80 (Katsogiannou
etal.,2014b) ,RADS1 (Yao et al., 2007), BRCA1 (Stecklein et al., 2012), BRCA?2
(Noguchi et al., 2006), CHK1, complejo MRE11 / RAD50 / NBS1 (MRN) (Dote
et al., 2006), DCLREIB (Apollo o hSNMI1B) (Schmiester and Demuth, 2017;
Anders et al., 2009).
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e Diferentes inhibidores de Hsp90, como NVP-AUY922, NVP-BEP800 y 17-DMAG,
solos 0 en combinacién con radiacidn ionizante (RI), conducen a una radiosen-
sibilizacion de las lineas celulares tumorales. La inhibicion de HSP9OAA1 au-
menta las rupturas de doble cadena inducidas por RI y provoca un retraso en la
reparacion del dafio del ADN (Stingl et al., 2010).

Por toda la evidencia recogida, se hace evidente que las HSPs son cruciales para
estabilizar los componentes centrales de los mecanismos de reparacién del ADN. Los
niveles de expresion alterados de las HSPs podrian conducir a una deteccién deficiente,
asi como a una reparacion prematura del ADN dafiado.

Por otro lado, la respuesta al estrés térmico (HSR) mediada principalmente por
HSF1 est4 profundamente integrada con los sistemas de reparacion de dafios en el ADN
y la transcripcion de HSPs mediada por HSF1 permite el funcionamiento correcto de las
proteinas DDR y los oncogenes mutados que de otro modo serian no funcionales, alber-
gando un importante papel protector hacia las células de cancer hipermutantes (Sottile
and Nadin, 2018).

1.2.9 Inflamacion promotora de tumores

Los patdlogos han reconocido desde hace mucho tiempo que algunos tumores estin
densamente infiltrados por células de los sistemas innato y adaptativo del sistema in-
munoldgico y, por lo tanto, reflejan las condiciones inflamatorias que surgen en tejidos
no neoplasicos (Flier et al., 1986). Con el advenimiento de mejores marcadores para
identificar con precision los distintos tipos de células del sistema inmunoldgico, ahora
esta claro que practicamente todas las lesiones neoplésicas contienen células inmunes
presentes en densidades que van desde infiltraciones sutiles detectables solo con antic-
uerpos especificos del tipo celular hasta inflamaciones graves que son aparentes incluso
mediante técnicas de tincion histoquimica estandar (Pages et al., 2010).

Esta respuesta inmunitaria resulté paraddjica durante un largo tiempo, donde por
un lado, observdbamos que existia una respuesta inmune del organismo a la nueva pro-
gresion tumoral, donde el sistema inmunoldgico genera presion sobre el tumor, que a su
vez evoluciona para evadir la destruccion inmunitaria, pero por otro lado, se observaba
que en muchos casos, la respuesta inflamatoria local tenia el efecto paradéjico de mejo-
rar la tumorigénesis y la progresiéon. La inflamacion puede contribuir a multiples ca-
pacidades distintivas al suministrar moléculas bioactivas al microambiente tumoral, in-
cluidos factores de crecimiento que mantienen la sefializacion proliferativa, factores de
supervivencia que limitan la muerte celular, factores proangiogénicos, enzimas modifi-
cadoras de la matriz extracelular que facilitan la angiogénesis, la invasion y la metdastasis,
y sefales que conducen a la activacion de EMT y otros programas facilitadores de dis-
tintivos (Grivennikov et al., 2010; Qian and Pollard, 2010).

29



Es importante destacar que, en algunos casos, la inflamacion es evidente en las
primeras etapas de la progresion neoplésica y es demostrablemente capaz de fomen-
tar el desarrollo de neoplasias incipientes en canceres en toda regla (Qian and Pollard,
2010). Ademads, las células inflamatorias pueden liberar sustancias quimicas, en par-
ticular especies reactivas de oxigeno, altamente toxicas a nivel proteico y activamente
mutagénicas para las células cancerosas cercanas, acelerando su evolucion genética ha-
cia estados de malignidad intensificada (Grivennikov et al., 2010). Como tal, la infla-
macion puede considerarse una caracteristica habilitadora por sus contribuciones a la
adquisicion de capacidades distintivas centrales.

Las propiedades tumorigénicas de diferentes miembros extracelulares de HSPs han
sido implicados en la inmunomodulacion. Por ejemplo, se encontré que la Hsp72
exosdmica promueve la activacion de células supresoras mieloides a través de la unién
al receptor tipo toll-2 (TLR?2), estimulando la liberacion de IL-6 y la activacion sub-
siguiente de STAT3, promoviendo la invasion y migracion de células de carcinoma y la
angiogénesis (Chalmin et al., 2010).

Alternativamente, las HSPs extracelulares también pueden promover la inmunidad
tumoral (Figura 1.4) estabilizando los antigenos tumorales, estimulando los MAT para
que secreten citocinas inflamatorias y mediar en el procesamiento de antigenos por las
células presentadoras de antigeno (APC) (Calderwood et al., 2005).
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Fig. 1.4 Las células tumorales pueden modular el microambiente tumoral secretando HSPs. Se ha
identificado que las células de carcinoma derivadas de varios tejidos secretan HSPs en el espacio ex-
tracelular en forma soluble o dentro de exosomas. Las HSPs secretadas de las células tumorales pueden
modular la biologia y las funciones de otras células en el microambiente tumoral. Especificamente, se
ha demostrado que las HSPs secretadas modulan las actividades de las células supresoras mieloides, CD,
MAT, células asesinas naturales (NK), otras células de carcinoma vecinas y células endoteliales. Las
HSPs extracelulares pueden promover procesos tumorigénicos (enumerados en texto rojo). Alternativa-
mente, las HSPs extracelulares también pueden promover la inmunidad tumoral (enumeradas en texto
verde) al estabilizar los antigenos tumorales, estimular a los MAT para que secreten citocinas inflamato-
rias y mediar el procesamiento de antigenos por las células presentadoras de antigenos. Modificado de
Lang et al. (2019), creado con https://biorender.com/.

En esta direccion se observo que la Hsp27 esta presente en niveles elevados en el
liquido intersticial de los tumores de mama humanos, y se demostr6é que la diferen-
ciacién de monocitos humanos en macréfagos en presencia de Hsp27 soluble induce
propiedades tolerogénica y proangiogénica en los MAT (Banerjee et al., 2011).

Hsp27 también puede desempefiar un papel importante en la programacion del en-
torno extracelular mediante la activacion de la liberacion de IL1-beta, TNF-alfa, IL-
10, PGE2 y VEGF-A (Lang et al., 2019). Por tanto, la Hsp27 secretada puede influir
en la inmunidad tumoral y la angiogénesis, asi como en las funciones relacionadas a

metastasis mencionadas anteriormente.

1.2.10 Reprogramacion del metabolismo energético

La proliferacion celular crénica y a menudo incontrolada que representa la esencia de
la enfermedad neoplésica implica no solo el control desregulado de la proliferacion

celular, sino también los correspondientes ajustes del metabolismo energético con el fin
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de impulsar el crecimiento y la division de las células. En condiciones aerdbicas, las
células normales procesan la glucosa, primero a piruvato a través de la glucoélisis en el
citosol y luego en didxido de carbono en las mitocondrias; en condiciones anaerdbicas,
se favorece la glucdlisis y se envia relativamente poco piruvato a las mitocondrias que
consumen oxigeno. Otto Warburg observo por primera vez una caracteristica andmala
del metabolismo energético de las células cancerosas (Weinhouse et al., 1956; Hsu and
Sabatini, 2008) : incluso en presencia de oxigeno, las células cancerosas pueden repro-
gramar su metabolismo de la glucosa y, por lo tanto, su produccién de energia, al limitar
su metabolismo energético en gran parte a la glucoélisis, lo que lleva a un estado que se
ha denominado “glucdlisis aerdbica”.

La existencia de este cambio metabdlico en las células cancerosas se ha comprobado
en las décadas siguientes. Tal reprogramacion del metabolismo energético es aparente-
mente contradictorio, ya que las células cancerosas deben compensar la eficiencia ~
18 veces menor de produccion de ATP que proporciona la glucdlisis en relacion con la
fosforilacion oxidativa mitocondrial. Lo hacen en parte regulando al alza los transporta-
dores de glucosa, en particular GLUT1 , que aumenta sustancialmente la importacién
de glucosa al citoplasma (Jones and Thompson, 2009; DeBerardinis et al., 2008; Hsu
and Sabatini, 2008).

En este sentido, se ha demostrado que la alimentacion glicolitica estd asociada con
oncogenes activados (p. Ej., RAS , MYC ) y supresores de tumores mutantes (p. Ej.,
TP53 ) (DeBerardinis et al., 2008; Jones and Thompson, 2009), cuyas alteraciones en
las células tumorales se han seleccionado principalmente por sus beneficios al conferir
las capacidades distintivas de la proliferacion celular, evitar los controles citostaticos y
atenuar la apoptosis. Esta dependencia de la glucélisis puede acentuarse aun mas en las
condiciones hipdxicas que operan dentro de muchos tumores: el sistema de respuesta
a la hipoxia actda pleiotropicamente para regular al alza los transportadores de glu-
cosa y multiples enzimas de la via glucolitica (Semenza, 2010; Jones and Thompson,
2009; DeBerardinis et al., 2008). Por tanto, tanto la oncoproteina Ras como la hipoxia
pueden aumentar de forma independiente los niveles de los factores de transcripcion
HIF1a y HIF2q, que a su vez regulan al alza la glucdlisis (Semenza, 2010). El aumento
de la glucdlisis permite la desviacion de intermedios glucoliticos hacia diversas vias
biosintéticas, incluidas las que generan nucledsidos y aminoécidos; esto facilita, a su
vez, la biosintesis de las macromoléculas y orgdnulos necesarios para el ensamblaje de
las nuevas células que resultan de una proliferacion celular activa.

El metabolismo energético alterado estd demostrando estar tan extendido en las
células cancerosas como muchos de los otros rasgos asociados al cédncer que se han
aceptado como distintivos del cadncer. De hecho, la redireccién del metabolismo en-
ergético estd orquestada en gran medida por proteinas que estan involucradas de una

forma u otra en la programacion de las caracteristicas principales del cancer. Cuando
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se ve de esta manera, la glucdlisis aerdbica es simplemente otro fenotipo que estd pro-
gramado por oncogenes que inducen la proliferacion.

En este sentido, las HSPs, como se ha mencionado previamente, cumplen un rol
fundamental en la adaptacion de las células a un medio 4cido e hipdxico, que altera no-
tablemente el paisaje energético de plegamiento proteico. Independientemente de este
factor preponderante, también se ha demostrado que niveles elevados tanto de Hsp90
como de Hsp70 reducen la fosforilacion oxidativa y aumentan la glucdlisis aerdbica en
las células tumorales, lo que implica un rol potenciador de las HSPs en relacion a este
metabolismo (Xu et al., 2017; Wang et al., 2012).

1.2.11 Evasion de la destruccion inmunologica

El céncer se caracteriza por la acumulacién de un nimero variable de alteraciones
genéticas y la pérdida de los procesos reguladores celulares normales (Hanahan and
Weinberg, 2011). Se sabe desde hace mucho tiempo que estos eventos dan como resul-
tado la expresion de neoantigenos o antigenos de diferenciacion, que pueden conducir
a la presentacion de péptidos unidos a moléculas del complejo mayor de histocompat-
ibilidad clase I (MHCI) en la superficie de las c€lulas cancerosas, distinguiéndolas de
sus contrapartes normales. Desde el trabajo de Boon et al. (1994), hemos sabido que
estos complejos de péptido-MHCI especificos del cidncer pueden ser reconocidos por
células T CD8 + reclutadas en los tumores de pacientes con cancer (Boon et al., 1994).
Sin embargo, incluso cuando se produjeron respuestas de células T, raras veces propor-
cionan inmunidad protectora donde la eliminacién continua de células cancerosas que
expresan dianas de células T (edicién inmunitaria) puede permitir la seleccion clonal de
células con la capacidad de evitar los ataques de parte de las células inmunes (Hanahan
and Weinberg, 2011). A pesar de estos hallazgos, los resultados recientes del cancer
humano han demostrado que la superacion de los reguladores negativos de las respues-
tas de las células T en los 6rganos linfoides (puntos de control) y en el lecho tumoral
(funcién del inmunostato) probablemente explique el fracaso de la proteccion inmu-
nitaria en muchos pacientes (Mullard, 2013). Los factores en el microambiente del
tumor pueden actuar para modular la respuesta inmune de las células T antitumorales
activadas existentes , actuando como un redstato inmune o “inmunostato”. Esta clase
de moléculas, incluidas las interactuantes PD-L1 y PD -1 (Chen et al., 2012; Topalian
et al., 2012), enfatiza que la respuesta inmune en el cancer refleja una serie de eventos
cuidadosamente regulados.

Para que una respuesta inmunitaria contra el cancer conduzca a la destruccién eficaz
de las células cancerosas, se debe iniciar una serie de eventos escalonados y permitir
que prosiga y se expanda de forma iterativa. Lo que se ha referido como el ciclo de in-

munidad al cancer (Chen and Snyder, 2013). En el primer paso, los neoantigenos crea-
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dos durante la oncogénesis son liberados y capturados por CD para su procesamiento
(paso 1). Para que este paso produzca una respuesta de células T contra el cancer,
debe ir acompanado de sefiales que especifiquen la inmunidad para que no se induzca
la tolerancia periférica a los antigenos tumorales. Tales sefiales inmunogénicas pueden
incluir citocinas pro inflamatorias y factores liberados por células tumorales moribun-
das. A continuacion, las CD presentan los antigenos capturados en las moléculas MHCI
y MHCII a las células T (paso 2), lo que da como resultado el cebado y la activacién
de las respuestas de las células T efectoras contra los antigenos especificos del cancer
(paso 3) que se consideran extranos o contra los cuales la tolerancia ha sido incompleta.
La naturaleza de la respuesta inmune se determina en esta etapa, siendo clave para el
resultado final un equilibrio critico que representa la proporcion de células efectoras T
versus células reguladoras T. Finalmente, las células T efectoras activadas se trasladan
(paso 4) e infiltran el lecho tumoral (paso 5), reconocen especificamente y se unen a
las células cancerosas a través de la interaccion entre su receptor de células T (RCT)
y su antigeno afin unido a MHCI (paso 6) y mata la célula cancerosa diana (paso 7).
La muerte de la célula cancerosa libera antigenos adicionales asociados al tumor (paso
1 nuevamente) para aumentar la amplitud y profundidad de la respuesta en las revolu-
ciones posteriores del ciclo. En pacientes con céncer, el ciclo de inmunidad al céncer
no funciona de manera 6ptima. Es posible que no se detecten los antigenos tumorales,
las CD y las células T pueden tratar los antigenos como propios en lugar de extrafos,
creando asi respuestas de células reguladoras T en lugar de respuestas efectoras, las
células T pueden no vivir adecuadamente en los tumores, pueden no lograr infiltrarse
en el tumor o (quizds lo mds importante) factores en el microambiente tumoral pueden
suprimir las células T efectoras que intentan destruir las células tumorales (Motz and
Coukos, 2013).

Las HSPs desempefian funciones poderosas, aunque a menudo ambiguas, en la in-
munidad tumoral (Calderwood et al., 2016). Debido a su capacidad para unirse a un
amplio espectro de secuencias de péptidos, se han utilizado para preparar vacunas efi-
caces contra el cancer, en las que los antigenos tumorales se unen a las HSPs, que
luego pueden dirigirlos para su procesamiento por APC, como las CD (Murshid et al.,
2010; Gao et al., 2008; Ciocca et al., 2012, 2007). Sin embargo, no estd claro si
las HSPs intrinsecas de las células tumorales son caracteristicamente inmunogénicas
o inmunosupresoras. TGF-3 y CXCL12 parecen modular las poblaciones relativas de
linfocitos que se infiltran en el tumor y sus respectivas actividades; esto ha sido de-
mostrado por estudios que muestran el bloqueo de TGF-8 o CXCL12 para potenciar
las respuestas tumorales a bloqueos de puntos de control inmunes en multiples mode-
los tumorales (Chen et al., 2019; Sharma and Allison, 2015; Mariathasan et al., 2018;
Sow et al., 2019). Por lo tanto, se ha propuesto la hipétesis de que la activacion del

mecanismo mediado por HSF1, TGF-3 y CXCL12 suprime la inmunidad antitumoral
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y podria suponer un blanco terapéutico en el cancer (Lang et al., 2019). Ademads, se
sabe que las HSPs pueden liberarse de las células tumorales y pueden influir en el com-
portamiento de las células adyacentes (Mambula and Calderwood, 2006). Gran parte
de la Hsp70 o Hsp90 liberada por las células tumorales estd contenida en particulas
exosomales (Eguchi et al., 2018), y se ha demostrado que los exosomas que contienen
Hsp72 pueden producir inmunosupresion (Chalmin et al., 2010; Diao et al., 2015). Por
lo tanto, la mayoria de la evidencia apunta a un papel inmunorregulador de las HSPs
liberadas desde tumores y células estromales en condiciones basales. Sin embargo, en
el contexto de la terapia citotdxica, la sobreexpresion de Hsp70 en el tejido tratado
conduce a una inmunidad profunda y especifica del tumor a través de la expresion in-
ducida de IL-6 (Kottke et al., 2009, 2007). Por tanto, es probable que los efectos de las
HSPs extracelulares sobre la inmunidad dependan en gran medida del contexto. La fa-
milia HSP70 es extensa y se ha informado de que varios miembros de la familia HSP70
son secretados por células tumorales (Mambula and Calderwood, 2006; Santos et al.,
2017). La evidencia actual indica que la Hsp70 extracelular puede promover procesos
tumorigénicos o tener actividades limitantes de tumores, y puede ser dirigida o utilizada
para potenciar las respuestas tumorales al tratamiento (Gobbo et al., 2016; Cordonnier
et al., 2017). Las actividades limitantes de la actividad tumoral de las Hsp70 descritas
hasta la fecha han implicado principalmente varios métodos para estimular la inmu-
nidad tumoral. Por ejemplo, los exosomas derivados de tumores positivos para Hsp70
promovieron la actividad de las células citoliticas natural killer (NK) hacia las células
tumorales de una manera dependiente de Hsp70 (Gastpar et al., 2005). Las HSPs ex-
tracelulares también pueden promover la inmunidad tumoral facilitando las funciones
de las CD mediante la estabilizacion de los antigenos tumorales y mejorando el proce-

samiento de los antigenos tumorales por las CD.

1.3 Cancer de mama

El CM es una enfermedad extendida en todo el mundo, presenta més de 1,6 millones
de casos nuevos y mds de 500.000 muertes anuales a nivel mundial (Bray et al., 2018).
En Argentina, segun las estimaciones de incidencia del Observatorio Global de Cancer
de la OMS (Bray et al., 2018), el cancer de mama es el de mayor magnitud en cuanto a
ocurrencia para 2018: con un volumen de méas de 21.000 casos al afio, representando el
17% de todos los tumores malignos y casi un tercio de los cdnceres femeninos, lo que
significa una tasa de 73 casos por cada 100.000 mujeres.

En particular, en el 2018 se registraron 6.049 defunciones por CM, lo que representd
el 20% del total de las defunciones por céncer en el sexo femenino en Argentina, lo que
ubica al CM como el principal responsable de muerte por cancer en mujeres, seguido a

lo lejos por el cancer colorrectal, responsable de un 11,3% de las muertes por cancer en
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mujeres (Ministerio de Salud y Desarrollo Social de la Nacion (Argentina), 2019b).

Particularmente en la provincia de Mendoza entre el 2001 y el 2013 hubieron 3307
defunciones a causa de la enfermedad (Ramirez et al., 2015) , siendo Mendoza la se-
gunda provincia con mas mortalidad asociada al CM con una tasa de mortalidad ajus-
tada por edad de 20,5 cada 100.000 mujeres (Ministerio de Salud y Desarrollo Social
de la Nacion (Argentina), 2019a).

El CM es una enfermedad altamente heterogénea desde el punto de vista clinico,
genético y molecular. Histéricamente, el CM se ha categorizado segun criterios histo-
morfoldgicos en carcinoma ductal invasivo (CDI), carcinoma lobulillar invasivo (CLI)
y otros subtipos menos comunes (World Health Organization (WHQO)). En la mayoria
de los centros médicos, a la hora de evaluar una neoplasia mamaria, se utiliza un es-
quema de clasificacién de 3 niveles con respecto al patrén de crecimiento, el grado
nuclear y la actividad proliferativa para subdividir ain mas estos subtipos (ELSTON
and ELLIS, 1991). Ademas, se lleva a cabo un andlisis inmunohistoquimico del RE,
receptor de progesterona (RP) y la expresion de HER?2 para determinar si los pacientes
califican para la terapia adyuvante y, en nuestro medio, se utiliza el marcador nuclear
Ki-67 para distinguir tumores altamente proliferantes que necesitan de un tratamiento
mas agresivo.

Aparte de lo criterios histolégicos y moleculares, se incorpora en la evaluacion del
paciente informacion clinica de relevancia que incluye la edad, estado menopdusico,
antecedentes familiares y patoldgicos, y finalmente, para estadificar la enfermedad, se
incorporan conocimientos del tamaiio del tumor (T), la cantidad de nédulos linfoides
afectados (N) y la presencia o no de metdstasis (M). Lo que nos permite realizar una
evaluacion integral de las caracteristicas tanto clinicas de la paciente como de la identi-
dad molecular del tumor en estudio (Cardoso et al., 2019).

Este estudio detallado del paciente y del tumor, permite establecer diferentes al-
ternativas de tratamiento que pueden variar de acuerdo a la combinacién particular de
variables que presente cada paciente. Asi, en lineas generales, los pacientes pueden
recibir cirugias mas o menos conservadoras, terapias hormonales, diferentes tipos de
quimioterapias adyuvantes o neo-adyuvantes, esquemas variados de radioterapia local
y de acuerdo a la evolucién de la paciente y sus caracteristicas iniciales, también difer-

ente seguimiento y control (Cardoso et al., 2019)(Figura 1.5.
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Fig. 1.5 Algoritmo terapéutico en el cancer de mama.Esquema de decisiones terapéuticas de acuerdo
a las preferencias de la paciente, el estadio tumoral y al fenotipo molecular del tumor. Fenotipo agresivo:
Tumores triple negativos o HER2. Modificado de Cardoso et al. (2019).

Desde el punto de vista molecular, el CM es una enfermedad altamente heterogénea
que posee diferentes clases de mutaciones en el ADN, inserciones/deleciones, re-arreglos
cromosémicos y alteraciones en el nimero de copias que condicionan de forma difer-
encial el comportamiento tumoral, el prondstico de los pacientes y por ende, las es-
trategias terapéuticas (Koboldt et al., 2012)(Figura 1.6. El advenimiento de los chips de
ADN (’microarrays’) y las nuevas técnicas de secuenciacion génica de alto rendimiento
(’Next Generation Sequencing’ o NGS) permiten el estudio integral del CM teniendo en
cuenta cambios genéticos y epigenéticos asocidndolos a variables clinicas de interés en

la practica médica.
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Fig. 1.6 Eleccion del tratamiento sistémico (neo)-adyuvante de acuerdo a la expresion de marcador
tumorales y los subtipos intrinsecos de CM. Modificado de Cardoso et al. (2019).
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1.3.1 Evaluacion de la expresion génica

En los ultimos afos, se han utilizado microarrays de ADN para clasificar los carcinomas
de mama invasivos independientemente de los criterios histomorfoldgicos e inmunohis-
toquimicos. Los microarrays de ADN representan una tecnologia en la que el ARN se
extrae de una muestra de tumor, se transcribe en ADNc y se hibridan en pocillos recu-
biertos con secuencias de ADN/ARN que representan genes distintos. Con ayuda del
marcaje de fluorescencia, los niveles de expresion génica se determinan en relacién con
una referencia normal pudiéndose estimar la expresion relativa de miles de genes en
una muestra tumoral (Peppercorn et al., 2008).

De forma alternativa, en los ultimos afios se ha hecho cada vez mas frecuente el
uso de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS), donde, al igual
que durante la técnica de microarrays, el ARN se extrae de una muestra biologica y
se retrotranscribe a ADNc, luego estas moléculas se fragmentan a través de métodos
enzimadticos o fisicos y dichos fragmentos son ligados a diferentes adaptadores que
permiten su union a los pocillos presentes en las celdas de flujo (flowcell’ donde se
deposita la muestra a amplificar. Una vez que los diferentes fragmentos de ADNCc se fi-
jaron en los diferentes pocillos de la celda los diferentes fragmentos se amplifican en un
proceso denominado “amplificacion en puente” que genera millones de conglomerados
de moléculas de ADN que luego seran secuenciadas en paralelo mediante un proceso
de “secuenciacion por sintesis”. Brevemente, durante este proceso, nucledtidos mar-

cados mediante fluorescencia se van agregando de forma secuencial a los fragmentos
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de DNA en las celdas del aparato, que mide la emision luminica en cada uno de los
conglomerados durante la agregacion secuencial de nucledtidos de forma masiva y par-
alela, lo que se traduce en una ’lectura’ de la secuencia de nucleétidos correspondiente
a cada uno de los pocillos. En este paso comienza el flujo bioinformatico de las lecturas
donde se alinean las diferentes secuencias obtenidas contra un genoma de referencia (el
genoma humano en este caso), y mediante algoritmos especificos se cuentan la canti-
dad de lecturas obtenidas para cada uno de los genes del genoma humano en un proceso

denominado ’alignment and quantification’ (Figura 1.7).
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Fig. 1.7 Proceso de cuantificacion de ARNm mediante técnica de RNA-Seq. Para cuantificar los difer-
entes transcriptos de ARNm que posee una muestra primero se procede a diseccionar y homogeneizar
el tejido a analizar. Posteriormente se extrae el ARN total y se aisla el ARNm mediante la seleccién de
transcriptos con extremos Poly-A. Los ARNm son fragmentados y retro-transcriptos a ADNc, los cuales
son acoplados a adaptadores especificos que permiten su fijado en las celdas de flujo (flowcell’) del se-
cuenciador. Una vez fijados los fragmentos en la flowcell, se procede a la formacién de conglomerados
de transcriptos mediante el proceso de amplificacién en puente. Posteriormente, una vez formados los
conglomerados de transcriptos, se inicia la secuenciacién por sintesis, donde nucleétidos fluorescentes
son incorporados de forma secuencial a las hebras de ADN fijadas en las celdas, lo cual produce una
excitacion luminica que es captada por el secuenciador, que luego traduce dicha informacién en una se-
cuencia de nucleé6tidos. Una vez obtenida la secuencia de cada uno de los fragmentos analizados, estos
se alinean a un genoma de referencia y se cuentan la cantidad de copias obtenidas para cada uno de los
genes del genoma humano. Modificado de Momand et al. (2016)

1.3.2 Los subtipos intrinsecos del cancer de mama

En un trabajo cardinal,Perou et al. (2000) emple6é microarrays de ADN para la inves-

tigacion del perfil molecular de un colectivo de 65 muestras quirtirgicas de tumores
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