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Resumen 
Identificación de biomarcadores asociados a la progresión del cáncer de próstata 

El cáncer de próstata es la enfermedad oncológica más diagnosticada y la tercera causa de muerte por cáncer 

en la población masculina de Argentina, mientras que a nivel mundial es la segunda en incidencia y la quinta 

causa de muerte por cáncer en hombres. Presenta un amplio espectro de manifestaciones clínicas; cuando se 

encuentra localizado es mayoritariamente curable pero, al expandirse a tejidos extraglandulares, el pronóstico 

de cura disminuye drásticamente, teniendo a las metástasis óseas como principal causa de muerte. 

Las células metastásicas de los tumores prostáticos presentan tropismo preferencial por el hueso, sitio en el 

cual se establecen aproximadamente el 90% de sus tumores metastásicos. Allí, las células tumorales 

interactúan con el microambiente óseo y provocan un desbalance en el proceso fisiológico de remodelación, 

que requiere una actividad perfectamente coordinada entre los osteoclastos y los osteoblastos para llevar 

adelante la degradación y la formación de tejido óseo de manera equilibrada. Si bien se demostró que las 

células óseas liberan factores que favorecen el crecimiento y la sobrevida de las células tumorales prostáticas 

y que esa interacción, a su vez, promueve la progresión metastásica, aún no se conoce por completo la 

naturaleza molecular de ese diálogo entre ambos tipos celulares.  

En la actualidad, a pesar de ser posible la detección temprana de los tumores prostáticos, continúa siendo un 

desafío poder predecir con precisión el riesgo de progresión y, por ende, determinar el tipo de tratamiento 

adecuado para cada paciente en particular. Al momento del diagnóstico, el predictor de referencia es la 

estadificación desarrollada por la Sociedad Internacional de Patología Urológica (ISUP), que se basa en la 

puntuación histológica de Gleason. El puntaje ISUP ofrece mejoras respecto de la puntuación de Gleason 

original; sin embargo, no resulta suficiente para pronosticar con certeza el curso de la enfermedad en una alta 

proporción de pacientes, siendo necesario encontrar nuevos biomarcadores que permitan agregar valor 

predictivo a los parámetros clínico-patológicos ya utilizados. 

En los últimos años, cobró mayor relevancia el estudio de las vesículas extracelulares, evidenciándose que 

están involucradas en las diferentes etapas de la progresión tumoral. En particular, los exosomas son un tipo 

de vesículas extracelulares pequeñas con biogénesis endocítica, que están presentes en los fluidos corporales 

y suelen ser un reflejo de sus células de origen. El contenido de estas vesículas incluye proteínas, lípidos, ADN 

y distintos ARNs. En consecuencia, los exosomas emergen como potenciales nuevos biomarcadores de 

diagnóstico, pronóstico y seguimiento de la enfermedad a través de métodos poco invasivos como las biopsias 

líquidas. 

Con estos antecedentes, se planteó la hipótesis que los tumores prostáticos liberan exosomas que transportan 

biomoléculas que acondicionan el nicho metastásico óseo. Por lo tanto, el objetivo general de esta tesis fue 

estudiar la comunicación intercelular entre las células tumorales prostáticas y las células óseas, centrándose 

en la comunicación a través de vesículas símil exosomas (ELVs, exosome-like vesicles), e identificar mecanismos 

moleculares involucrados en esta interacción intercelular. 

Empleando un ensayo de co-cultivo indirecto entre células tumorales prostáticas PC3 y células precursoras 

óseas MC3T3 (preosteoblásticas) o Raw264.7 (preosteoclásticas), se pudo evidenciar un potencial tráfico de 

vesículas extracelulares desde las células PC3 hacia las células óseas. Luego, se procedió a aislar estas vesículas 

a partir de medios condicionados de mono-cultivos de PC3; las cuales pudieron ser caracterizadas como ELVs 

mediante microscopía electrónica de transmisión, citometría de flujo y Western Blot. Posteriormente, se 

incubaron las células precursoras óseas (MC3T3 o Raw264.7) con las vesículas aisladas de PC3, observándose 

cambios morfológicos y en el perfil transcripcional.  



Además, se realizó un análisis bioinformático a partir de datos transcriptómicos de repositorios públicos 

(GSE109356, GSE117744 y GSE35813) en los que se analizó el contenido de microARNs (miRNAs) de ELVs de 

PC3. Se determinó cuáles eran los 100 miRNAs más abundantes en cada conjunto de datos y se identificaron 

los 16 miRNAs comunes a los tres conjuntos. El análisis de ontología génica de los 16 miRNAs junto con sus 

ARNs mensajeros (mRNAs) blanco, determinó que se encuentran asociados a inflamación, regeneración ósea, 

transición epitelio-mesenquimal, adhesión celular y vías de señalización en cáncer, entre otras. También se 

evaluó el contenido de ARNs de las ELVs derivadas de PC3 por arrays de expresión, focalizando el estudio en 

los 30 lncRNAs más abundantes, cuyos mRNAs blanco se encuentraron involucrados en vías relacionadas con 

modificaciones de la cromatina, regulación de la transcripción y la traducción, degradación del ARN, 

proteólisis, diferentes tipos de uniones intercelulares, adhesión celular y procesos metabólicos, entre otros. 

Por otro lado, se analizaron datos transcriptómicos de vesículas extracelulares aisladas de plasma de pacientes 

con cáncer de próstata y de hombres sanos (GSE71008). Al comparar la abundancia de los ARNs contenidos 

en las vesículas de ambos grupos, se encontraron 6 ARNs no codificantes largos (lncRNAs), 9 miRNAs y 15 

mRNAs con abundancia diferencial. Además de ser candidatos interesantes a biomarcadores de diagnóstico 

de la enfermedad, se observó que estos ARNs están involucrados en múltiples procesos de gran importancia 

en el hueso, sugiriendo un rol de estas vesículas extracelulares en la preparación del nicho metastásico óseo. 

Para evaluar si también podrían tener utilidad como indicadores de progresión de la enfermedad, se utilizaron 

los datos de 482 tumores primarios de TCGA-PRAD, encontrando una firma de lncRNAs y mRNAs que presenta 

una asociación significativa con el tiempo de sobrevida libre de progresión de los pacientes y permite 

aumentar el valor predictivo del sistema de estadificación ISUP para determinar el riesgo de progresión de 

cada paciente. 

En síntesis, este trabajo permitió ampliar el conocimiento sobre los efectos de las ELVs derivadas de células 

tumorales prostáticas PC3 sobre las células óseas y el rol que podrían tener en la preparación del nicho 

metastásico. También se identificaron perfiles de ARNs que permitirían mejorar el diagnóstico y agregar valor 

predictivo al parámetro de referencia utilizado para la predicción del riesgo de progresión del cáncer de 

próstata. 
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Abstract 
Identification of biomarkers associated with prostate cancer progression 

Prostate cancer is the most diagnosed oncological disease and the third leading cause of cancer-related death 

in the Argentinian male population, while worldwide it is the second in incidence and the fifth leading cause 

of cancer-related death in men. It has a wide spectrum of clinical presentations; when localised it is mostly 

curable but, when it spreads to extraglandular tissues, cure prognosis decreases dramatically, being bone 

metastases the main cause of death. 

Metastatic prostate cancer cells have preferential tropism for the bone, where approximately 90% of their 

secondary tumours are established. There, tumour cells interact with the bone microenvironment and cause 

a disruption in the physiological remodelling process, which requires perfectly coordinated activity between 

osteoclasts and osteoblasts to carry out the degradation and formation of the bone tissue in a balanced 

manner. Although it has been demonstrated that bone cells release factors that promote prostate tumour 

cells growth and survival and that this interaction, in turn, promotes metastatic progression, the molecular 

nature of this dialogue between the two cell types is not yet completely understood. 

At the moment, despite early detection of prostate tumours being possible, it remains a challenge to 

accurately predict the progression risk and thus to determine the appropriate treatment for each patient. At 

diagnosis, the reference predictor is the staging developed by the International Society of Urological Pathology 

(ISUP), which is based on the histological Gleason score. It offers improvements over the original Gleason 

score; however, it is not sufficient to predict with certainty the course of the disease in a high proportion of 

patients, being necessary to find new biomarkers in order to add predictive value to the clinico-pathological 

parameters available. 

In recent years, the study of extracellular vesicles has become more relevant, evidencing that they are involved 

in the different stages of tumour progression. In particular, exosomes are a type of small extracellular vesicles 

with endocytic biogenesis, which are present in body fluids and are usually a reflection of their cells of origin. 

These vesicles contain proteins, lipids, DNA and various RNAs. Consequently, exosomes emerge as potential 

new biomarkers for diagnosis, prognosis and monitoring of the disease through minimally invasive methods 

such as liquid biopsies. 

Based on the hypothesis that prostate tumours release exosomes that prepare the bone metastatic niche by 

transporting certain biomolecules, the general aim of this thesis was to study the intercellular communication 

between prostate tumour cells and bone cells, focusing on the communication through exosome-like vesicles 

(ELVs), and to identify molecular mechanisms involved in this intercellular interaction. 

Using an indirect co-culture assay between PC3 prostate tumour cells and MC3T3 (preosteoblastic) or 

Raw264.7 (preosteoclastic) bone precursor cells, a potential trafficking of extracellular vesicles from PC3 cells 

into bone cells was evidenced. These vesicles were then isolated from the conditioned medium of PC3 mono-

cultures and characterised as ELVs by transmission electron microscopy, flow cytometry and Western Blot. 

Subsequently, bone precursor cells (MC3T3 or Raw264.7) were incubated with these PC3-derived vesicles and 

changes in their morphology and their transcriptional profile were observed.  

Furthermore, a bioinformatics analysis was performed on transcriptomic data from public repositories 

(GSE109356, GSE117744 and GSE35813) in which the microRNAs (miRNAs) content of PC3-derived ELVs was 

analysed. The 100 most abundant miRNAs in each dataset were determined and the 16 miRNAs common to 

all three datasets were identified. Gene ontology analysis of the 16 miRNAs together with their target 

messenger RNAs (mRNAs) determined that they are associated with inflammation, bone regeneration, 



epithelial-mesenchymal transition, cell adhesion and signalling pathways in cancer, among others. The RNA 

content of PC3-derived ELVs was also evaluated by expression arrays, focusing the study on the 30 most 

abundant lncRNAs, whose target mRNAs were involved in pathways related to chromatin modifications, 

transcription and translation regulation, RNA degradation, proteolysis, different types of intercellular 

junctions, cell adhesion and metabolic processes, among others. 

On the other side, transcriptomic data from extracellular vesicles isolated from plasma of prostate cancer 

patients and healthy men (GSE71008) were analysed. By comparing the abundance of RNAs contained in the 

vesicles of both groups, 6 long non-coding RNAs (lncRNAs), 9 miRNAs and 15 mRNAs were found to have 

differential abundance. In addition to being interesting candidates for diagnostic biomarkers of the disease, 

these RNAs were found to be involved in multiple important processes in the bone, suggesting a role for these 

extracellular vesicles in the preparation of the bone metastatic niche. To assess whether they could also be 

useful as indicators of disease progression, we used data from 482 primary tumours from TCGA-PRAD, finding 

a signature of lncRNAs and mRNAs that has a significant association with progression-free survival time of 

patients and allows to increase the predictive value of the ISUP staging system to determine the risk of 

progression of each patient. 

In summary, this work has broadened the knowledge about the effects of PC3 prostate tumour-derived ELVs 

on bone cells and the role they may play in preparing the metastatic niche. RNA profiles were also identified 

to improve diagnosis and add predictive value to the reference parameter used for prostate cancer 

progression risk prediction. 
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!ōǊŜǾƛŀǘǳǊŀǎ 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

ADP Adenosina difosfato 

ADT Terapia de privación de andrógenos 

AGO2 Argonauta 2 

ALIX Proteína X de interacción con ALG2  

ALP Fosfatasa alcalina 

AR Receptor de andrógenos 

ARN Ácido ribonucleico 

ATF4 Factor activador de la transcripción 4 

AUC Área bajo la curva 

BMP Proteína morfogenética del hueso 

BSP Sialoproteína de hueso 

CAF Fibroblasto asociado a cáncer 

CFSE  Éster de succinimidil-carboxifluoresceína 

cirRNA ARN circular 

COL1A1 Colágeno de tipo I 

CRPC Cáncer de próstata resistente a la castración 

CXCR4 Receptor de quemoquinas C-X-C tipo 4 

DHT Dihidrotestosterona 

DKK1 Dickkopf 1 

DLX5 Distal-Less Homeobox 5 

ELV Vesícula símil exosoma 

ESCRT Complejo de clasificación endosómica requerido para el transporte 

ET1 Endotelina 1 

FasL Ligando de Fas 

FGF Factor de crecimiento de fibroblastos 

FN Fibronectina 

GLI2 Oncogén asociado a glioma 2 

GM Gangliósido 

ILCмʰ CŀŎǘƻǊ ƛƴŘǳŎƛōƭŜ ǇƻǊ ƘƛǇƻȄƛŀ мʰ 

HR Hazard Ratio 

HSC Célula madre hematopoyética 

Hsp Proteína de choque térmico 

IC Intervalo de confianza 

ICAM Molécula de adhesión intracelular 

IGF Factor de crecimiento símil insulina 

IL Interleuquina 

ISUP Sociedad Internacional de Patología Urológica  

lncRNA ARN no codificante largo 

LPA Ácido lisofosfatídico 

M-CSF / CSF-1 Factor estimulante de colonias de macrófagos  

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad 

miRNA micro ARN 

MMP Metaloproteinasa de matriz 

MRE Elemento de respuesta a miRNAs 
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mRNA ARN mensajero 

MSC Célula madre mesenquimal 

MVB Cuerpo multivesicular 

NF-ˁ. CŀŎǘƻǊ ƴǳŎƭŜŀǊ ˁ . 

OCN  Osteocalcina 

ON Osteonectina 

OPG Osteoprogeterina 

OPN Osteopontina 

ORF Marco abierto de lectura 

OSX Osterix 

PC Fosfatidilcolina 

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas  

PE Fosfatidiletanolamina 

PFS Sobrevida libre de progresión 

PI Fosfatidilinositol 

pre-miRNA Precursor de miRNA 

pri-miRNA miRNA primario 

PS Fosfatidilserina 

PSA Antígeno prostático específico  

PTHrP  Proteína relacionada con la hormona paratiroidea 

RANK Receptor activador del factor nucleŀǊ ˁ .  

RANKL [ƛƎŀƴŘƻ ŘŜƭ ǊŜŎŜǇǘƻǊ ŀŎǘƛǾŀŘƻǊ ŘŜƭ ŦŀŎǘƻǊ ƴǳŎƭŜŀǊ ˁ .  

RISC Complejo de silenciamiento inducido por ARN  

RNAseq Secuenciación del ARN 

rRNA ARN ribosomal 

RUNX2 Factor de transcripción 2 de la familia RUNX 

SNARE Receptor de proteínas de fijación soluble de NSF  

snoRNA ARN nucleolar pequeño 

snRNA ARN nuclear pequeño 

TF Factor de transcripción 

TfR Receptor de transferrina 

TGF-  ̡ CŀŎǘƻǊ ŘŜ ŎǊŜŎƛƳƛŜƴǘƻ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀƴǘŜ ʲ  

TNF Factor de necrosis tumoral 

TRAIL Ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF 

tRNA ARN de transferencia 

TSG101 Proteína de susceptibilidad a tumores 101 

uPA Activador de plasminógeno urinario 

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular 

WNT Proteína Wingless-Int 
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1.1. La glándula prostática. 

La próstata es una glándula accesoria del aparato genitourinario masculino situada delante del recto, por 

debajo de la vejiga y rodeando la parte proximal de la uretra (figura 1). Su función principal radica en secretar 

la mayor parte del plasma seminal, aportando sustancias capaces de proteger y nutrir a los espermatozoides. 

Entre ellas, se destaca el antígeno prostático específico (PSA) que se caracteriza por ser una serin-proteasa de 

expresión andrógeno-dependiente que cliva las seminogelinas del coágulo seminal, favoreciendo la libre 

motilidad de los espermatozoides1.  

 

 

 
Figura 1: Localización de la próstata.  
La figura muestra la localización anatómica de la próstata. Adaptación2. 

  

 

La glándula prostática está dividida en cinco zonas anatómicas (figura 2). La zona central constituye el 20-25% 

del tejido glandular de la próstata, expandiéndose en forma de cono alrededor de los conductos eyaculatorios 

y proyectándose hasta la base de la vejiga. La zona de transición, junto con la región periuretral, representa el 

5-10% del tejido glandular prostático, mientras que la zona periférica, comprendida por las partes apical, 

posterior y lateral de la glándula, constituye aproximadamente el 70% restante. La zona fibromuscular, por el 

contrario, comprende tejido no glandular y separa la zona de transición del resto de los compartimentos 

glandulares de la próstata3. 
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Figura 2: Zonas anatómicas de la próstata.  
En la figura se muestran las diferentes zonas anatómicas de la 
próstata. Adaptación4. 

 

Histológicamente, la próstata consta de un epitelio glandular que se halla inserto en un estroma fibromuscular 

(figura 3). Este epitelio está compuesto por una capa secretoria luminal de células cilíndricas sensibles a 

andrógenos, responsables de la producción y secreción de PSA, fosfatasa ácida prostática y calicreína humana 

2 al fluido seminal y, por debajo de ella, una capa células epiteliales basales cuboides y células 

neuroendócrinas. Una membrana basal compuesta por matriz extracelular separa las células basales del 

estroma3. 

 

Figura 3: Histología de la próstata.  
En la figura se muestra un esquema del epitelio glandular de la próstata, en donde se pueden 
observar las células secretorias, basales y neuroendócrinas. Adaptación3. 

 

El desarrollo normal y el mantenimiento de la próstata están principalmente regulados por los andrógenos. La 

hipófisis, por medio de la hormona luteinizante, estimula a las células de Leydig de los testículos a producir 

testosterona. En la próstata, esta horƳƻƴŀ ŜǎǘŜǊƻƛŘŜŀ Ŝǎ ŎƻƴǾŜǊǘƛŘŀ ǇƻǊ ƭŀ рʰ-reductasa a dihidrotestosterona 

(DHT), un metabolito más activo. Luego, la DHT se une al receptor de andrógenos (AR), un factor de 

transcripción citosólico perteneciente a la superfamilia de receptores nucleares activados por ligandos. La 

unión ligando-receptor (DHT-AR) produce la disociación del AR de chaperonas, lo que permite la dimerización 
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y translocación del AR al núcleo en donde se une a secuencias consenso en el ADN (elementos de respuesta a 

andrógenos o ARE) para regular la transcripción de genes como, por ejemplo, KLK3 que codifica para el PSA1,5. 

 

1.2. Enfermedades asociadas a la próstata. 

Dentro de las patologías prostáticas pueden diferenciarse dos tipos: las no proliferativas y las proliferativas. 

En el primer grupo se encuentran las prostatitis, procesos de naturaleza inflamatoria o infecciosa que ocurren 

en la próstata y constituyen la causa más común de infecciones de las vías urinarias en los hombres. 

Generalmente, se dan en las zonas de transición y periférica6. Entre las patologías prostáticas proliferativas se 

encuentran la hiperplasia prostática benigna y el cáncer de próstata, siendo esta última la única de carácter 

maligno entre las mencionadas. La hiperplasia prostática benigna tiene lugar, frecuentemente, en la zona de 

transición de la próstata y se caracteriza por presentar una proliferación desregulada que provoca un aumento 

del tamaño de la glándula, ocasionando grados variables de obstrucción en la evacuación de la vejiga6. El 

cáncer de próstata es una enfermedad neoplásica que se origina con mayor frecuencia en la zona periférica 

de la glándula. 

 

1.3. Cáncer de próstata. 

El cáncer de próstata es la segunda neoplasia maligna más diagnosticada y la quinta causa de muerte por 

cáncer en hombres a nivel mundial (figura 4A-B); mientras que en Argentina es el tipo de cáncer de mayor 

incidencia en la población masculina y la tercera causa de muerte por cáncer (figura 4C-D)7. 

 

 

Figura 4: Estadísticas de cáncer en hombres para el año 2020.  
Número estimado de casos diagnosticados y muertes a nivel mundial (A-B) y en Argentina (C-D). Adaptación7.  
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Al igual que en otros tipos de cáncer, los tumores prostáticos pueden progresar y adquirir la capacidad de 

invadir, colonizar y dañar otros tejidos u órganos. En la figura 5 se muestran los sellos o características 

distintivas del cáncer en la actualidad8. 

 

 

Figura 5: Sellos distintivos del cáncer que posibilitan el desarrollo y la progresión tumoral.  
Adaptación8. 

 

La patogénesis del cáncer de próstata refleja tanto componentes hereditarios como ambientales4. Los factores 

hereditarios son responsables de un porcentaje relativamente pequeño de los casos (alrededor del 10%) y, 

generalmente, están asociados con la enfermedad de inicio temprano9. Los desbalances hormonales y la 

exposición a factores ambientales tales como agentes infecciosos y carcinógenos dietarios producen daño en 

la próstata, desarrollándose una inflamación crónica con lesiones regenerativas de riesgo, condición 

denominada atrofia proliferativa inflamatoria. Estudios histopatológicos, epidemiológicos y genéticos 

evidenciaron la importancia que tendría la inflamación crónica en la carcinogénesis prostática4. Asimismo, los 

tumores prostáticos pueden desarrollarse por una acumulación de cambios genéticos somáticos y/o 

epigenéticos, resultando en la inactivación de genes supresores tumorales y la activación de oncogenes. Entre 

las alteraciones génicas más frecuentes se encuentran la fusión TMPRSS2::ERG, mutaciones en PTEN y TP53, 

y amplificaciones en el proto-oncogen C-MYC y en AR10. 

Si bien los factores predisponentes son múltiples, se considera que la edad es el principal factor de riesgo. 

Pueden encontrarse lesiones premalignas conocidas como neoplasias intraepiteliales prostáticas (figura 6) en 

hombres jóvenes (~20 años de edad), las cuales son bastante comunes en hombres de alrededor de 50 años. 

En estas lesiones se suelen observar células luminales anormales con núcleos agrandados, pero se mantiene 

intacta la membrana basal, por lo cual no hay una invasión del estroma. Se reconocen estadios de neoplasias 

intraepiteliales prostáticas de bajo y alto grado, siendo este último un indicador de riesgo para el desarrollo 
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de tumores prostáticos11. Dado que las neoplasias intraepiteliales prostáticas no producen un aumento de los 

niveles de PSA, sólo puede ser detectada por análisis histológico.  

El cáncer de próstata clínicamente detectable, en general, no se manifiesta hasta los 60 o 70 años de edad9. 

Alrededor del 95% los tumores prostáticos son adenocarcinomas, es decir que se desarrollan en el epitelio 

luminal de la glándula, con ruptura de la membrana basal e invasión del estroma12 (figura 6). Mientras se 

encuentra localizado, el cáncer de próstata es mayoritariamente curable por intervención quirúrgica y/o 

radioterapia; sin embargo, si no es detectado a tiempo, puede expandirse por fuera de la glándula provocando 

una invasión local de las vesículas seminales y, posteriormente, el desarrollo de metástasis en ganglios 

linfáticos, hígado, pulmones y, principalmente, en hueso13. Esta progresión hacia una etapa metastásica de la 

enfermedad suele estar acompañada por un cambio desde un estado de crecimiento y proliferación 

dependiente de los andrógenos a otro independiente de los andrógenos; este último conocido como cáncer 

de próstata resistente a la castración (CRPC, del inglés Castration-Resistant Prostate Cancer)5,9. 

 

Figura 6: Progresión del cáncer de próstata.  
En la figura se muestran las diferentes etapas de la progresión de los tumores 
prostáticos. Adaptación14. 

 

La sospecha de una patología prostática, incluidos los tumores prostáticos, se da por la elevación del PSA sérico 

y ciertas afecciones clínicas como problemas para orinar por compresión de la uretra. El incremento del PSA 

sérico suele correlacionarse con un crecimiento anormal de la glándula prostática, motivo por el cual es un 

biomarcador ampliamente utilizado para el diagnóstico del cáncer de próstata2. Sin embargo, este estudio 

aislado tiene poca especificidad, ya que los niveles de PSA también se encuentran aumentados en otras 

patologías prostáticas e incluso aumentan levemente con la edad. Por este motivo, un ajuste por edad o 

volumen prostático puede ser de utilidad para evitar realizar biopsias innecesarias, así como las 

complicaciones y molestias que estas intervenciones pueden traer aparejadas15. La cuantificación en orina del 

PCA3 (prostate cancer antigen 3), un ARN no codificante largo (lncRNA), es un estudio complementario al PSA 

sérico y que muestra una sensibilidad y especificidad similares a este biomarcador, por lo que no suele 

realizarse de forma rutinaria. Se han propuesto también herramientas más novedosas que pueden emplearse 

como pruebas de segunda línea; éstas incluyen el Índice de Salud Prostática (PHI, por Prostate Health Index) y 

la prueba 4Kscore, que se realizan a partir de muestras de sangre y consisten en el cálculo de un puntaje que 

contempla los niveles de PSA junto con los datos clínicos del paciente15,16. Los exámenes complementarios que 

permiten el diagnóstico diferencial y confirmatorio de cáncer de próstata comprenden el examen digito-rectal, 

la ultrasonografía transrectal, la resonancia magnética transrectal y la biopsia prostática2. 
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En el caso que un paciente presente niveles elevados de PSA sérico (> 4 ng/ml) y los estudios complementarios 

indican una alta probabilidad de un tumor prostático, se suele realizar una biopsia. Si esta biopsia confirma la 

presencia de un tumor, el mismo se clasifica histológicamente usando la puntuación de Gleason17. Este sistema 

asigna patrones histológicos (grados de Gleason) que van desde un grado 1 en donde el tejido prostático es 

histológicamente normal hasta un grado 5 en donde se ha perdido por completo la histoarquitectura de la 

glándula y se observan células neoplásicas que infiltran el estroma (figura 7). Debido a que los tumores 

prostáticos son altamente heterogéneos, se determina la puntuación de Gleason, que se obtiene al sumar de 

los dos grados de Gleason predominantes, y recibe valores que varían entre 2 (glándula histológicamente 

normal, no tumoral) y 10 (adenocarcinoma prostático pobremente diferenciado o de alto grado). Por ejemplo, 

un puntaje de Gleason de 7 puede estar formado por los grados de Gleason 3+4 (predomina el 3 sobre el 4) ó 

4+3 (predomina el 4 sobre el 3)18. Los puntajes de Gleason Җ 4 no se consideran como tejidos tumorales. 

En 2014, la Sociedad Internacional de Patología Urológica (ISUP) propuso la implementación de un sistema de 

clasificación de grupos pronóstico basado en la puntuación de Gleason original. Así se definieron 5 grupos: 

ISUP 1 (puntaje de Gleason Җ 6) con riesgo bajo de progresión de la enfermedad; ISUP 2 e ISUP 3 (puntajes de 

Gleason 7(3 + 4) y 7(4 + 3); respectivamente) con riesgo intermedio de progresión; ISUP 4 (puntaje de Gleason 

8) e ISUP 5 (puntajes de Gleason 9 y 10) con riesgo alto de progresión19. Este sistema tiene el beneficio 

potencial de contribuir a una disminución del sobre-tratamiento del cáncer de próstata de bajo grado (ISUP 1) 

y, por ende, de los efectos secundarios generados por el mismo19. Además, permite definir la naturaleza 

indolente del cáncer y establecer una estrategia inicial de vigilancia activa en pacientes de bajo grado20. Sin 

embargo, para los pacientes con riesgo de progresión de la enfermedad intermedio (ISUP 2-3) el curso clínico 

aún es mayoritariamente impredecible21, por lo que el gran desafío en este sentido es encontrar nuevos 

biomarcadores capaces de estratificar el riesgo. 

 

 
 
 
 
Figura 7: Esquema de los cambios 
histológicos de las células prostáticas 
durante la progresión tumoral.  
La figura representa las características 
de los patrones histológicos de la 
próstata correspondientes a cada 
grado de Gleason. Adaptación19. 

 

 

 

  

 

Una vez diagnosticado el cáncer de próstata, mediante métodos de estadificación, los oncólogos determinan 

cuán avanzada se encuentra la enfermedad. El sistema de estadificación de uso más generalizado es el sistema 

TNM del American Joint Committee on Cancer (AJCC)22,23. Este se basa en la extensión del tumor primario 

(categoría T), la propagación a los ganglios linfáticos cercanos (categoría N) y la presencia de metástasis en 
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órganos distantes (categoría M). Existen dos tipos de estadíos T, el clínico que se determina en base al examen 

físico, la biopsia prostática y los estudios por imágenes, y el patológico que suele ser más preciso ya que 

también incorpora la información obtenida de la observación del tejido prostático luego de la cirugía. 

Conociendo las características del tumor y las particularidades individuales del paciente, se elige el tratamiento 

a implementar, siendo los más comunes la prostatectomía radical, la radioterapia, la terapia hormonal (ADT 

por androgen deprivation therapy), la quimioterapia y la vigilancia activa2. Para los pacientes con cáncer 

resistente a la castración, ningún tratamiento es curativo y los cambios consecutivos en la terapia aplicada 

suelen favorecer el desarrollo de resistencia a drogas. 

 

1.4. Tejido óseo. 

El hueso es una forma especializada de tejido conectivo mineralizado, cuyas funciones más importantes 

incluyen la locomoción, soporte y protección de tejidos blandos, homeostasis mineral y nicho de la médula 

ósea24ς26. Se clasifica en esponjoso o trabecular, que está más estrechamente asociado con las capacidades 

metabólicas, y cortical o compacto, que suele proporcionar una mayor resistencia mecánica24. La matriz 

extracelular, que representa aproximadamente el 90% del hueso, está constituida por sales inorgánicas 

(principalmente, de calcio y fósforo en forma de cristales de hidroxiapatita)24,27,28 y un componente orgánico 

compuesto por colágeno (predominantemente de tipo I; aunque los de tipo V, VI, VIII y XII también se 

encuentran), osteocalcina (OCN), osteonectina (ON), osteopontina (OPN), fibronectina (FN), sialoproteinas de 

hueso II (BSP), proteínas morfogenéticas del hueso (BMPs), factores de crecimiento y proteoglicanos pequeños 

ricos en leucina24,29,30. 

Los principales tipos celulares que constituyen el tejido óseo son los osteoblastos, las células de revestimiento, 

los osteocitos y los osteoclastos24. Los osteoblastos son los responsables de la osteogénesis ya que sintetizan 

y secretan proteínas para formar el hueso nuevo u osteoide, el cual luego es mineralizado y se convierte en 

hueso maduro31. Los osteoblastos se originan a partir de células madre mesenquimales que también tienen la 

capacidad de diferenciarse a adipocitos o condrocitos28. Por lo tanto, su compromiso hacia un linaje de 

progenitores óseos requiere la expresión de genes específicos, seguidos de pasos temporalmente 

programados que incluyen la síntesis de BMPs y miembros de la vía de WNT (Wingless-Int)32. Las BMPs tienen 

un rol importante en la diferenciación de los osteoblastos ya que estimulan su crecimiento y diferenciación, al 

igual que el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) 

ȅ Ŝƭ ŦŀŎǘƻǊ ŘŜ ŎǊŜŎƛƳƛŜƴǘƻ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀƴǘŜ ʲ ό¢DC-ʲύ33. Asimismo, la expresión del factor de transcripción 2 de 

la familia RUNX (RUNX2), el activador transcripcional osterix (OSX/SP7) y el factor de transcripción Distal-Less 

Homeobox 5 (DLX5) resulta crucial para la diferenciación de los osteoblastos34,35. RUNX2 es un gen maestro 

para este proceso, siendo capaz de regular positivamente la expresión de otros genes osteoblásticos como 

colágeno tipo I (COL1A1), fosfatasa alcalina (ALP, uno de los primeros marcadores de diferenciación que 

expresan los osteoblastos inmaduros), BSP y OCN35ς37. Los osteoblastos maduros forman una capa simple de 

células cuboides con alto contenido de retículo endoplasmático rugoso y grandes complejos de Golgi, 

pudiendo permanecer como tales en forma activa, sufrir apoptosis, ser rodeados por matriz y convertirse en 

osteocitos, o dar origen a las células de revestimiento24,38. 

Los osteoclastos son células multinucleadas que se originan a partir de células mononucleares del linaje de las 

células madre hematopoyéticas bajo la influencia de varios factores, entre los que se encuentran el factor 

estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF o CSF-1) secretado por células mesenquimales progenitoras 

óseas y osteoblastos, y el ƭƛƎŀƴŘƻ ŘŜƭ ǊŜŎŜǇǘƻǊ ŀŎǘƛǾŀŘƻǊ ŘŜƭ ŦŀŎǘƻǊ ƴǳŎƭŜŀǊ ˁ . όw!bY[ύ secretado por 
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osteoblastos, osteocitos y células estromales39ς42. Los osteoclastos se localizan en el endostio y en el periostio 

(membranas de tejido conectivo que revisten las superficies óseas interna y externa, respectivamente) y 

pueden presentar dos morfologías distintas: cuando migran desde la médula ósea hacia el sitio de resorción 

tienen una forma aplanada y no polarizada. En cambio, durante la remodelación ósea se polarizan exhibiendo 

cuatro tipos de dominio de membrana: la zona de sellado y el borde rugoso o en forma ŘŜ άŎŜǇƛƭƭƻέ, que están 

en contacto con la matriz ósea, y los dominios basolateral y secretor43. Al inicio de la degradación ósea, los 

osteoclastos liberan ácido clorhídrico y proteasas desde el dominio en άŎŜǇƛƭƭƻέ que disuelven los cristales de 

hidroxiapatita y degradan la matriz orgánica formando una laguna de resorción. Los productos de la 

degradación son endocitados, transportados a través de la célula y exocitados en el dominio secretor, 

permitiéndoles así degradar grandes cantidades de hueso sin alejarse de la superficie de resorción44. Los 

factores necesarios y suficientes para que ocurra la osteoclastogénesis son M-CSF, que se une a su receptor 

cFMS en los precursores de osteoclastos, estimulando su proliferación e inhibiendo su apoptosis45, y RANKL 

que se une a su receptor (RANK) en los precursores de osteoclastos favoreciendo su diferenciación y 

actividad46. Estas células comienzan entonces a expresar la fosfatasa ácida resistente al tartrato, un marcador 

de diferenciación de los osteoclastos. Luego, se fusionan y comienzan a expresar otros marcadores de 

diferenciación como el receptor de calcitonina y la catepsina K47,48. A su vez, los osteoblastos, las células 

estromales y los fibroblastos, entre otros tipos celulares, secretan el receptor decoy de RANKL, 

osteoprogeterina (OPG)49ς51. OPG compite con RANK por la unión a RANKL, disminuye los niveles de RANKL 

disponibles para la activación de los osteoclastos y, consecuentemente, tiene la capacidad de inhibir la 

osteoclastogénesis49. Por lo que el balance entre los niveles de RANKL y OPG es el cual determina el efecto 

neto sobre los osteoclastos46. Así, el sistema RANKL/RANK/OPG es el principal mediador de este proceso51. 

El hueso es un tejido dinámico que experimenta un proceso continuo de remodelación para mantener la 

resistencia y la integridad del esqueleto, siendo sustituido anualmente un 10% del mismo52. En un mecanismo 

finamente equilibrado, acoplado y secuencial, los osteoclastos degradan hueso liberando factores de 

crecimiento y calcio, mientras que los osteoblastos lo reemplazan por tejido óseo nuevo mediante un proceso 

que depende del compromiso, la proliferación y la diferenciación de los osteoblastos junto con la producción 

de colágeno de tipo I y posterior mineralización para formar la matriz calcificada del hueso (figura 8)52. Por su 

parte, los osteocitos también participan en el proceso de remodelación al percibir la tensión mecánica y enviar 

señales a los osteoclastos y osteoblastos53, y las células de revestimiento al formar tanto un recubrimiento 

sobre los sitios de remodelación y las superficies óseas, como conductos para comunicarse con los 

osteocitos54. El endostio y el periostio contienen una población de macrófagos tisulares, los osteomacrófagos, 

que cumplen un rol crítico en la formación ósea y la mineralización, formando parte del recubrimiento celular 

sobre los lugares de remodelación y coordinando el acoplamiento entre osteoclastos y osteoblastos al 

expresar y secretar citoquinas osteoactivas, metaloproteasas de matriz (MMPs) y BMPs55,56.  
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Figura 8: Remodelación ósea.  
En la figura se esquematizan las células y señales involucradas en la remodelación fisiológica del tejido óseo. HSC: 
célula madre hematopoyética, MSC: célula madre mesenquimal, RANK: receptor activador de NF-ˁ., RANKL: 
ligando de RANK, M-CSF: factor estimulante de colonias de macrófagos. Adaptación52. 

 

1.5. Metástasis ósea del cáncer de próstata. 

Los tumores primarios tienen la capacidad de condicionar la médula ósea mediante la producción de diversos 

factores circulantes, como OPN y la proteína relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP), que se dirigen 

a las células del microambiente óseo y lo preparan para la localización y colonización tumoral, constituyendo 

así un microambiente pre-metastásico52. Luego, la célula tumoral debe sufrir una serie de cambios fenotípicos 

que le permitirán abandonar el órgano de origen y colonizar un órgano distante; a esta sucesión de múltiples 

pasos se la conoce como cascada metastásica (figura 9). En primer lugar, las células tumorales se desprenden 

del tumor primario degradando las membranas basales subyacentes, invaden los tejidos circundantes e 

ingresan a la microvasculatura de los sistemas circulatorio y linfático (intravasación)57. Una vez en el torrente 

sanguíneo, estas células tumorales circulantes (CTCs) deben sobrevivir a distintos tipos de estrés y evadir al 

sistema inmune, lo cual es facilitado por las plaquetas que se unen a la superficie de las mismas actuando 

como escudos e incrementando su potencial metastásico58. Atraídas por distintos factores, como RANKL y la 

quemoquina CXCL12, las CTCs prostáticas se adhieren al endotelio en respuesta a TGF-ʲ ȅ ŀƭ factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF), lo atraviesan (extravasación) e ingresan a la cavidad de la médula 

ósea59, localizándose preferentemente en el nicho osteoblástico60. Los osteoblastos y las células estromales 

del microambiente óseo atraen y regulan a las células tumorales, favoreciendo su anclaje a través de 

interacciones proteicas que incluyen integrinas (como ƭŀ ŘŜ ʰпʲм Ŏƻƴ ƭŀ ƳƻƭŞŎǳƭŀ ŘŜ ŀŘƘŜǎƛƽƴ ±/!a-1), 

quemoquinas (como CXCL12 con el receptor CXCR4), BMPs, receptores Notch, nestina y OPN; a la vez que la 

degradación ósea por parte de los osteoclastos también puede favorecer su migración52. Estos mecanismos 

son similares a los empleados en el reclutamiento fisiológico de las células madre hematopoyéticas al hueso; 

en consecuencia, las células tumorales metastásicas compiten con las estas células para ocupar la médula 

ósea. Las células tumorales que finalmente sobreviven y se adaptan al nuevo microambiente, pueden 

permanecer en un estado de latencia o comenzar un proceso de reclutamiento de distintos tipos celulares 
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(osteoclastos, osteoblastos, fibroblastos, células madre hematopoyéticas y mesenquimales, linfocitos, 

macrófagos, plaquetas, neuronas, osteocitos) que generan modificaciones de la matriz ósea, favorecen la 

invasión y, posteriormente, la expansión tumoral en el hueso52,60. 

 

 

Figura 9: Etapas de las metástasis óseas.  
Esquematización de los distintos pasos que comprende la cascada metastásica luego 
de la llegada de la célula tumoral prostática al hueso. HSC: célula madre 
hematopoyética. Adaptación52. 

 

Los tumores que desarrollan metástasis en el hueso se caracterizan por ser mayoritariamente incurables y por 

tener consecuencias devastadoras sobre la salud de los pacientes, que suelen presentar dolor intenso, 

fracturas patológicas, hipercalcemia y síndromes por compresión de la médula espinal u otros nervios22,52. 

Particularmente, las células tumorales prostáticas tienen una gran afinidad por el microambiente óseo, dando 

origen allí a tumores secundarios clínicamente relevantes que constituyen una de las principales causas de 

pérdida de calidad de vida y reducción de la sobrevida en los pacientes con cáncer de próstata59. El hueso es 

el principal sitio de metástasis del cáncer de próstata (85 - 90% de los casos) y se estima que alrededor del 

80% de los hombres con un estadío avanzado de la enfermedad desarrollará metástasis óseas61ς63. 

Las células tumorales que se establecen en el tejido óseo pueden inducir lesiones osteoblásticas, con una 

formación excesiva de hueso, u osteoclásticas, con una resorción ósea desmedida. Sin embargo, es frecuente 

la co-existencia de ambos tipos de lesiones dando lugar a metástasis mixtas que presentan igualmente un 

desbalance en el proceso fisiológico de remodelación ósea64. En el caso del cáncer de próstata, las metástasis 
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suelen ser, mayormente, osteoblásticas; aunque las células tumorales pueden generar efectos tanto de 

naturaleza osteoblástica como osteoclástica65. 

La formación de hueso es regulada a varios niveles del desarrollo osteoblástico por diversos factores liberados 

por las células tumorales (figura 10). En respuesta a BMPs, WNT y TGF-ʲΣ ƭŀǎ células madre mesenquimales se 

movilizan a zonas de formación ósea y se comprometen con la diferenciación hacia el linaje osteoblástico. Esas 

células pre-osteoblásticas responden a múltiples factores liberados por las células tumorales, los cuales 

regulan su proliferación y diferenciación mediante la inducción de la expresión de factores de transcripción 

asociados a osteoblastos, como RUNX2, OSX y el factor activador de la transcripción 4 (ATF4)66. Ante estos 

estímulos, los osteoblastos producen y mineralizan una nueva matriz ósea, formada principalmente por fibras 

de colágeno dispuestas en una estructura de entramado aleatorio e irregular60.  

 

 

Figura 10: Interacciones moleculares inducidas por las células tumorales para la 
diferenciación y proliferación de los osteoblastos.  
Esquema en donde se muestran las complejas interacciones mediadas por factores solubles, 
entre las células tumorales y las células madre mesenquimales y pre-osteoblástos para inducir 
su diferenciación a osteoblastos. BMP: proteína morfogenética del hueso; WNT: proteína 
Wingless-Int; TGF- :̡ ŦŀŎǘƻǊ ŘŜ ŎǊŜŎƛƳƛŜƴǘƻ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀƴǘŜ ʲ; DKK1: dickkopf 1; RUNX2: factor 
de transcripción 2 de la familia RUNX; OSX: activador transcripcional osterix; ATF4: factor 
activador de la transcripción 4; ET1: endotelina 1; IGF: factor de crecimiento símil insulina; 
PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas; uPA: activador de plasminógeno urinario; 
FGF: factor de crecimiento de fibroblastos; MSC: célula madre mesenquimal. Adaptación52. 

 

Además, existe un intercambio de factores de la matriz ósea que se liberan durante la resorción efectuada por 

los osteoclastos maduros, entre los que se destacan IGF-1 y TGF-ʲ ǉǳŜ ǇǊƻƳǳŜǾŜƴ ƭŀ ǎǳǇŜǊǾƛǾŜƴŎƛŀ ȅ 

proliferación de las células tumorales (figura 11)64. Por su parte, el calcio es muy abundante en el 

microambiente óseo y tiene un efecto importante sobre las células tumorales prostáticas, ya que expresan el 

receptor sensor de calcio (CASR) que, al ser activado conduce a una inhibición de la apoptosis y una 

estimulación de la proliferación67. Más aún, los iones de calcio provocan un aumento de la secreción de PTHrP 
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por parte de las células tumorales, que también liberan otros factores osteolíticos como IL-11, IL-6, IL-8, VEGF, 

factor de necrosis tumoral (TNF) y Jagged1, induciendo una mayor resorción ósea y, en consecuencia, un 

incremento en la liberación de calcio52. A la vez, la hipoxia asociada al tumor y el factor inducible por hipoxia 

мʰ όILCмʰύ en conjunto con TGF-ʲΣ ŀǳƳŜƴǘŀƴ ƭŀ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ±9DC ȅ /·/wп ǉǳŜ ŦŀǾƻǊŜŎŜƴ ƭŀ ŀƴƎƛƻƎŞƴŜǎƛǎ ȅ 

el reclutamiento de células tumorales que pueden adquirir características similares a las de las células óseas 

(osteomimetismo). El ácido lisofosfatídico (LPA) y la adenosina difosfato (ADP) derivados de las plaquetas 

actúan sobre las células tumorales induciendo su crecimiento y la liberación de IL-8 e IL-6. 

 

Figura 11: Osteólisis asociada a tumores.  
En la figura se esquematizan los procesos moleculares que llevan a una degradación ósea inducida por las 
células tumorales. ILCмʰ : factor inducible por hipoxia мʰΤ w¦b·нΥ factor de transcripción 2 de la familia 
RUNX; GLI2: oncogén asociado a glioma 2; ADP: adenosina difosfato; IL: interleuquina; CXCR4: receptor de 
quemoquinas C-X-C tipo 4; TNF: factor de necrosis tumoral; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; 
MMP: metaloproteinasa de membrana; PTHrP: proteína relacionada con la hormona paratiroidea; LPA: ácido 
lisofosfatídico; OPG: osteoprogeterina; RANK: receptor activador de NF-ˁ.Σ w!bY[Υ ƭƛƎŀƴŘƻ ŘŜ w!bYΤ ¢DC-ʲΥ 
faŎǘƻǊ ŘŜ ŎǊŜŎƛƳƛŜƴǘƻ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀƴǘŜ ʲΤ LDCΥ factor de crecimiento símil insulina. Adaptación52. 

 

Estas interacciones entre los distintos tipos celulares constituyen lo que se conoce como ciclo vicioso de las 

metástasis óseas (figura 12). Los diversos factores que secretan las células tumorales, entre ellos las 

metaloproteinasas de matriz (MMPs), generan un aumento en la proporción de RANKL liberado por los 

osteoblastos, en relación con la cantidad de OPG en el microambiente. RANKL se une a RANK en la superficie 

de los osteoclastos promoviendo la resorción ósea y, por ende, la estimulación de las células tumorales que 

responden a los factores liberados68. 
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Figura 12: Ciclo vicioso de las metástasis óseas.  
El esquema muestra el ciclo de retroalimentación positiva entre las células tumorales, los 
osteoblastos y los osteoclastos; el cual termina en la estimulación del crecimiento tumoral. OPG: 
osteoprogeterina; RANK: receptor activador de NF-ˁ.Σ w!bY[Υ ƭƛƎŀƴŘƻ ŘŜ w!bY; TGF- :̡ factor de 
ŎǊŜŎƛƳƛŜƴǘƻ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀƴǘŜ ʲ. Adaptación69. 

 

1.6. Vesículas extracelulares. 

Las vesículas extracelulares conforman un conjunto heterogéneo de estructuras delimitadas por bicapas 

lipídicas que inicialmente fueron descriptas como un medio para la eliminación de compuestos innecesarios 

de la célula70. Sin embargo, en la actualidad se sabe que poseen una gran variedad de funciones al participar 

en la comunicación intercelular, actuando como vehículos de señalización tanto en procesos homeostáticos 

como patológicos71.  

Se demostró que prácticamente todas las células son capaces de secretar varios tipos de vesículas 

extracelulares que, en cierta medida, reflejan el estado en tiempo real de las células de origen al tener un 

contenido de biomoléculas que varía dependiendo del contexto celular. Estas vesículas se encuentran en la 

mayoría de los fluidos corporales como la sangre, la orina, la saliva y la leche materna; lo cual las convierte en 

buenas candidatas para ser utilizadas como biopsias líquidas. Además, por su origen celular, son altamente 

biocompatibles y poco inmunogénicas, por lo que tienen potencial como vehículos de administración de 

fármacos y reactivos terapéuticos72. 

Las vesículas extracelulares pueden dividirse en dos grupos principales: los exosomas y las microvesículas. Las 

microvesículas tienen ~100 a 1000 nm de diámetro y se originan por evaginaciones de la membrana 

plasmática, conteniendo proteínas de la superficie celular y componentes citoplasmáticos. Los exosomas, que 

tienen ~30 a 100 nm de diámetro, se generan por medio de la vía endocítica con participación de una 

maquinaria que estaría involucrada en la selección de su contenido, como son los complejos de clasificación 

endosómica requeridos para el transporte (ESCRT) y los dominios ricos en tetraspaninas73,74. En primer lugar, 

se produce una invaginación de la membrana plasmática que genera endosomas tempranos con proteínas de 

la superficie celular y componentes extracelulares (figura 13). En el proceso de maduración de estos 

endosomas, se van formando los endosomas tardíos con participación de la red trans-Golgi y el retículo 

endoplasmático que definen su composición. Luego, se forman los cuerpos multivesiculares intracelulares que 
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contienen vesículas intraluminales. Finalmente, estos cuerpos multivesiculares pueden fusionarse con los 

lisosomas para ser degradados o con la membrana celular para liberar exosomas al espacio extracelular75.  

 

 

Figura 13: Biogénesis de las vesículas extracelulares.  
La figura esquematiza la biogénesis de los dos tipos principales de vesículas extracelulares: 
los exosomas y las microvesículas. MVB: Cuerpos multivesiculares. Adaptación75. 

 

Luego de su liberación, las vesículas extracelulares pueden ser internalizadas por sus células receptoras 

mediante endocitosis o descargar su contenido por fusión con la membrana plasmática (figura 14). La 

especificidad de la célula blanco puede estar determinada por interacciones específicas entre proteínas 

enriquecidas en la superficie de las vesículas extracelulares y los receptores de la membrana plasmática de las 

células receptoras. La célula receptora puede ser del mismo tipo celular del que se originó la vesícula, 

generando respuestas de tipo autócrinas, o de otro tipo celular, generando una respuesta parácrina76. Entre 

los mediadores que facilitan estas interacciones se encuentran las integrinas, los lípidos, las lectinas, las 

tetraspaninas, los proteoglicanos y distintos componentes de la matriz extracelular71. Las bases celulares y 

moleculares del direccionamiento específico hacia determinadas células receptoras aún no están 

completamente descriptas; sin embargo, se reportó que varias integrinas de los exosomas pueden 

interaccionar con moléculas de adhesión en la superficie de las células aceptoras como las moléculas de 

adhesión intercelulares (ICAMs), y con proteínas de la matriz extracelular como fibronectina y laminina77ς81. 

También se demostró que las tetraspaninas exosomales pueden interactuar con las integrinas de las 

membranas celulares promoviendo la internalización selectiva de las vesículas por determinadas células82,83. 
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Figura 14: Internalización de las vesículas extracelulares.  
Representación de algunos mecanismos por los cuales las células receptoras pueden 
incorporar a las vesículas extracelulares en su totalidad o al contenido de las mismas. 
Adaptación75. 

 

Entre las diversas macromolélulas que suelen estar presentes en los exosomas se encuentran proteínas, ácidos 

nucleicos y metabolitos (figura 15). Las principales proteínas incorporadas a los exosomas son de la familia de 

las tetraspaninas (CD9, CD63 y CD81), que suelen ser utilizadas como marcadores para la identificación de este 

tipo de vesículas; miembros de los complejos ESCRT, como la proteína de susceptibilidad a tumores 101 

(TSG101), o moléculas accesorias como la proteína X de interacción con ALG2 (ALIX); integrinas; proteínas de 

choque térmico (Hsp); receptores de proteínas de fijación soluble de NSF (SNARE); actina; y flotilinas84ς86. 

Mientras que las Hsps, CD63, proteínas ESCRT y componentes del citoesqueleto suelen ser comunes en la gran 

mayoría de los exosomas, otras proteínas como las de los complejos mayores de histocompatibilidad (MHC) 

de clase I y II son específicas dependiendo del tipo de célula secretora87. La membrana de los exosomas consta 

de componentes lipídicos, como la esfingomielina, el colesterol y las ceramidas, que influyen en la clasificación 

de la carga, la secreción, la estructura y la señalización de estas vesículas88. Dado que no existen marcadores 

específicos de exosomas y se los caracteriza a partir de moléculas que se encuentran enriquecidas en ellos, 

frecuentemente se las denomina vesículas símil exosomas (ELVs, exosome-like vesicles). 
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Figura 15: Estructura y composición de los exosomas.  
Se muestra un esquema de la estructura y composición de la membrana e interior de los 
exosomas. PI: fosfatidilinositol; PS: fosfatidilserina; PC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina; 
GM: gangliosidos; Hsp: proteína de choque térmico; ESCRT: proteínas de complejos de 
clasificación endosómica requeridos para el transporte; ¢{DΥ ƎŜƴ ŘŜ ǎǳǎŎŜǇǘƛōƛƭƛŘŀŘ ǘǳƳƻǊŀƭΤ 
TNF- Υh ŦŀŎǘƻǊ ŘŜ ƴŜŎǊƻǎƛǎ ǘǳƳƻǊŀƭ ;h TGF- Υ̡ ŦŀŎǘƻǊ ŘŜ ŎǊŜŎƛƳƛŜƴǘƻ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀƴǘŜ ;̡ TRAIL: 
ƭƛƎŀƴŘƻ ƛƴŘǳŎǘƻǊ ŘŜ ŀǇƻǇǘƻǎƛǎ ǊŜƭŀŎƛƻƴŀŘƻ Ŏƻƴ ¢bCΤ Cŀǎ[Υ Cŀǎ ƭƛƎŀƴŘƻΤ ¢ŦwΥ ǊŜŎŜǇǘƻǊ ŘŜ 
transferrina. Adaptación89. 

 

Entre los distintos tipos de ácidos nucleicos que transportan los exosomas suele haber una proporción 

importante de ARNs no codificantes, como micro ARNs (miRNAs) y ARNs largos no codificantes (lncRNAs), que 

se caracterizan por tener la capacidad de efectuar una importante regulación en las células receptoras (figura 

16). Los miRNAs son transcriptos por las ARN polimerasas II/III a miRNAs primarios (pri-miRNAs) que son 

clivados en el nucleoplasma por DGCR8 y Drosha, dando lugar a los precursores de miRNAs (pre-miRNAs). Los 

pre-miRNAs son enviados al citoplasma por acción de la exportina 5, son procesados por Dicer y la proteína 

de unión al ARN en respuesta a la transactivación (TRBP), generando un dúplex miRNA/miRNA* en el cual la 

cadena * es degradada, mientras que la otra se une a argonauta 2 (AGO2) que es la proteína principal del 

complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC). Los miRNAs, como parte del complejo RISC, se unen a 

ǎƛǘƛƻǎ ŜǎǇŜŎƝŦƛŎƻǎ ŘŜ ƭŀǎ ǊŜƎƛƻƴŜǎ оΩ ƴƻ ǘǊŀŘǳŎƛŘŀǎ όоΩ ¦¢wύ de los ARNs mensajeros (mRNAs), denominados 

elementos de respuesta a miRNAs (MREs) e inducen una regulación génica a nivel post-transcripcional90. En 

cambio, los lncRNAs tienen una biogénesis similar a la de los mRNAs, donde muchos sufren eƭ ŀƎǊŜƎŀŘƻ ŘŜƭ рΩ 

cap, splicing y son poliadenilados. Sus funciones pueden ser en cis, inhibiendo o activando la transcripción de 

genes al interactuar con factores de transcripción (TF), inducir modificaciones epigenéticas de la cromatina o 

cambiar la arquitectura del ADN formando bucles cromosómicos; también pueden actuar en trans 
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interaccionando con proteínas nucleares o participando del ensamblado de los paraspeckles. Fuera del núcleo, 

muchos lncRNAs inhiben miRNAs al secuestrarlos, actuando como esponjas de miRNAs, se unen a proteínas o 

interaccionan con mRNAs, induciendo la activación o represión de su traducción91. 

 

 

Figura 16: Biogénesis y función de miRNAs y lncRNAs.  
Representación de los pasos de transcripción y procesamiento de miRNAs y lncRNAs, y sus funciones 
regulatorias. TF: factor de transcripción; ORF: marco abierto de lectura; MRE: elemento de respuesta 
a miRNAs. Adaptación90. 

 

 

1.7. Exosomas en cáncer. 

El tipo celular de origen y las condiciones a las que las células se encuentran expuestas determinan el 

contenido y la cantidad de exosomas que son liberados. En consecuencia, las características y funciones de 

estas vesículas cambian dinámicamente según las modificaciones que puedan ir sufriendo las células que las 

producen92. Entre la gran variedad de mecanismos en los que se encuentran involucrados los exosomas, se 

destaca su rol como mediadores de la comunicación entre células tumorales y su microambiente, tanto a nivel 

local como a sitios distantes; favoreciendo el desarrollo y la progresión del cáncer (figura 17)93,94. Se demostró 

que los exosomas derivados de tumores están implicados en la modulación de la angiogénesis, un proceso 
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clave para la supervivencia, crecimiento y diseminación tumoral. Este proceso favorece la formación de 

vasculatura nueva y promueve un aumento en la permeabilidad vascular al dañar el endotelio, lo cual facilita 

el establecimiento de metástasis95ς97. 

 

 

Figura 17: Función de los exosomas en cáncer.  
En la figura se muestran diferentes mecanismos descriptos por los cuales los exosomas participan 
en el desarrollo y progresión tumoral. Adaptación89,92. 

 

Las células tumorales son capaces de secretar exosomas para inducir un entorno inmunológicamente no 

reactivo y preparar un microambiente pre-metastásico favorable para su crecimiento en órganos distantes98ς

104. También se demostró que los exosomas están involucrados en el organotropismo de las metástasis de 

determinados tipos tumorales105ς108. Además, al actuar sobre otras células tumorales, los exosomas derivados 

de tumores pueden generar un incremento en las capacidades migratorias e invasivas, induciendo el 

fenómeno de transición epitelio-mesenquimal por el cual las células adquieren mayor plasticidad y 

resistencia109ς111. Asimismo, los exosomas liberados por las células del microambiente tumoral, como 

fibroblastos asociados a tumores, células estromales y células del sistema inmune, también cumplen un papel 

importante en distintas etapas de la progresión tumoral y en la resistencia a terapias (figura 18)112ς115. 
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Figura 18: Comunicación 
intercelular por exosomas entre 
las células tumorales y las 
células del microambiente 
tumoral.  
En el esquema se muestra cómo 

los exosomas secretados por las 

células tumorales pueden 

modificar el fenotipo de las 

células del microambiente 

tumoral (A). También se 

esquematiza cómo las células del 

microambiente tumoral pueden 

modular la proliferación y 

progresión del tumor (B). CAF: 

fibroblasto asociado a cáncer. 

Adaptación116. 
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Particularmente, en el caso del cáncer de próstata se reportó que los exosomas derivados de los tumores 

inducen la progresión de la enfermedad tanto a corta distancia influenciando a las propias células tumorales, 

como en sitios distales alterando la fisiología de órganos y tejidos blanco117,118. Se demostró que los exosomas 

liberados por células de cáncer de próstata bajo condiciones de hipoxia pueden inducir un fenotipo semejante 

al de células más indiferenciadas (stemness) y promover la capacidad de invasión en células tumorales 

prostáticas naive; mientras que en el microambiente pre-metastásico producen un aumento en los niveles de 

metaloproteinasas de matriz, fibronectina y colágeno119,120. Adicionalmente, se describió que los exosomas 

derivados de células de cáncer de próstata pueden transferir piruvato quinasa M2 a las células estromales de 

la médula ósea, promoviendo la formación del nicho pre-metastásico óseo al regular la producción de CXCL12 

de manera dependiente de HIF-мʰΣ ƭƻ ǉǳŜ ŦŀŎƛƭƛǘŀ ƭŀ ƳƛƎǊŀŎƛƽƴ ȅ Ŝƭ ŎǊŜŎƛƳƛŜƴǘƻ ǘǳƳƻǊŀƭ Ŝƴ Ŝƭ ƘǳŜǎƻ121. También 

se observó que los exosomas derivados de líneas celulares de cáncer de próstata pueden favorecer la 

diferenciación y actividad de osteoblastos a través de la fosfolipasa D2122, y que pueden promover la 

osteoclastogénesis in vitro e in vivo al contener factores osteolíticos y regular los niveles de colágeno tipo I 

ό/h[м!мύ ƳŜŘƛŀƴǘŜ Ŝƭ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘŜ ŘŜƭ ƳƛwπфнŀπмπрǇ123,124. Por otra parte, se demostró que los exosomas de 

células de cáncer de próstata colaboran con la evasión del sistema inmune por parte de las células 

tumorales125.
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2.1. Hipótesis. 

En base a los antecedentes descriptos, el presente trabajo de tesis propone que los exosomas liberados por 

las células tumorales prostáticas preparan el nicho metastásico óseo mediante el transporte de diversas 

biomoléculas y que, además, estos pueden ser utilizados como biomarcadores pronósticos de la enfermedad 

metastásica y/o como posibles blancos para retrasar o eliminar la progresión y metástasis. 

 

2.2. Objetivo general. 

Estudiar la comunicación intercelular entre las células tumorales prostáticas y las células óseas, centrándose 

en la comunicación a través de vesículas símil exosomas (ELVs), e identificar mecanismos moleculares 

involucrados en esta interacción intercelular. 

 

2.3. Objetivos específicos. 

2.3.1. Aislar y caracterizar las ELVs derivadas de la línea celular PC3 proveniente de una metástasis ósea de 

un tumor prostático humano. 

2.3.2. Evaluar in vitro el efecto del tratamiento con las ELVs de PC3 sobre dos líneas celulares precursoras 

óseas (MC3T3 y Raw264.7). 

2.3.3. Estudiar el contenido de ARNs de las ELVs de PC3 y predecir in silico la regulación que ejercerían en 

sus células receptoras. 

2.3.4. Realizar un análisis bioinformático de abundancia de ARNs en vesículas extracelulares de pacientes 

con cáncer de próstata provenientes de datos transcriptómicos de repositorios públicos y predecir 

la red de regulación en la que estarían involucrados en el tejido óseo. 

2.3.5. Analizar la relevancia clínica de los ARNs candidatos seleccionados anteriormente. 
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3.1. Cultivo celular. 

3.1.1. Líneas celulares. 

¶ PC3 (ATCC®CRL-мпорϰύΥ derivada de una metástasis ósea de un adenocarcinoma prostático humano 

grado IV126. Es insensible a andrógenos y no expresa PSA. Su perfil de crecimiento en hueso es osteolítico. 

¶ MC3T3 (ATCC®CRL-нрфоϰύΥ  Línea celular de precursores osteoblásticos derivada de calvaria de ratón 

C57BL/6127. 

¶ Raw264.7 (ATCC®TIB-тмϰύΥ línea celular monocítica/macrofágica de ratón BALB/c con capacidad de 

crecer como precursores de osteoclastos o diferenciarse en osteoclastos multinucleados frente al 

tratamiento con RANKL128. 

3.1.2. Condiciones de crecimiento. 

Las células PC3 se cultivaron en medio RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific / Invitrogen, Waltham, 

Massachusetts, EEUU) suplementado con L-glutamina, bicarbonato de sodio 0,2% m/v, suero fetal bovino 10% 

(SFB) y antibióticos (penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 µg/ml y anfotericina 0,5 µg/ml). Al alcanzar un 

80% de confluencia, se repicaron realizando un lavado con PBS (NaCl 137 mM; KCl 2,68 mM; Na2HPO4 10,1 

mM; KH2PO4 1,76 mM; pH 7,4), una incubación con tripsina durante 3 min en estufa a 37°C, y una dilución y 

posterior resiembra con medio de cultivo fresco. 

Las células MC3T3 se mantuvieron Ŝƴ ƳŜŘƛƻ ʰ-MEM (Thermo Fisher Scientific / Invitrogen, Waltham, 

Massachusetts, EEUU) suplementado con SFB 10% y antibióticos (penicilina 100 U/ml, estreptomicina 

100µg/ml y anfotericina 0,5 µg/ml). Al alcanzar un 80% de confluencia, se repicaron realizando un lavado con 

PBS, una incubación con tripsina con 0,25% EDTA durante 3 min en estufa a 37°C, y una dilución y posterior 

resiembra con medio de cultivo fresco. 

Las células Raw264.7 se crecieron en medio DMEM (Thermo Fisher Scientific / Invitrogen, Waltham, 

Massachusetts, EEUU) suplementado con SFB 5% y antibióticos (penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 

µg/ml y anfotericina 0,5 µg/ml). Al alcanzar un 80% de confluencia, se repicaron utilizando un scraper, y 

realizando una dilución y posterior resiembra con medio de cultivo fresco. 

Todos los cultivos se realizaron en estufa a 37°C con una atmósfera húmeda y 5% de CO2. 

3.1.3. Preservación criogénica.  

A partir de cultivos celulares con una confluencia aproximada del 80%, las células fueron cosechadas, se realizó 

una centrifugación a 1.000 rpm durante 5 min y se las resuspendió en SFB conteniendo dimetil sulfóxido 

(DMSO) 10% (v/v). Se fraccionaron en alícuotas de 1 ml en criotubos y se las congeló a -80°C en un dispositivo 

Nalgene Mr. Frosty conteniendo isopropanol. Transcurridas 24 h, los viales de congelación fueron transferidos 

a un tanque de nitrógeno líquido. 

 

3.2. Estudio de comunicación intercelular en co-cultivo indirecto de células PC3 y 

MC3T3 o Raw264.7. 

Al inicio del experimento, las células PC3 en suspensión fueron marcadas con un pulso de CFSE -éster de 

succinimidil-carboxifluoresceína- (2,5 mM; cat. 600121; Cayman, Ann Arbor, Michigan, EEUU). Brevemente, 

se colocó el reactivo en la tapa de un tubo Falcon de 15 ml y se mezcló rápidamente por inversión con la 

suspensión de células para que la tinción se realice homogéneamente, y se incubó la suspensión celular por 5 
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min a 37°C. Luego, para eliminar el excedente de CFSE, se agregó RPMI con SFB 10% (c.s.p 15 ml), se centrifugó, 

se descartó el sobrenadante y se hizo un lavado adicional con PBS. El pellet de células fue resuspendido en 

medio RPMI con 10% de SFB y se sembraron 100.000 células en insertos para placas de seis pocillos (cat. 

353090; Becton Dickinson, Franklin Lakes, Nueva Jersey, EEUU), los cuales poseen en su base poros de 0,4 µm, 

permitiendo el paso de moléculas pequeñas. Ese mismo día se sembraron las células MC3T3 o Raw264.7 en 

placas de 6 pocillos con vidrios de 12 mm de diámetro (200.000 células/pocillo para MC3T3; 300.000 

células/pocillo para Raw264.7). Al día siguiente, se retiró el medio de cultivo tanto de los insertos como de los 

pocillos, se realizó un lavado de las células con PBS y se colocaron los insertos con PC3 marcadas con CFSE en 

los pocillos con las células óseas sin marcar. Se agregaron 2 ml por pocillo y 2 ml por inserto de medio de 

cultivo ( -hMEM para MC3T3 y DMEM para Raw264.7) suplementado con antibióticos y SFB 2%. De esta 

manera, ambas poblaciones celulares comparten el medio de cultivo pero no están en interacción física 

directa. Como control de no co-cultivo/tratamiento, se cultivaron las células óseas en las mismas condiciones 

pero en ausencia de PC3. Luego de 48 h de co-cultivo, las células MC3T3 y Raw264.7 fueron lavadas 

suavemente con PBS y fijadas con una solución 4% m/v de paraformaldehído (PFA) durante 20 min a 

temperatura ambiente. Finalmente, luego de lavar los vidrios con PBS, los mismos fueron montados en un 

portaobjetos con 2 µl de Mowiol 488 (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU) y guardados a 4º C en oscuridad 

hasta su uso. Las imágenes fueron obtenidas por microscopía confocal de fluorescencia utilizando un 

microscopio Olympus Fluoview FV1000, con un objetivo 60X de inmersión en aceite (Centro de Microscopía 

de Fluorescencia Gregorio Weber, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales - Universidad de Buenos Aires), y 

se analizó la presencia de marca de CFSE en las células originalmente no marcadas. La presencia de marca en 

las células MC3T3 y Raw264.7 luego del co-cultivo se interpreta como En la figura 19 se esquematiza el 

procedimiento. 

 

 

Figura 19. Esquema del ensayo de co-cultivo entre células PC3 marcadas con CFSE y células 

precursoras óseas MC3T3 o Raw264.7. 

La figura esquematiza el procedimiento de co-cultivo y análisis de las células MC3T3 y 

Raw264.7 originalmente no marcadas mediante microscopía de fluorescencia confocal. En la 

microscopía se buscó la presencia de señal de CFSE en las células MC3T3 y Raw264.7, lo que 

indicaría una comunicación intercelular con las células PC3. 

 

3.3. Obtención y caracterización de vesículas símil exosomas (ELVs). 

3.3.1. Aislamiento de las ELVs. 

Se sembraron 500.000 células PC3 en placas de 10 mm con medio RPMI completo como se indicó 

anteriormente. Al día siguiente, se descartó el medio de cultivo, se realizó un lavado con PBS y se agregó RMPI 
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con antibióticos y 2% de SFB sin vesículas extracelulares, lo cual se realizó mediante ultracentrífugación a 

110.000 g durante 18 h129. Luego de 48 h de cultivo, se recolectó el medio condicionado de crecimiento de las 

PC3 y se aislaron las vesículas extracelulares mediante centrifugaciones diferenciales seguidas de una 

ultracentrifugación, realizando todos los pasos a 4°C. El primer paso de centrifugación a 800 g por 5 min 

permitió remover restos celulares (pellet 1) y el sobrenadante resultante fue centrifugado a 4.000 g durante 

20 min para eliminar organelas y cuerpos apoptóticos (pellet 2). El sobrenadante fue centrifugado a 15.000 g 

por 60 min, permitiendo remover las vesículas de 100-1000 nm de diámetro (pellet 3). Por último, la fracción 

correspondiente a vesículas de menor tamaño (30-100 nm de diámetro) entre las que se encuentras las ELVs 

(pellet 4) fue obtenida por ultracentrifugación a 110.000 g por 90 min (ultracentrífuga Hitachi Koki CP-90NX, 

rotor de ángulo fijo P90AT). Se realizó un lavado del pellet 4 con PBS y se repitió el paso de ultracentrifugación. 

En la figura 20 se esquematiza el procedimiento. 

  

 

Figura 20. Protocolo del aislamiento de vesículas extracelulares derivadas de células PC3. 

Partiendo del medio condicionado de un cultivo de PC3 de 48 h en RPMI con 2% de SFB sin vesículas 

extracelulares (EVs), se realizó una serie de centrifugaciones diferenciales seguidas de una 

ultracentrifugación para obtener una fracción enriquecida en ELVs (pellet 4). 
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Finalmente, dependiendo del ensayo que se fuera a realizar posteriormente, las ELVs fueron resuspendidas en 

PBS o en el buffer correspondiente. En todos los ensayos se utilizaron fracciones de vesículas frescas, de no 

más de una semana desde su aislamiento y conservadas a 4ºC. 

3.3.2. Citometría de flujo. 

Se utilizó la citometría de flujo para caracterizar las vesículas extracelulares de PC3. Debido a que el tamaño 

de las ELVs es entre 30 y 100 nm, el cual es menor al límite de detección de los citómetros convencionales 

(~200 nm), las vesículas deben acloplarse a esferas magnéticas para aumentar su tamaño. Se utilizaron esferas 

magnéticas acopladas a anticuerpos anti-CD63 (cat. 10606D, Thermo Fisher Scientific / Invitrogen, Waltham, 

Massachusetts, EEUU) para capturar las ELVs ya que la proteína CD63 se considera un marcador exosomal. 

Además, para aumentar la certeza de la caracterización, se utilizó un anticuerpos anti-CD81 acoplados al 

fluorocromo ficoeritrina (PE; cat. sc-7637 PE; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EEUU), otra proteína de 

localización casi exclusiva de exosomas.  

Brevemente, se incubaron 10 ˃ ƭ ŘŜ ǎǳǎǇŜƴǎƛƽƴ ŘŜl pellet 4 (ELVs) de PC3 en PBS con 5 ˃ƭ ŘŜƭ ǊŜŀŎǘƛǾƻ Ŏƻƴ 

esferas anti-CD63 durante 16 h a 4°C en agitación. Luego de la incubación, sŜ ŀƎǊŜƎŀǊƻƴ рлл ˃ƭ ŘŜ t.{ Ŏƻƴ 

0,1% de seroalbúmina bovina (.{!ύ ŦƛƭǘǊŀŘƻǎ Ŏƻƴ ŦƛƭǘǊƻ ŘŜ лΣнн ˃Ƴ, se mezcló realizando un spin de 5 seg y se 

colocó el tubo en una estructura con imán por 1 min para separar las esferas magnéticas unidas a vesículas 

extracelulares CD63+Φ {Ŝ ŘŜǎŎŀǊǘƽ Ŝƭ ƭƝǉǳƛŘƻΣ ǎŜ ŀƎǊŜƎŀǊƻƴ рл ˃ƭ ŘŜ ǳƴŀ ŘƛƭǳŎƛƽƴ мΥрл ŘŜ ŀƴǘƛŎǳŜǊǇƻ ŀƴǘƛ-CD81-

PE en PBS-BSA y se incubó por 1 h a temperatura ambiente en agitación. {Ŝ ŎƻƭƻŎŀǊƻƴ нлл ˃ƭ Ƴłǎ ŘŜ t.{-BSA, 

se mezcló por agitación y se detectó la presencia de complejos de esferas magnéticas anti-CD63:vesículas 

CD63+/CD81+:anticuerpos anti-CD81-PE (figura 21) usando un citómetro BD FACS Aria II, BD Biosciences 

(Servicio de Citometría de Flujo, FCEN-UBA). Se realizaron controles colocando solo las esferas anti-CD63 

(control negativo de autofluorescencia), y esferas anti-CD63 con anticuerpos anti-CD81-PE (control de unión 

inespecífica). 

 

Figura 21. Esquema del sistema de detección de ELVs.  

En la figura se muestra el sistema utilizado para la identificación de ELVs asiladas 

de los medios de cultivo de PC3. Se puede observar la esfera magnética acoplada 

a anticuerpos anti-CD63 (celeste), una ELV CD63+/CD81+ (amarillo) y el anticuerpo 

anti-CD81-PE (gris). Este complejo es luego detectado por citometría de flujo. 
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3.3.3. Western Blot. 

3.3.3.1. Extracción de proteínas. 

Luego de retirar el medio de cultivo para el aislamiento de las vesículas, las células PC3 fueron lavadas dos 

veces con PBS frío conteniendo ƛƴƘƛōƛŘƻǊŜǎ ŘŜ ŦƻǎŦŀǘŀǎŀǎ όbŀC лΣр ˃a ȅ ƻǊǘƻǾŀƴŀŘŀǘƻ ŘŜ ǎƻŘƛƻ лΣу Ƴaύ Ŝ 

inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail; Sigma-Aldrich, Saint Luis, Missouri, EEUU). Se cosecharon 

las células con un scraper, se centrifugaron a 2.500 rpm durante 5 min a 4°C y se descartó el sobrenadante. 

Los pellets de células se resuspendieron en buffer RIPA (Tris HCl 50 mM pH 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 20 mM 

pH 8; deoxicolato de sodio 1% v/v; SDS 0,1% m/v; Tritón X-100 1% v/v) con inhibidores de fosfatasas y 

proteasas, se incubaron en hielo durante 20 min y se centrifugaron a 12.500 rpm durante 20 min a 4°C. Los 

sobrenadantes conteniendo las proteínas se conservaron hasta posterior uso a -80°C. 

Se realizó el mismo procedimiento con las ELVs aisladas y resuspendidas en buffer RIPA. 

3.3.3.2. Determinación de la concentración de proteínas.  

Se determinó la concentración proteica de cada muestra utilizando el método del ácido bicinconínico (BCA 

98% y CuSO4 2%; Sigma-Aldrich, Saint Luis, Missouri, EEUU). La curva estándar se realizó utilizando diluciones 

de un estándar de BSA disuelto en buffer de lisis RIPA. Se ŎƻƭƻŎŀǊƻƴ мл ˃ƭ de cada muestra en una placa de 96 

pocillos por triplicado ȅ ǎŜ ŀƎǊŜƎŀǊƻƴ нлл ˃ƭ ŘŜ ./!κ/ǳ{h4. Se incubó durante 30 min a 37°C, midiéndose luego 

la absorbancia a 570 nm en un lector de placas (Glomax Multi Detection System; Promega, Madison, 

Wisconsin, EEUU). La concentración proteica de cada muestra se determinó utilizando la curva de calibración 

de BSA. 

3.3.3.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE), transferencia 

a membrana de nitrocelulosa e inmunodetección de proteínas. 

Las proteínas purificadas y cuantificadas fueron mezcladas y desnaturalizadas en buffer de siembra (Tris-HCl 

мл Ƴa ǇI уΣ {5{ м҈Σ ƎƭƛŎŜǊƻƭ п҈Σ ǎŀŎŀǊƻǎŀ лΣмпс aΣ ŀȊǳƭ ŘŜ ōǊƻƳƻŦŜƴƻƭ ȅ ʲ-mercaptoetanol 5%) durante 5 

min a 95º C en una concentración aproximada de 10 µg proteína en 30 µl. Se sembraron ол ˃ƭ ǇƻǊ ŎŀƭƭŜ ŘŜ ǳƴ 

gel de poliacrilamida de un sistema vertical (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, EEUU). 

Adicionalmente, se sembró una calle con un marcador de peso molecular (Blue Plus IV Protein Marker, 

TransGen Biotech, Beijing, China). Las muestras se resolvieron mediante una corrida en buffer de electroforesis 

(Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1% m/v) a un voltaje constante de 90 V a lo largo del gel concentrador de 

poliacrilamida 5% (Tris 0,128 M, pH=6,8; SDS 0,1%; Acrilamida: Bisacrilamida (29: 1); APS 0,1 % v/v y TEMED 

0,2 % v/v) y luego a 100 V en el gel separador de poliacrilamida 10% (Tris 0,4 M (pH 8,8); Acrilamida: 

Bisacrilamida (29: 1); SDS 0,1%; APS 0,1% v/v y TEMED 0,24% v/v). Una vez finalizada la electroforesis, las 

proteínas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare, Chicago, Illinois, EEUU) a un 

amperaje constante de 250 mA durante 90 min en buffer Towbin (Tris base 25 mM; glicina 192 mM; SDS 3,5 

mM; pH 8,3 y metanol 20% v/v).  

La membrana se incubó en buffer TBS-T (NaCl 150 mM; KCl 2,68 mM; Tris base 24,7 mM; detergente Tween-

20 0,05% v/v; pH 7,4) conteniendo 5% m/v de leche descremada en polvo durante 40 min a temperatura 

ambiente y con agitación suave para inhibir la unión inespecífica de los anticuerpos. Luego, se realizaron 

lavados con TBS-T y se incubó por 16 h a 4°C y con agitación suave en presencia de la dilución apropiada del 

anticuerpo primario en TBS-T: anti-CD81-PE (1:50; acoplado al fluorocromo PE; cat. sc-7637 PE; Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, Texas, EEUU), anti-flotilina-1 (1:100; sc-74566; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, 

EEUU) y anti-TSG101 (1:50; sc-7964; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EEUU). Se hicieron 3 lavados de 
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15 min cada uno de la membrana con TBS-T. En las membranas que se buscaba visualizar a flotilina-1 y TSG101 

se agregó el anticuerpo secundario anti ratón (1:1000; cat. 7076S, Cell Signaling; Danvers, Massachusetts, 

EEUU) acoplado a la peroxidasa de rábano (HRP). Finalmente, la membrana se incubó durante 2 h a 

temperatura ambiente con agitación suave y, posteriormente, se efectuaron 3 lavados durante 10 min cada 

uno con TBS-T.  

Las membranas fueron reveladas con el reactivo EasySee Western Blot basado en HRP (TransGen Biotech, 

Beijing, China) para flotilina-1 y TSG101, y mediante la detección de fluorescencia de PE para CD81. La 

visualización de las membranas se realizó utilizando el analizador de imágenes Amersham Imager 600 (GE 

Healthcare, Chicago, Illinois, EEUU). 

3.3.4. Microscopía electrónica de transmisión. 

Se depositaron 10 ˃ ƭ ŘŜ una suspensión de ELVs en PBS sobre una membrana hidrofílica LRW con grilla. Luego 

de 10 min, se realizó una tinción con una solución acuosa con 2% de acetato de uranilo por 3 min, seguida de 

lavados con agua bidestilada y secado a temperatura ambiente. Las características morfológicas se visualizaron 

utilizando un microscopio Zeiss EM109T con cámara digital Gatan ES1000W (Laboratorio Nacional de 

Investigación y Servicios de Microscopía Electrónica (LANAIS-MIE), UBA-CONICET). 

3.3.5. Estudio del contenido de ARNs en las ELVs por microarrays de expresión. 

Se aislaron las ELVs del medio de 48 h de cultivo de PC3 como se describió arriba. El pellet de ELVs obtenido 

por ultracentrifugación se resuspendió en 100 ˃ƭ del reactivo Quick-Zol (Kalium Technologies; Bernal, Buenos 

Aires, Argentina), se agitó por 5 min y el lisado se congeló a -80°C hasta su posterior uso. Para la extracción, 

se incubó durante 5 min a temperatura ambiente para asegurar la disociación de los complejos núcleo-

proteicos, y se agregaron 2л ˃ƭ ŘŜ ŎƭƻǊƻŦƻǊƳƻΦ {Ŝ ŀƎƛǘƽ vigorosamente y se dejó reposar en hielo durante 3 

min. Se centrifugó a 12.000 rpm durante 15 min a 4°C. Se pasó la fase acuosa a un nuevo tubo y el ARN total 

se precipitó agregando 5л ˃ƭ ŘŜ ƛǎƻǇǊƻpanol e incubando 16 h a -20°C. Se centrifugó a 12.000 rpm durante 10 

min a 4°C, se descartó el sobrenadante. Se lavó el pellet con 15л ˃ƭ ŘŜ Ŝǘŀƴƻƭ тр҈ v/v, se centrifugó a 7.600 

rpm durante 5 min a 4°C, se retiró el sobrenadante y el pellet se secó a 50°C por 3 min. El ARN total se 

resuspendió en 6 ˃ƭ ŘŜ ŀƎǳŀ ƭƛōǊŜ ŘŜ ƴǳŎƭŜŀǎŀǎ ȅ ǎŜ ǊŜƘƛŘǊŀǘƽ ƛƴŎǳōŀƴŘƻ ŘǳǊŀƴǘŜ мл Ƴƛƴ ŀ ррϲ/Φ [ŀ 

concentración y pureza del ARN obtenido se determinarion por absorbancia a 260 nm y 280 nm en un 

NanoDrop (Thermo Fisher Scientific / Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EEUU). 

Posteriormente, las muestras de ARN total fueron re-precipitadas agregando 1/10 su volumen de NaAc 3M 

pH 5,2 y 3 volúmenes de etanol absoluto agitando vigorosamente ya que el ARN precipitado es más estable 

que el ARN en solución y tiene mejor conservación, incluso a temperatura ambiente. Los ARNs precipitados 

fueron conservados a -80°C hasta ser enviados a España con hielo seco.  

En España, los ARNs fueron centrifugados a 12.000 g por 15 min a 4°C, se lavaron los pellets Ŏƻƴ мрл ˃ƭ Ŝǘŀƴƻƭ 

75% y se centrifugaron nuevamente a 12.000 g por 5 min a 4°C. Se retiraron los sobrenadantes, se dejaron 

secar los pellets durante 5-10 min en hielo, se resuspendieron Ŝƴ у ˃ƭ ŘŜ t.{ ȅ ǎŜ ƭƻǎ ǇǳǊƛŦƛŎƽ Ŏƻƴ Ŏƻƭǳmnas 

RNA Clean & Concentrator-5 (cat. R1015, Zymo Research, Irvine, California, EEUU) siguiendo las indicaciones 

del fabricante. Posteriormente, las muestras fueron cuantificadas usando la plataforma de electroforesis 

automatizada Agilent 2100 Bioanalyzer y el kit Agilent RNA 6000 Pico (cat. 5067-1513, Agilent Technologies, 

Santa Clara, California, USA) y se hibridaron a microarrays de expresión ClariomTM D de humano con el kit 

GeneChip WT Pico Reagent (cat. 902922 y cat. 902622, Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific / 

Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EEUU) en la Unidad de Genómica del Centro de Investigación del Cáncer 

(CiC-IBMCC), Universidad de Salamanca (USAL) y Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC), 
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Salamanca, España. Brevemente, en el procesamiento de las muestras se generó ADN de cadena simple 

biotinilado a partir del ARN total (poliadenilados y no poliadenilados), proporcionando una cobertura 

completa del transcriptoma. Tras 16-18 h de hibridación a 45°C, tinciones y lavados, se procedió al escaneado 

de los microarrays ClariomTM D que contienen más de 540.000 transcriptos. 

 

3.4. Evaluación del efecto del tratamiento con vesículas extracelulares aisladas de PC3 
sobre MC3T3 y Raw264.7. 

3.4.1. Exposición de células MC3T3 y Raw264.7 a ELVs de PC3. 

Se sembraron células MC3T3 o Raw264.7 con los medios de cultivo habituales para su mantenimiento. Al día 

siguiente, se retiró el medio de cultivo, se hizo un lavado con PBS y se agregó medio fresco ό-hMEM a las 

MC3T3 y DMEM a las Raw264.7) con antibióticos, 2% de SFB sin vesículas extracelulares, y adicionado con 

ELVs aisladas de PC3 como se describió anteriormente, o PBS como control de no exposición.  

Debido a que no hay métodos estandarizados confiables para la cuantificación de vesículas extracelulares, 

para estos tratamientos se consideró que, como se partió siempre de la misma cantidad de células PC3 y 

condiciones de cultivo, y que el protocolo de aislamiento de vesículas extracelulares estaba estandarizado, en 

todos los aislamientos se obtuvieron cantidades similares de ELVs. Esta es una limitación que puede introducir 

variabilidad en los resultados. 

Luego de los tratamientos de 24 h de exposición a las ELVs de PC3, se evaluaron distintos parámetros 

biológicos en las células MC3T3 y Raw264.7 (figura 22). 

 

 

Figura 22. Diseño experimental para evaluar el efecto de las vesículas extracelulares de PC3 sobre 
las células receptoras óseas. 
En la figura se muestra un esquema de la metodología empleada y los parámetros celulares analizados 
sobre las células MC3T3 y Raw264.7. 
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3.4.2. Ensayo de viabilidad celular por MTS ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-

2-(4-sulfofenil)-2h-tetrazolio). 

Utilizando el reactivo comercial CellTiter 96 Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (MTS) (cat. 

G5421, Promega, Madison, Wisconsin, EEUU) de acuerdo a las indicaciones del proveedor, se evaluó la 

viabilidad de las células precursoras óseas en placa de 96 pocillos luego de la incubación con las ELVs de PC3. 

Al momento de cosechar las células, se realizó un lavado con PBS y se agregaron млл ˃ƭ ŘŜ medio de cultivo 

fresco sin SFB ni antibióticos junto con нл ˃ƭ ŘŜƭ ǊŜŀŎǘƛǾƻ a¢{κta{Φ Como blanco de reactivos se utilizó medio 

de cultivo solo. La placa se incubó 2 h en estufa a 37°C con 5% de CO2 en oscuridad y se midió la absorbancia 

a 490 nm cada 30 min en un lector de placas (Glomax Multi Detection System, Promega, Madison, Wisconsin, 

EEUU). Los resultados se expresan como el porcentaje de viabilidad respecto del control según la fórmula: 

 

Ϸ ὺὭὥὦὭὰὭὨὥὨ
ὃὦί ὸὶὥὸὥάὭὩὲὸέ ὃὦί ὦὰὥὲὧέ

ὃὦί ὧέὲὸὶέὰὃὦί ὦὰὥὲὧέ
 ὼ ρππ 

 

En donde las absorbancias (Abs) corresponden al promedio de los triplicados realizados en cada condición. 

Los datos se presentan como el promedio ± desvío estándar (SD) de al menos tres experimentos 

independientes, a menos que se indique de otro modo. La significancia estadística se determinó con el 

software GraphPad Prism 9, empleando pruebas de t de student de muestras no pareadas para comparaciones 

entre las dos condiciones experimentales. 

3.4.3. Estudio de morfología celular por microscopía confocal de fluorescencia. 

Se crecieron las células MC3T3 o Raw264.7 en placas de 6 pocillos en las que se había insertado un vidrio de 

12 mm de diámetro. Luego del tratamiento con ELVs de PC3 como se describió más arriba, las celulas fueron 

lavadas suavemente con PBS y fijadas con una solución 4% m/v de PFA durante 20 min a temperatura 

ambiente. Después de la fijación, se removió la solución fijadora y se realizaron 3 lavados con PBS. Luego las 

células se incubaron en una solución permeabilizadora de PBS con 0,05% v/v de tritón X-100 durante 15 min 

y se lavaron 2 veces con PBS. Posteriormente, se realizó una incubación con una dilución 1:10 de TRITC-

faloidina en PBS con 3% de BSA (preparada a partir de una dilución 1:500 en etanol 96% v/v) durante 1 h a 

temperatura ambiente en cámara húmeda. Se lavó 2 veces con PBS y se incubó con DAPI (1,5 g˃/ml) por 10 

min a temperatura ambiente en cámara húmeda. Por último, luego de lavar 2 veces con PBS, los vidrios fueron 

montados en un portaobjetos con 2 µl de Mowiol 488 (Sigma-Aldrich; San Luis, Misuri, EEUU) y conservados a 

4ºC en oscuridad hasta su uso. Las imágenes fueron obtenidas por microscopía confocal de fluorescencia 

utilizando un microscopio Olympus Fluoview FV1000, con un objetivo 60X de inmersión en aceite (Centro de 

Microscopía de Fluorescencia Gregorio Weber, FCEN-UBA). Con el programa ImageJ, se calcularon los 

parámetros morfológicos de circularidad y diámetro de Feret en un mínimo de 35 células. 

Los datos se presentan como el promedio ± desvío estándar (SD) de al menos tres experimentos 

independientes, a menos que se indique de otro modo. La significancia estadística se determinó con el 

software GraphPad Prism 9, empleando pruebas de t de student de muestras no pareadas para comparaciones 

entre las dos condiciones experimentales. 
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3.5. Análisis del perfil transcripcional en las líneas celulares óseas. 

3.5.1. Purificación de ARN total.  

Luego de la incubación de las células MC3T3 o Raw264.7 con las ELVs de PC3 como se describió anteriormente, 

se descartó el medio de cultivo y se realizaron 2 lavados con PBS precalentado a 37°C, se cosecharon las células 

y se centrifugaron a 2.500 rpm por 5 min. El pellet celular obtenido se resuspendió en 300 ˃ ƭ del reactivo 

Quick-Zol (Kalium Technologies; Bernal, Buenos Aires, Argentina), se agitó por 5 min y el lisado se congeló a -

80°C hasta su uso. Para la purificación del ARN total, se incubó durante 5 min a temperatura ambiente para 

asegurar la disociación de los complejos ácido nucleico-proteína, tras lo cual se agregaron 6л ˃ƭ ŘŜ ŎƭƻǊƻŦƻǊƳƻΦ 

Se agitó y se dejó reposar en hielo durante 3 min. Se centrifugó a 12.000 rpm durante 15 min a 4°C. La fase 

acuosa se transfirió a un nuevo tubo se agregaron 15л ˃ƭ ŘŜ ƛǎƻǇǊƻpanol y se dejó precipitar el ARN por 16 h a 

-20°C. Luego, se centrifugó a 12.000 rpm durante 10 min a 4°C, se descartó el sobrenadante, se lavó el pellet 

con 3лл ˃ƭ ŘŜ Ŝǘŀƴƻƭ тр҈ v/v y se centrifugó a 7.600 rpm durante 5 min a 4°C. Se retiró el sobrenadante y el 

pellet se secó a 50°C por 3 min, se resuspendió en 30 ˃ƭ ŘŜ ŀƎǳŀ ƭƛōǊŜ ŘŜ ƴǳŎƭŜŀǎŀǎ ȅ ǎŜ ǊŜƘƛŘǊŀǘƽ ƛƴŎǳōŀƴŘƻ 

durante 10 min a 55°C. Las muestras de ARN total se conservaron a -80°C hasta su posterior uso. La 

concentración y pureza del ARN obtenido se midieron en un NanoDrop (Thermo Fisher Scientific / Invitrogen, 

Waltham, Massachusetts, EEUU). 

3.5.2. Tratamiento con DNAsa.  

Con el fin de eliminar potenciales restos de ADN en las muestras de ARN total, se utilizó el kit RQ1 RNase-Free 

DNase (cat. M6101; Promega, Madison, Wisconsin, EEUU). Se colocaron 0,5 ˃Ǝ ŘŜ !wb totalΣ м ˃ƭ ŘŜ RQ1 buffer 

y м ˃ƭ ŘŜ RQ1 DNase, ǎŜ ƭƭŜǾƽ ŀ ǳƴ ǾƻƭǳƳŜƴ Ŧƛƴŀƭ ŘŜ мл ˃ƭ con H2O libre de RNAsas y se incubó a 37°C por 30 

min. Terminada la incubación, se agregó 1 ˃ ƭ ŘŜ RQ1 stop solution y se incubó 10 min a 65°C. 

3.5.3. Microarrays de expresión. 

Para su envío a España, todas las muestras fueron precipitadas, enviadas, resuspendidas, purificadas y 

cuantificadas como se describió anteriormente en el punto 3.3.5. En este caso, los ARNs de las células MC3T3 

y Raw264.7, se hibridaron en un microarrays de expresión ClariomTM S para ratón con el kit GeneChip WT PLUS 

Reagent (cat. 902930 y cat. 902281, Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific / Invitrogen, Waltham, 

Massachusetts, EEUU) en la Unidad de Genómica del Centro de Investigación del Cáncer (CiC-IBMCC), 

Universidad de Salamanca (USAL) y Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC), Salamanca, España. 

Brevemente, en el procesamiento de las muestras se generó ADN de cadena simple biotinilado a partir del 

ARN total (poliadenilados y no poliadenilados), proporcionando una cobertura completa del transcriptoma. 

Tras 16-18 h de hibridación a 45°C, tinciones y lavados, se procedió al escaneado de los microarrays ClariomTM 

S que contienen más de 22.100 genes. 

 

3.6. Análisis bioinformáticos. 

3.6.1. Identificación de miRNAs abundantes en las ELVs derivadas de células PC3 a partir de 

datos de repositorios publicos. 

Se realizó una búsqueda de datos de secuenciación del transcriptoma (RNAseq) y microarrays de expresión en 

el repositorio público Gene Expression Omnibus (GEO, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) y se descargaron 

tres sets de datos que exploraban el contenido de  miRNAs en ELVs derivadas de la línea PC3 (GSE109356130, 

GSE117744131 y GSE35813132, último acceso en abril de 2021). Dentro de cada estudio, se los ordenó de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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acuerdo a su abundancia y se seleccionaron los 100 miRNAs con mayores niveles de cada dataset. Luego, se 

continuó el análisis con los 16 miRNAs presentes en los tres subgrupos, identificados mediante la herramienta 

DeepVenn133 (https://www.deepvenn.com/). Se estudiaron las categorías de funciones y enfermedades más 

significativamente sobre-representadas por dichos 16 miRNAs con la plataforma TAM 2.0134 

(http://www.lirmed.com/tam2/; opción overrepresentation). Con la plataforma miRNet 2.0135 

(https://w ww.mirnet.ca/; degree cutoff = 5) se identificaron los lncRNAs y mRNAs blanco de los miRNAs 

seleccionados anteriormente y se estudiaron las categorías de ontología génica y vías de KEGG 

significativamente representadas por estos mRNAs (p < 0,05) utilizando la plataforma DAVID v6.8136 

(https://david.ncifcrf.gov/). Los resultados para cada categoría tienen asociado un -̄valor calculado a partir 

del p y las veces de enriquecimiento (fold enrichment) de cada categoría en particular como Log2(veces de 

enriquecimiento)*[-Log10(p)]155. 

 

3.6.2. Estudio del contenido de ARNs en las ELVs derivadas de células PC3 y predicción de la la 

regulación que ejercerían en sus células receptoras 

El pre-procesamiento de los datos crudos obtenidos de los microarrays de expresión ClariomTM D de humano 

(archivos .CEL) se realizó utilizando la plataforma Transcriptome Analysis Console (TAC) 4.0.2 (Applied 

Biosystems, Thermo Fisher Scientific / Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EEUU), la cual implementa el 

paquete de Bioconductor Limma137. Para el análisis se seleccionaron las opciones "Expression (Gene + Exon)" 

en Analysis Type y "Gene - SST RMA" en Summarization, obteniéndose 135.750 transcriptos de los cuales se 

eliminaron aquellos que no tenían símbolo de gen asociado, quedando 86.161. También se eliminaron: i) 

transcriptos con un promedio Log2(señal) < 3,75 entre las tres muestras independientes de ELVs, calculado con 

la función shorth del paquete de Bioconductor genefilter (versión 1.76.0)138; ii) transcriptos predichos por la 

base de datos AceView; iii) transcriptos que no tenían nombre de gen asociado ni eran descriptos como "novel 

transcript"; y iv) transcriptos que mapeaban a más de un gen. Luego de todos estos filtros, se obtuvieron 

29.588 transcriptos para el análisis final; los cuales fueron clasificados en grupos y subgrupos de acuerdo con 

la información del HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC)139, incluyendo además a los ARNs circulares 

(circRNAs) dentro del grupo de ARNs no codificantes. 

Se seleccionaron los 30 lncRNAs con mayor abundancia (Log2(señal) media), se buscaron sus mRNAs blanco en 

la base de datos ENCORI140 (https://starbase.sysu.edu.cn/index.php) y con ellos se realizó un análisis de 

ontología génica y vías de KEGG con la plataforma DAVID v6.8136 (https://david.ncifcrf.gov/), considerando 

significativamente representadas a las categorías con p < 0,05 para las cuales se calculó un -̄valor a partir del 

p y las veces de enriquecimiento (fold enrichment) como Log2(veces de enriquecimiento)*[-Log10(p)]155. 

 

3.6.3. Expresión génica en células MC3T3 y Raw264.7 tratadas con ELVs de PC3 

El análisis a partir de los datos crudos obtenidos al emplear los microarrays de expresión Clariom S de ratón 

(archivos .CEL) se realizó utilizando la plataforma Transcriptome Analysis Console (TAC) 4.0.2 (Applied 

Biosystems, Thermo Fisher Scientific / Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EEUU), la cual implementa el 

paquete de Bioconductor Limma137, seleccionando las opciones "Expression (Gene)" en Analysis Type y "Gene 

- SST RMA" en Summarization. 

Con los genes identificados como sub- o sobre-expresados (módulo de las veces de cambio (fold change) > 1,2 

y p < 0,05) se realizó un análisis de ontología génica (p ғ лΣлрΤ ǊŜǎǳƭǘŀŘƻǎ ŜȄǇǊŜǎŀŘƻǎ ŎƻƳƻ ˉ-valor = Log2(veces 

https://www.deepvenn.com/
http://www.lirmed.com/tam2/
https://www.mirnet.ca/
https://david.ncifcrf.gov/
https://starbase.sysu.edu.cn/index.php
https://david.ncifcrf.gov/
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de enriquecimiento)*[-Log10(p)]155) con la plataforma DAVID v6.8136 (https://david.ncifcrf.gov/). 

3.6.4. ARNs diferencialmente abundantes en vesículas extracelulares de pacientes con cáncer 

de próstata y predicción de la red regulatoria que modularían en las células óseas. 

Se descargó el set de datos GSE71008141 de GEO (último acceso en diciembre de 2021), que posee información 

de los niveles de ARNs contenidos en vesículas extracelulares aisladas de plasma de pacientes con cáncer de 

próstata (n = 36; edad promedio = 68,7 ± 9,5) y de dadores sanos (n = 25; edad promedio = 54,6 ± 14,6). No se 

detectaron diferencias significativas en la edad de los pacientes de ambos grupos (prueba de t de student no 

significativa). La cuantificación de los niveles de ARNs se obtuvo por RNAseq usando la plataforma GPL9052 

Illumina Genome Analyzer (Homo sapiens). 

La abundancia diferencial de mRNAs, lncRNAs y miRNAs entre las vesículas extracelulares de los pacientes con 

cáncer de próstata y dadores sanos fue calculada en RStudio, que utiliza el lenguaje de programación R; y se 

usaron los paquetes DESeq2 (versión 1.34.0)142 y edgeR (versión 3.36.0)143. Con la herramienta DeepVenn 

(https://www.deepvenn.com/)133, se compararon ambas listas en busca de ARNs con abundancia diferencial 

identificados por ambos algoritmos de manera de aumentar la confianza de los resultados. 

3.6.5. Predicción bioinformática de las funciones que podrían cumplir los miRNAs y lncRNAs 
transportados por las vesículas extracelulares de los tumores prostáticos en las células 
receptoras.   

Para predecir la función de los miRNAs identificados, se analizaron las categorías de funciones y enfermedades 

más significativamente sobre-representadas según la plataforma TAM 2.0 (http://www.lirmed.com/tam2/; 

opción overrepresentation)134.  

Con la plataforma miRNet 2.0 (https://www.mirnet.ca/; degree cutoff = 5)135 se identificaron los lncRNAs y 

mRNAs blanco de los miRNAs candidatos seleccionados. 

Los mRNAs blanco de regulación directa de los lncRNAs y miRNAs con abundancia diferencial en las vasiculas 

extracelulares de los pacientes con cáncer de próstata fueron determinados utilizando la plataforma ENCORI 

(https://starbase.sysu.edu.cn/index.php)140. Para obtener los blancos de los miRNAs se aplicaron los filtros de 

CLIP Řŀǘŀ җ р ȅ ǇǊƻƎǊŀƳ ƴǳƳōŜǊ Ґ оΦ 

Con la plataforma DAVID v6.8 (https://david.ncifcrf.gov/)136 se analizaron las categorías de ontología génica y 

vías de KEGG significativamente representadas por mRNAs identificados (p < 0,05; resultados expresados 

ŎƻƳƻ ˉ-valor = Log2(veces de enriquecimiento)*[-Log10(p)]155). Además, se analizaron redes de interacción 

proteína-proteína entre aquellas codificadas por los mRNAs diferencialmente abundantes en las vesículas 

extracelulares de los pacientes con cáncer de próstata, o aquellos reportados como blancos de regulación de 

los lncRNAs o miRNAs identificados en dichas vesículas. Las redes de interacción fueron construidas con 

stringApp v2.0.1 y Cytoscape v3.9.1144, aplicando los filtros confidence score cutoff = 0,50 y tissue score 3-5 en 

hueso. 

3.6.6. Estudio de asociación entre sus niveles en el tejido tumoral prostático y la sobrevida libre 
de progresión (PFS) y modelado de un puntaje de riesgo de PFS. 

Se descargaron los datos de RNAseq de tumores primarios de próstata (n = 482) y la información clínica de los 

pacientes del Prostate Adenocarcinoma Project de The Cancer Genome Atlas (TCGA-PRAD, 

http://cancergenome.nih.gov/) utilizando la plataforma UCSC Xena145 (https://xena.ucsc.edu/, último acceso 

https://david.ncifcrf.gov/
https://www.deepvenn.com/
http://www.lirmed.com/tam2/
https://www.mirnet.ca/
https://starbase.sysu.edu.cn/index.php
https://david.ncifcrf.gov/
http://cancergenome.nih.gov/
https://xena.ucsc.edu/
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en junio de 2021). En la tabla 1 se presentan las características de los pacientes de TCGA-PRAD que se 

analizaron. 

 

Tabla 1. Características de los pacientes del set de datos de 

TCGA-PRAD al momento del diagnóstico. 

 

ND: No determinado; PFS: sobrevida libre de progresión.  

 

El tiempo de sobrevida libre de progresión (PFS) fue definido como aquel comprendido entre el momento del 

diagnóstico y la fecha de aparición del primer nuevo evento tumoral, definido como: la progresión de la 

enfermedad, la recurrencia locorregional, la metástasis a distancia, un nuevo tumor primario o la muerte del 

paciente con tumor146.  

Se evaluaron en paralelo los genes correspondientes a los lncRNAs y a los mRNAs identificados en las vesículas 

extracelulares de los pacientes con cáncer de próstata. Se dividió a los pacientes en dos grupos según la alta o 

baja expresión de cada gen de interés. Para determinar el punto de corte, se empleó la herramienta Cutoff 

Finder147 que utiliza el método del p mínimo para encontrar el punto de corte óptimo para una variable 

continua. Se realizaron curvas de Kaplan-Meier (KM) para estudiar las asociaciones entre la expresión de los 

genes candidatos y la PFS, se aplicaron la prueba de log-rank y el modelo de regresión de riesgos 

proporcionales de Cox uni y multivariados para estimar los Hazard Ratios. Los genes que en el análisis 

univariado mostraron una asociación significativa con la PFS fueron incluidos posteriormente en un análisis 

estadístico multivariado.  
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Con aquellos que conservaron la significancia estadística en el análisis multivariado para predecir la PFS, se 

modeló un puntaje ARNs de riesgo según la fórmula 1: 

1: ὴόὲὸὥὮὩ ὃὙὔί ὨὩ ὶὭὩίὫέВ ὅέὩὪὭὧὭὩὲὸὩ ὫὩὲὉὼὴὶὩίὭĕὲ ὫὩὲ 

En donde la expresión del gen toma valores de 0=expresión asociada a bajo riesgo de PFS o 1=expresión 

asociada a alto riesgo de PFS. Los coeficientes fueron calculados mediante la regresión de riesgo proporcional 

de Cox multivariada. 

Se determinó la capacidad de estos cálculos para estratificar a los pacientes y se realizaron análisis 

multivariados incluyendo los parámetros clínico-patológicos de grupo ISUP, niveles de PSA al diagnóstico y 

estadío T patológico. Para esto se modeló, con los parámetros significativos en el modelo multivariado, un 

puntaje ARN+clínico de riesgo según la fórmula 2: 

2: ὴόὲὸὥὮὩ ὃὙὔὧὰὭὲὭὧέ ὨὩ ὶὭὩίὫέὧέὩὪὭὧὭὩὲὸὩ ὴόὲὸὥὮὩ ὃὙὔὴόὲὸὥὮὩ ὃὙὔὧέὩὪὭὧὭὩὲὸὩ ὍὛὟὖὍὛὟὖ  

En donde el puntaje ARN toma valores de 0= bajo puntaje o 1=alto puntaje; y el ISUP toma valores de 1 a 5 

según el grupo ISUP al que pertenece el paciente. Los coeficientes fueron calculados mediante la regresión de 

riesgo proporcional de Cox multivariada. 

Finalmente, se realizó un modelo estadístico predictivo de PFS incluyendo la expresión de todos los lncRNAs y 

mRNAs seleccionados y el grupo ISUP según la fórmula 3:  

 3: ὴόὲὸὥὮὩ ὰὲὧὙὔὃὴόὲὸὥὮὩ άὙὔὃὫὶόὴέ ὍὛὟὖὧέὩὪὭὧὭὩὲὸὩ ὴόὲὸὥὮὩ ὰὲὧὙὔὃὴόὲὸὥὮὩ ὰὲὧὙὔὃ

                                                                                                                ὧέὩὪὭὧὭὩὲὸὩ ὴόὲὸὥὮὩ άὙὔὃὴόὲὸὥὮὩ άὙὔὃ

                                                                                                                ὧέὩὪὭὧὭὩὲὸὩ ὍὛὟὖὍὛὟὖ  

Se graficaron curvas ROC148 para los modelos que contemplaban a cada puntaje y al ISUP, por separado y de 

manera conjunta, y se compararon las áreas bajo las curvas (AUC).  

Como validación de la utilidad del modelo final, se evaluó la capacidad del mismo para predecir el riesgo de 

progresión del cáncer de próstata con el paquete de R asuri (Analysis of Survival and Patients Risk Prediction 

based on Gene Signatures, versión 1.0, publicación en preparación) desarrollado por el Grupo de Investigación 

en Bioinformática y Genómica Funcional del Centro de Investigación del Cáncer (CiC-IBMCC), Universidad de 

Salamanca (USAL) y Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC), Salamanca, España. Esta 

herramienta permite realizar análisis de sobrevida y predicción de riesgo basándose en la implementación del 

modelo multivariante de regresión de riesgos proporcionales de Cox con penalización de norma L1, una 

regularización intermedia entre los modelos de regresión de Lasso y Ridge149, cuya metodología es detallada 

por Bueno-Fortes et al.150. 

Los análisis se realizaron con el programa RStudio e involucraron también el uso de los paquetes base (versión 

4.1.2), dplyr (versión 1.0.7), survival (versión 3.2-13), survivalAnalysis (versión 0.3.0), ggplot2 (versión 3.3.5), 

survminer (versión 0.4.9) y pROC (versión 1.18.0), obtenidos de los repositorios Bioconductor y Comprehensive 

R Archive Network (CRAN).  
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4.1.  Análisis de la comunicación célula tumoral prostática - célula precursora ósea. 

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que el co-cultivo de células PC3 con un cultivo 

primario de osteoblastos inhibió la proliferación de los osteoblastos mediante una disminución de la expresión 

de las ciclinas A, B1 y D1, y a un aumento en la expresión de p21151. Además, el co-cultivo indujo también la 

expresión de Runx2, un factor de transcripción específico de osteoblastos, redujo la expresión de osteocalcina 

y, en consecuencia, disminuyó la formación de matriz ósea al compararlo con los osteoblastos en mono-

cultivo151. También se demostró una reducción en la densidad de filopodios en las células PC3 cultivadas en el 

medio condicionado proveniente de un co-cultivo PC3:MC3T3 y, en consecuencia, se observó un menor 

contacto célula-célula152; y que los co-cultivos célula tumoral prostática con células óseas modula la expresión 

de genes relacionados con el metabolismo óseo153,154. Todos estos resultados demuestran que existe una 

comunicación intercelular entre las células prostáticas y las células óseas que es independiente del contacto 

célula-célula; sin embargo, no determinan si esta comunicación se produce por factores solubles que liberan 

las células, por vesículas extracelulares o por ambos mecanismos. Por ello, en esta tesis se propuso estudiar 

las ELVs liberadas por las células tumorales prostáticas y cómo estas modifican el fenotipo de las células óseas 

receptoras.  

Para determinar si la comunicación entre las células PC3 y las células MC3T3 y Raw264.7 está mediada por 

vesículas extracelulares, se realizó un ensayo de marcación con CFSE y observación por microscopía de 

fluorescencia. Para ello, se marcaron las células tumorales prostáticas PC3 con CFDA-SE (CFSE diacetato), el 

cual puede atravesar la membrana plasmática y, una vez en el citoplasma, es hidrolizado por esterasas 

intracelulares generando CFSE (fluorescente) que es capaz de unirse covalentemente a proteínas 

intracelulares y mantener la fluorescencia por varios días y divisiones celulares. Luego de la marcación y lavado 

del CFDA-SE remanente, se realizó un co-cultivo indirecto entre PC3-CFSE y MC3T3 o Raw264.7 sin marcar. 

Después de 48 h de co-cultivo, las células MC3T3 o Raw264.7, originalmente sin marcar, se fijaron y se 

analizaron por microscopía confocal de fluorescencia en busca de marca de CFSE (figura 19). Se observó que 

hubo un pasaje de fluorescencia desde las células PC3-CFSE a las células MC3T3 y Raw264.7 inicialmente no 

marcadas (figura 23). Esto sugiere la existencia de un intercambio de biomoléculas desde las células tumorales 

prostáticas hacia las células precursoras óseas que, al menos en parte, podría estar dándose a través de 

vesículas extracelulares. 

 



 

Resultados 
 

42 
 

 

Figura 23. Estudio de la comunicación intercelular entre PC3-CFSE y MC3T3 o Raw264.7.  

Fotografías de la microscopía de fluorescencia (paneles izquierdos) y contraste de 

interferencia diferencial (paneles derechos) de las células MC3T3 (A) y Raw264.7 (B) luego 

de 48 h de co-cultivo con PC3-CFSE. En ambos casos se muestra un campo representativo 

en el que se puede observar que las células MC3T3 y Raw264.7, originalmente no 

marcadas, adquirieron marcación de CFSE. 

Aumento 60X, escala 10 ˃m. 

 

4.2. Aislamiento y caracterización de ELVs derivadas de células PC3. 
Se cultivaron las células PC3 en mono-cultivo con medio RPMI con 2% de SFB sin vesículas extracelulares. 

Luego de 48 h de cultivo, se recuperó el medio condicionado y se procedió a realizar el protocolo de 

centrifugaciones diferenciales utilizado para el aislamiento de ELVs (figura 20). El pellet obtenido luego del 

último paso de ultracentrifugación (enriquecido en ELVs) se analizó por diferentes métodos complementarios: 

citometría de flujo, Western Blot y microscopía electrónica de transmisión (figura 24A-C); con el objetivo de 

caracterizar morfológica y molecularmente a los elementos presentes en el pellet. 

Por citometría de flujo, se pudo comprobar que las vesículas extracelulares aisladas tenían en sus membranas 

CD63 (capturadas por las esferas magnéticas con anti-CD63) y CD81 (detectada por el anticuerpo anti-CD81-

PE) (figura 21). Este resultado es compatible con ELVs, ya que CD63 y CD81 son dos proteínas de membrana 

características, aunque no específicas, de ELVs (figura 24A). Por Western Blot se analizó la presencia de las 
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proteínas exosomales CD81, TSG101 y flotilina-1; observándose un enriquecimiento de las tres proteínas en 

el pellet respecto del extracto proteico total de las células PC3 (figura 24B). Por último, se realizó una 

observación morfológica por microscopía electrónica de transmisión contrastando con acetato de uranilo; 

pudiéndose visualizar y confirmar que las vesículas obtenidas tenían un diámetro de ~60-100 nm (figura 24C), 

compatible con el rango de tamaño esperado para las ELVs. En conjunto, todos estos resultados permitieron 

caracterizar al pellet obtenido luego de la ultracentrifugación como ELVs de PC3. 

 

 

Figura 24. Caracterización molecular y morfológica de las vesículas extracelulares liberadas por las 
células PC3.  
En la figura se muestra la caracterización molecular de las vesículas extracelulares aisladas luego de la 
ultracentrifugación final por citometría de flujo (A) y Western Blot (B), y la caracterización morfológica 
por microscopía electrónica de transmisión contrastando con acetato de uranilo (C). Tanto por 
citometría de flujo como por Western Blot se pudieron detectar proteínas características de ELVs (CD63, 
CD81, TSG101 y flotilina-1). Además, por microscopia se observaron elementos compatibles, por forma 
y tamaño, con ELVs. En conjunto estos resultados permiten concluir que los elementos presentes en el 
pellet son compatibles con ELVs.  
Aumento en la microscopía: 250.000X, escala 20 ˃m. ELVs PC3: ELVs derivadas de células PC3. 

 

4.3. Estudio del efecto de la exposición a ELVs derivadas de PC3 en las células 
precursoras óseas MC3T3 y Raw264.7. 

Habiendo aislado y caracterizado las ELVs liberadas por las células PC3, se decidió estudiar si la exposición a 

estas vesículas induce cambios morfológicos y/o moleculares en células pre-osteoblásticas MC3T3 y pre-

osteoclásticas Raw264.7. Para ello se analizó la viabilidad celular, la morfología y la expresión génica global 

luego de 24 h de exposición a las ELVs de PC3. 
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4.3.1. Estudio de cambios en la viabilidad celular 

Con el objetivo de evaluar si las ELVs de PC3 son responsables, al menos en parte, de preparar el nicho 

metastásico óseo mediante el transporte de biomoléculas contenidas en vesículas extracelulares, se cultivaron 

células precursoras óseas MC3T3 y Raw264.7 en presencia de ELVs derivadas de células PC3 durante 24 h y se 

estudiaron potenciales cambios en el fenotipo de las mismas (figura 22). No se observaron cambios 

significativos en la viabilidad celular luego de la exposición a las ELVs de PC3 ninguna de las dos líneas de 

progenitores óseos (figura 25). 

 

Figura 25. Efecto de las ELVs derivadas de PC3 sobre las 
células precursoras óseas.  
Ensayo de viabilidad celular por MTS en células MC3T3 y 
Raw264.7 control o tratadas con ELVs de PC3 por 24 h. ELVs 
PC3: ELVs derivadas de células PC3. 

  

4.3.2. Estudio de cambios morfológicos 

Para estudiar el efecto de las ELVs sobre la morfología de las células MC3T3 y Raw264.7, luego de 24 h de 

tratamiento con las ELVs, las células fueron fijadas y marcadas con DAPI (núcleos) y faloidina-TRITC (filamentos 

de actina) para estudiar alteraciones en su morfología por microscopía confocal de fluorescencia. En las células 

MC3T3 no se detectaron cambios morfológicos después del cultivo con las ELVs de PC3 (figura 26A). Por el 

contrario, en las células Raw264.7 se observaron células más fusiformes con múltiples prolongaciones (figura 

26B). Dos parámetros muy utilizados para cuantificar características morfológicas de las células son la 

circularidad τcuyo valor igual a 1 denota un círculo perfecto y al ir aproximándose a 0 señala una forma más 

alargadaτ, y el diámetro de Feret τque indica la distancia máxima entre dos puntos del área celularτ. Luego 

de la exposición a las ELVs, las células Raw264.7 presentaron una disminución significativa en la circularidad 

(figura 26C) y un aumento significativo en el diámetro de Feret (figura 26D), confirmando ambos parámetros 

que las ELVs derivadas de PC3 estarían induciendo una morfología más fusiforme. Estos parámetros no 

pudieron determinarse en las células MC3T3 ya que, aún a bajos niveles de confluencia, crecen formando un 

entramado celular muy denso y resulta muy complejo poder determinar los límites de cada célula. 
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Figura 26. Efecto de la exposición de las células precursoras óseas a ELVs 
derivadas de PC3.  
En la figura se muestran imágenes representativas obtenidas por microscopía 
confocal de fluorescencia de células MC3T3 (A) y Raw264.7 (B) control o 
tratadas con ELVs de PC3 por 24 h, fijadas y marcadas con DAPI (azul) y 
faloidina- TRITC (rojo). Aumento 60X, escala 10 m˃. También se muestra la 
cuantificación de la circularidad (C) y el diámetro de Feret (D) calculados a 
partir del análisis de al menos 35 células Raw264.7. 
ELVs PC3: ELVs derivadas de células PC3. 
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4.3.3. Estudio de cambios de expresión génica 

Para evaluar si las ELVs de PC3 inducen cambios transcriptómicos en las células receptoras, se purificó ARN 

total de MC3T3 y Raw164.7 post-exposición a ELVs y cultivos control sin exposición, y se hibridaron en 

microarrays de expresión ClariomTM S. Los análisis de expresión génica diferencial entre las células expuestas 

a ELVs vs células sin exposición detectó cambios significativos de expresión en 276 genes en MC3T3 (figura 

27). El mismo tratamiento indujo cambios de expresión en 280 genes en Raw264.7 (figura 27). 

 

 

Figura 27. La exposición a ELVs de PC3 induce cambios transcriptómicos en las células receptoras. 

En la figura se muestran los diagramas de volcán que permiten visualizar los cambios de expresión génica en las 

células MC3T3 (A) y Raw264.7 (B) expuestas a las ELVs de PC3 versus las mismas células no expuestas. Se consideró 

un cambio significativo si |veces de cambio|>1,2 y p < 0,05. En verde se muestran los genes con menor expresión 

significativa en las células expuestas a las ELVs, y en rojo los que se expresan significativamente más en la misma 

condición. 

 

Posteriormente, se analizó la ontología génica de los genes con expresión diferencial. Los resultados obtenidos 

con la herramienta DAVID se muestran en las figuras 28 y 29. En las células MC3T3, las ELVs reducen la 

expresión de genes relacionados con respuesta a la glucosa, proliferación de células mesenquimales, 

transporte y retención de calcio, metabolismo del fósforo, unión de vitamina B6 y metabolismo de 

aminoácidos y proteínas, entre otras (figura 28). Además, inducen la expresión de genes pertenecientes a 

categorías relacionadas con secreción y transporte de catecolaminas, adhesión, percepción de estímulos y 

señalización mediada por receptores de membrana (figura 28). En las células Raw264.7, las ELVs disminuyen 

la expresión de genes asociados a la regulación de la gametogénesis, la reproducción, la expresión génica, el 

metabolismo y la vía de señalización de los receptores Toll-like (figura 29); mientras que los genes que 

aumentan su expresión están asociados a categorías relacionadas con transporte, señalización y metabolismo 

del calcio, producción de citoquinas, adhesión celular, regulación de la señalización por BMPs, transporte 

transmembrana, percepción de estímulos mecánicos, transducción de señales, vesículas fagocíticas y 

secretorias y unión a receptores de quemoquinas CCR y de citoquinas, entre otras (figura 29). 
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Figura 28. Análisis de ontología génica de los genes modulados en MC3T3 por la 

exposición a ELVs de PC3.  

Se muestran las categorías significativamente representadas por los genes 

modulados en células MC3T3 expuestas a ELVs de PC3.  

-̄valor calculado como Log2(veces de enriquecimiento)*[-Log10(p)]155. 
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Figura 29. Análisis de ontología génica de los genes modulados en Raw264.7 por la 

exposición a ELVs de PC3.  

Se muestran las categorías significativamente representadas por los genes 

modulados en células Raw264.7 expuestas a ELVs de PC3.  

-̄valor calculado como Log2(veces de enriquecimiento)*[-Log10(p)]155. 
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4.4. Análisis bioinformático del contenido de miRNAs de las ELVs derivadas de células 
PC3 y predicción de la función que estos ejercerían en sus células receptoras. 

Con el objetivo de identificar posibles responsables de los cambios observados en los puntos anteriores, se 

continuó estudiando el contenido de ARNs de las ELVs liberadas por las células PC3. Se realizó una búsqueda 

en el repositorio público GEO y se descargaron tres sets de datos de miRNAs presentes en ELVs de PC3 

(GSE109356, GSE117744 y GSE35813). En cada uno de ellos se seleccionaron los 100 miRNAs más abundantes, 

se compararon las listas obtenidas, y se seleccionaron los 16 miRNAs comunes entre los tres subgrupos de 

datos (figura 30). 

 

 

Figura 3. Flujo de trabajo para la exploración del contenido de miRNAs en las ELVs derivadas de 
células PC3 y predicción de su función en la célula receptora.  
Esquema del análisis realizado a partir de datos públicos descargados de GEO y las plataformas 
utilizadas para el estudio posterior, TAM 2.0, miRNet 2.0 y DAVID v6.8. 

  

Mediante la plataforma TAM 2.0, se analizaron las categorías correspondientes a funciones y 

enfermedades asociadas a los 16 miRNAs identificados. Entre las funciones, se destacan las categorías 

vinculadas con inflamación, regeneración ósea, transición epitelio-mesenquimal y angiogénesis (figura 31A). 

Y entre las enfermedades asociadas a estos miRNAs se describen distintos tipos de neoplasias, incluidas las 

prostáticas (figura 31B). 
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Figura 31. Análisis de las funciones y enfermedades asociadas a los miRNAs más 
abundantes en las ELVs derivadas de células PC3.  
La figura muestra los resultados obtenidos por la herramienta TAM 2.0. En el panel 
A se muestran las categorías más significativamente representadas y relacionadas 
con distintas funciones celulares. En el panel B se muestran las enfermedades más 
significativamente asociadas a estos miRNAs.  

 

Luego, utilizando la plataforma miRNet 2.0 y bajo la premisa que los miRNAs se unen a mRNAs y lncRNAs para 

modular su expresión y funciones, se identificaron los mRNAs y lncRNAs blanco de los 16 miRNAs identificados 

en las ELVs de PC3. Con esta herramienta se logró construir una posible red regulatoria que ejercerían estos 

miRNAs en las células receptoras (figura 32A). Con la plataforma DAVID v6.8, se analizaron las categorías de 

ontología génica más significativamente representadas por los mRNAs identificados como blanco de los 

miRNAs, entre las cuales se encontraron categorías relacionadas con tumorigénesis, adhesión celular, vías de 

señalización desreguladas en cáncer, exosomas y cáncer de próstata (figura 32B-E). 



 

Resultados 
 

51 
 

 

Figura 32. Predicción de las redes regulatorias y ontología génica de los mRNA y lncRNAs blanco de los 16 miRNAs 
más abundantes en las ELVs derivadas de PC3.  
En el panel A se representa la compleja red de interacción entre los 16 miRNAs identificados (azul), lncRNAs (verde) 
y mRNAs (violeta). En los paneles B a E se muestran las categorías de ontología génica y vías de KEGG más 
significativamente representadas por los mRNA y lncRNA blanco de los 16 miRNAs.  
-̄valor calculado como Log2(veces de enriquecimiento)*[-Log10(p)]155. 
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4.5. Estudio del contenido de ARNs no codificantes de las ELVs de PC3 mediante 
microarrays de expresión y de la regulación que ejercerían en sus células 
receptoras. 

Considerando que los sets de datos utilizados anteriormente solo proveían información sobre el contenido de 

miRNAs en las ELVs de PC3, se decidió estudiar también el contenido de otros tipos de ARNs en dichas 

vesículas. Para ello, se aislaron ELVs de PC3 como fue descripto en Materiales y Métodos, se extrajo el ARN 

total y se hibridó en microarrays de expresión ClariomTM D. De esta manera, se detectaron 29.588 transcriptos, 

distribuidos de la siguiente manera: 36,34% codificantes de proteínas; 25,47% pseudogenes; 10,98% ARNs no 

codificantes; y 27.21% correspondiente a otros o no asignados (figura 33A). Dado el potencial regulatorio de 

los ARNs no codificantes, se focalizó el estudio en este grupo, compuesto mayoritariamente por lncRNAs 

(41,43%) (figura 33B). 

 

 
Figura 33. Contenido de ARNs de las ELVs derivadas de PC3.  

Los gráficos muestran los distintos tipos de transcriptos identificados mediante 

el microarray de expresión ClariomTM D a nivel global (A) y los subtipos dentro del 

grupo de ARNs no codificantes (B). Se indica la cantidad absoluta de transcriptos 

y el porcentaje que representan.  

circRNAs: ARNs circulares, rRNAs: ARNs ribosomales, snoRNAs: ARNs nucleolares 

pequeños, snRNAs: ARNs nucleares pequeños, tRNAs: ARNs de transferencia. 
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Se continuó el análisis con los lncRNAs más abundantes en las ELVs de PC3, bajo la premisa de que serían los 

que mayor efecto tendrían en las células receptoras; por lo que se seleccionaron como candidatos a 30/1.346, 

con abundancia mayor a җ 7,9 (figura 34). Utilizando la herramienta ENCORI, se identificaron los mRNAs blanco 

de los lncRNAs seleccionados y con la plataforma DAVID se analizó la ontología génica de los mismos para 

determinar las vías y procesos que podrían estar regulando estos 30 lncRNAs en sus células receptoras. Entre 

las categorías más representadas se encuentran algunas vinculadas con modificaciones de la cromatina, 

regulación de la transcripción y la traducción, degradación del ARN, proteólisis, diferentes tipos de uniones 

intercelulares, adhesión, vías metabólicas, citoesqueleto cortical, interacciones SNARE en transporte vesicular 

y cáncer de próstata (figura 35). 

 

 

Figura 34. Exploración del contenido de lncRNAs de las ELVs derivadas de células PC3.  

En el panel superior (A) se muestra el histograma con la distribución de abundancias de los 1.346 lncRNAs. 

Con la línea vertical roja se muestra el punto de corte utilizado para seleccionar a los lncRNAs candidatos 

para seguir con los análisis. En el panel inferior (B) se esquematiza el flujo de trabajo con el que se 

continuaron los análisis y la lista de los 30 lncRNAs seleccionados. 
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Figura 35. Análisis de ontología génica y vías de KEGG de los mRNA blancos de los lncRNAs más abundantes 
en las ELVs derivadas de PC3.  
Los gráficos muestran las categorías de procesos biológicos (A), componentes celulares (B), funciones 
moleculares (C) y de vías de KEGG (D) más significativamente representadas por los mRNA blanco de los 30 
lncRNAs seleccionados.  
-̄valor calculado como Log2(veces de enriquecimiento)*[-Log10(p)]155. 

 

4.6. Identificación de ARNs diferencialmente abundantes en vesículas extracelulares de 
pacientes con cáncer de próstata y predicción de la red regulatoria que modularían 
en las células óseas. 

Los resultados presentados hasta este punto fueron obtenidos a partir de ensayos in vitro utilizando ELVs 

provenientes de la línea celular tumoral prostática humana PC3. Para complementar estos estudios, y con el 

objetivo final de identificar biomarcadores de progresión tumoral, se realizó un estudio bioinformático 

utilizando muestras de tumores prostáticos humanos y vesículas extracelulares disponibles en repositorios 

públicos. 

Se identificó un set de datos en el repositorio público GEO (GSE71008) que cuenta con datos de RNA-seq de 

vesículas extracelulares obtenidas a partir de plasma de pacientes con cáncer de próstata (n = 36) y de hombres 

sanos (n = 25). Es importante mencionar que los autores utilizaron el kit comercial 9ȄƻvǳƛŎƪϰ 9ȄƻǎƻƳŜ 
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Precipitation Solution (System Biosciences, Palo Alto, California, EEUU) que permite la precipitación controlada 

de vesículas de entre 30 y 200 nm; por lo que, probablemente, los resultados puedan diferir de los presentados 

hasta aquí. Pero al no identificar estudios que analicen específicamente ELVs de pacientes con cáncer de 

próstata, se decidió continuar con el análisis. Para ello, se descargaron los datos de GEO y se analizó la 

abundancia diferencial entre los pacientes con cáncer de próstata y los dadores sanos. Se utilizaron dos 

algoritmos distintos (DESeq2 y edgeR) para aumentar la confianza de los resultados. Se identificaron 64 

(DESeq2) y 44 (edgeR) ARNs diferenciales, siendo 30 de ellos comunes a ambas listas de resultados (figura 36). 

En la tabla de la figura 36 se listan los 30 ARNs con abundancia diferencial significativa, identificándose 6 

lncRNAs, 9 miRNAs y 15 mRNAs.  

 

Figura 36. Análisis del contenido de ARNs en vesículas extracelulares (EVs) 
obtenidas a partir de plasma de pacientes con cáncer de próstata y hombres 
sanos.  
Se utilizaron los datos de GSE71008 para identificar ARNs con abundancia 
diferencial en las vesículas extracelulares de pacientes con cáncer de próstata. Se 
usaron DESeq2 y edgeR como algoritmos. De la comparación de ambos resultados 
surgieron 30 ARNs candidatos para continuar con los estudios, que se listan en la 
tabla de la figura junto con las diferencias de abundancia y los valores p ajustados. 
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Para inferir las posibles funciones que podrían tener estos ARNs en las células óseas receptoras, se realizó un 

análisis in silico utilizando distintas bases de datos de acceso público según el flujo de trabajo que se muestra 

en la figura 37. 

 

 

Figura 37. Flujo de trabajo para el análisis in silico de las posibles redes regulatorias que podrían cumplir 
los ARN con abundancia diferencial en vesículas extracelulares de pacientes con cáncer de próstata.  
Se muestra el flujo de trabajo implementado para identificar los potenciales blancos de regulación de los 
30 ARNs candidatos, así como también sus funciones, vías de señalización asociadas y las interacciones 
entre las proteínas que estos codifican en el contexto del tejido óseo. 

 

/ƻƴǎƛŘŜǊŀƴŘƻ ǉǳŜ ǳƴŀ ŘŜ ƭŀǎ ŦǳƴŎƛƻƴŜǎ ŘŜǎŎǊƛǇǘŀǎ ŘŜ ƭƻǎ ƭƴŎwb!ǎ Ŝǎ ŀŎǘǳŀǊ ŎƻƳƻ άŜǎǇƻƴƧŀǎέ ŘŜ Ƴƛwb!ǎΣ ǎŜ 

buscaron en miRNet 2.0 los miRNAs reportados como blancos de los 6 lncRNAs identificados; de los cuales solo 

4 se encontraban en esta base de datos: PCBP1-AS1, LINC00941, MIR646HG y LINC00506. Los resultados 

permitieron identificar 80 miRNAs con capacidad de unión a estos 4 lncRNAs, formando una compleja red 

regulatoria (figura 38A). A continuación, utilizando la plataforma TAM 2.0, se analizaron las funciones 

asociadas a estos 80 miRNAs. Entre las funciones significativamente representadas (p < 0,05) se encontraron 

varias relacionadas con la diferenciación de osteoblastos y osteoclastos, la formación de colágeno, la 

remodelación de la matriz extracelular y la regulación de las vías de señalización de NF- Bˁ y WNT; todas ellas 

claves en el balance entre la formación y la resorción ósea (figura 38B). 

Además, teniendo en cuenta que tanto los lncRNAs como los miRNAs pueden regular la estabilidad y la 

traducción de mRNAs por interacción directa, se amplió el estudio consultando la base de datos ENCORI para 

encontrar posibles mRNAs blanco de los 6 lncRNAs y 9 miRNAs identificados. En esta base de datos se 

encontraron registros para 3/6 lncRNAs (PCBP1-AS1, LINC00941 y MIR646HG) y 6/9 miRNAs (hsa-miR-125a-

5p, hsa-miR-130a-3p, hsa-miR-1343-3p, hsa-miR-185-5p, hsa-miR-199a-5p y hsa-miR-375). Esta herramienta 

arrojó una lista de 2.029 mRNAs con capacidad de unión a los 3 lncRNAs y 6 miRNAs. Finalmente, se analizó la 

ontología génica, vías de Reactome y KEGG de 2.044 mRNAs (2.029 caracterizados por ENCORI y 15 con 

abundancia diferencial en las vesículas extracelulares de los pacientes) mediante la plataforma DAVID v6.8 

(figura 39A-C). 
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Figura 38. Identificación y caracterización de miRNAs con capacidad de unión a los lncRNAs 
diferencialmente abundantes en vesículas extracelulares de los pacientes con cáncer de 
próstata.  
En el panel A se muestra la compleja red de regulación que podría generarse entre 4/6 
lncRNAs seleccionados y los 80 miRNAs identificados por miRNet 2.0. En el panel B se 
muestran las funciones asociadas a estos 80 miRNAs según la plataforma TAM 2.0. El número 
entre paréntesis muestra el número de miRNAs en cada categoría. La significancia estadística 
se estableció en p < 0,05. 
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Adicionalmente, utilizando la aplicación stringApp en Cytoscape, se construyó la red de interacciones proteína-

proteína entre aquellas codificadas por los 2.044 mRNAs identificados. Dada la complejidad de la red obtenida, 

por la gran cantidad de proteínas involucradas, se aplicó un filtro de modo de seleccionar únicamente aquellas 

que presentan mayores niveles de expresión en hueso; entre las cuales se encontraron fibronectina, anexina 

A2, RUNX2, CSF1, NF- Bˁ P65 (también denominada RELA), periostina y diferentes tipos de colágeno, integrinas 

y factores de crecimiento (figura 39D). 

 

Figura 39. Análisis de ontología génica, vías de Reactome y vías KEGG de los 2.044 mRNAs 
pertenecientes a la posible red de regulación en la célula receptora de las vesículas extracelulares.  
La figura muestra las categorías de ontología génica (A), Reactome (B) y KEGG (C) relacionadas con 
tejido óseo más significativamente representadas por los genes en estudio. -̄valor calculado como 
Log2(veces de enriquecimiento)*[-Log10(p)]155. En el panel D se muestra la red de interacciones 
proteína-proteína obtenida mediante stringApp y Cytoscape relacionadas a los mRNAs presentes en 
las vesículas extracelulares de los pacientes con cáncer de próstata y los mRNA que interaccionan con 
los lncRNA y miRNAs de las vesículas extracelulares. En esta figura se muestran los mRNA que codifican 
proteínas importantes en la fisiología ósea. La significancia estadística se estableció en p < 0,05. 
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4.7. Análisis de la relevancia clínica de los lncRNAs y mRNAs identificados: Estudio de la 
asociación entre sus niveles en el tumor prostático primario y la sobrevida libre de 
progresión. 

Debido a que el contenido de las vesículas extracelulares refleja, al menos parcialmente, el contenido 

citoplasmático de la célula que les da origen, se decidió estudiar si los niveles de expresión en el tumor primario 

de todos los ARNs identificados hasta este punto tienen poder pronóstico en cuanto a la progresión del cáncer 

de próstata. Para esto se utilizaron los datos transcriptomicos de los tumores primarios de próstata de TCGA-

PRAD (n = 482). Esta base de datos también cuenta con datos de distintos parámetros clínico-patológicos de 

los pacientes, entre ellos el tiempo de sobrevida libre de progresión (PFS) definido como el tiempo 

comprendido entre el momento del diagnóstico y la fecha de aparición de un nuevo evento tumoral 

(progresión de la enfermedad, recurrencia locorregional, metástasis a distancia, nuevo tumor primario o 

muerte del paciente con tumor) (figura 40).  

 

 

Figura 40. Estudio de la relevancia clínica de los lncRNAs y mRNAs identificados previamente 
utilizando la información provista por el set de datos de TCGA-PRAD. Análisis realizado con los 
datos clínico-patológicos de los pacientes con Cáncer de próstata y los niveles de expresión de 
los genes que codifican para los ARNs de interés en 482 tumores primarios. 

 

En primer lugar, se analizó la asociación de los lncRNAs con la sobrevida libre de progresión. Se buscaron los 6 

lncRNAs candidatos, pero solo había datos de expresión de 4 (PCBP1-AS1, MIR646HG, LINC00506 y LAMA5-

AS1) en TCGA-PRAD. Se utilizó la herramienta Cutoff Finder para categorizar a los pacientes en grupos de alta 

o baja expresión para cada gen. En la figura 41A-D se muestran las curvas de Kaplan-Meier según la expresión 

de los 4 lncRNAs y se informan los Hazard Ratio (HR) y p estimados según la regresión univariada de riesgos 

proporcionales de Cox. Se encontró que la alta expresión de PCBP1-AS1 y LAMA5-AS1 se asoció 

significativamente a una menor PFS, mientras que para MIR646HG y LINC00506 la alta expresión de asoció 

significativamente con mejor PFS (figura 41A-D). Posteriormente, se decidió realizar un análisis multivariado 

incluyendo la expresión de los 4 lncRNAs para ajustar los HR por la expresión de los otros genes. Al plantear 

este modelo multivariado se mantuvo la significancia estadística de todos los lncRNA, indicando que son 

factores de riesgo independientes (figura 41E). 

 



 

Resultados 
 

60 
 

 

Figura 41. Análisis de la sobrevida libre de progresión (PFS) en función de la expresión de PCBP1-AS1, MIR646HG, 
LINC00506 o LAMA5-AS1.  
En los paneles A a D se muestran los análisis de PFS mediante curvas de Kaplan-Meier. En todos los casos, los pacientes 
fueron agrupados en alta o baja expresión de cada uno de los lncRNAs seleccionados. En cada gráfico se informa el p de 
Log-rank, el Hazard Ratio (HR) con su intervalo de confianza del 95% y el valor p de Cox univariado. Los números debajo 
de cada gráfico indican los pacientes en riesgo en cada lapso de tiempo para cada grupo. En el panel E se muestra un 
Forest plot en el que cada fila corresponde a una co-variable y en donde se indican los HR (cuadrados negros), 95% de 
intervalo de confianza (líneas negras horizontales) y el valor p de Cox, obtenidos en un análisis multivariado. 

 

Habiendo confirmado que las expresiones de los 4 lncRNA son factores de riesgo independientes para la 

progresión del cáncer de próstata, se construyó una nueva variable que llamamos puntaje lncRNAs de riesgo 

de PFS y que incluye la información de la expresión de los 4 lncRNAs según la fórmula 1 descripta en la sección 

3.6.6. Luego de calcular el puntaje lncRNAs, los pacientes volvieron a categorizarse según un puntaje alto o 

bajo utilizando, nuevamente, la herramienta Cutoff Finder. El análisis de PFS por curvas de Kaplan-Meier y 

riesgos proporcionales de Cox mostró que los pacientes con un puntaje lncRNAs de riesgo alto tuvieron 4 veces 

más riesgo de progresar que los pacientes con un puntaje bajo (HR = 4,09 y p = 5,62e-08) (figura 42A). 




































