. DE « By
p0 &,
‘,\0 Og

— N,
&7 FACULTAD )
CIENCIAS EXACTAS %
y Y NATURALES *.

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Departamento de Quimica Biologica

Identificacidon de biomarcadores asociados a la
progresion del cancer de prostata

Tesis presentada para optar por el titulo de Doctora de la sidexd
de Buenos Airegn el area de Quimica Biologica

Lic.Florencia Laura Cascardo

Director de tesisbr. Javier Cotignola
Consejero de estudiofr. Martin Monte

Laboatorio de Inflamacién y Cancer,
Departamento de Quimica Bioldgica,
Facultad de €ncias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires
IQUIBICEXCONICET

Buenos Aires28 de julio de2023



Resumen

Identificacién de biomarcadores asociados a la progresion del cancer de prostata

El cancer de prostatasla enfermedad oncolégiamasdiagnosticady la tercera causa de muerfgor cancer
enla poblacion masculinde Argentina, mientras gua nivel mundiaks la segunda en incidencia y la quinta
causa de muerte pardnceren hombres Presenta uramplio espectro denanifestacioneglinica; cuandose
encuerra localizadaes mayoritariamente curablgero, alexpandirse a tejidos extraglandularesprondstico
de cura disminuyalrasticamenteteniendo alas metastasis 6seamsmoprincipal causae muerte

Las células metastasicas tis tumores prostaticopresentantropismo preferencialpor el huesositio en el

cual se establecen aproximadamente el 90% de sus tumarestasicos Alli, las células tumorales
interactiancon el microambient&seo yprovocanun desbalance en el proceso figigico de remodelacign

que requiere una actividagerfectamente coordinada entre los osteoclastos y los osteoblastos para llevar
adelante la degradacién y la formacién w§ido 6seode manera equilibradaSi bien se demostré que las
células Oseas liberdactores que favorecen el crecimiengda sobrevidale las células tumorales prostaticas

y que es: interaccién, a su vepromuevela progresidn metastasica, alin no se conoce por compieto
naturaleza molecular de ese dialogotre ambos tipos celulares

En la actualidad, pesar de ser posible la deteccién temprana de los tumores prostéaticos, contindia siendo un
desafio poder predecir con precision el riesgo de progresién y, por ende, determinar el tipo de tratamiento
adecuado para cada paciente en peutar. Al momento del diagnéstico, el predictor de referencidaes
estadificaciébndesarrollac por la Sociedad Internaciohale Patologia Urolégica (ISUP), que se basa en la
puntuacién histolégica de Gleason.kintaje ISURfrece mejoras respecto dia puntuacion de Gleason
original; sin embargo, no resulta suficiente para pronosticar con certeza el curso de la enfermedad en una alta
proporcion de pacientes, siendo necesario encontraevosbiomarcadores que permitan agregar valor
predictivo a los panmaetros clinicepatolégicos ya utilizados.

En los dltimos afios, cobmayorrelevancia el estudio de las vesiculas extracelulares, evidenciandose que
estan involucradas en las diferentes etapas dprtagresion tumoralEn particular, los exosomasn un tpo
devesiculas extracelulargequefias con biogénesis endocitiqae estan presentes en los fluidos corporales

y suelen ser un reflejo de sus células de origélrcontenido de estas vesiculasluyeproteinas, lipidos, ADN

y distintos ARNSEN consecugcia los exosomas emergecomo potenciales nuevos biomarcadores de
diagnéstico, prondéstico y seguimiento de la enfermedad a través de métodos poco invasivos como las biopsias
liquidas.

Con estos antecedentes, se plantedildtesis que los tumores progtéos liberan exosomague transportan
biomoléculasque acondicionan el nicho ntastasico éseoPor lo tantoel objetivo general de esta tesis fue
estudiar la comunicacion intercelular entre las células tumorales prostaticas y las células éseas, camtrando
en la comunicacion a través de vesiculas simil exos(iEh&&sexosomdike vesicles e identificar mecanismos
moleculares involucrados en esta interaccion intercelular.

Empleandoun ensayo de caultivo indirecto entre células tumorales prostaticas3BCcélulas precursoras
Oseas MC3T3 (preosteobléasticas) o0 Raw264.7 (preosteoclasticas), sevetwiar urpotencialtraficode
vesiculas extracelulareiesdelas células PQ#acialas células 6seakuego, se procedi6 a aislar estas vesiculas
a partirde medics condicionads de monacultivos de PG3as cuales pudieron ser caracterizadas c&h's
mediante microscopia electronica de transmisicritometria de flujo y Western I8t. Posteriormente se
incubaronlascélulas precursoras 6sefdC3T3 0 Raw267) conlas vesiculas aisladde PC3pbservandose
cambics morfolégicosy en el perfil transcripcional.



Ademas,se realiz6 un analisis bioinformético a partir datos transcriptomicogle repositorios publicos
(GSE109356, GSE117¥43SE35813) en los gwse analiz@l contenido demicroARNsmiRNAjde ELVgie

PC3 Se determind cuéles eran los 100 miRNAs méas abundantes en cada conjunto de datos y se identificaron
los 16 miRNA€omunes a los tresonjuntos Elandlisis de ontologia génick los 16 miRNAsInto con sus

ARNs mensajerdmRNA} blancq determind quese encuentran asociadasnflamacion, regeneracion ésea,
transicion epiteliemesenquimal, adhesion celular y vias de sefializacion en cancer, entreTatnalsién se

evalué el contenido de ARNs ths ELVs derivadas de PC3graaysde expresion, focalizando el estudio en

los 30 INcRNAs més abundantes, cuyos mRNAs blaetwgentraroninvolucrados erwias relacionadas con
modificaciones de la cromatina, regulacion de la transcripcion y la d¢ca@n, degradaciéon del ARN,
protedlisis, diferentes tipos de uniones intercelulares, adhesién celular y procesos metabdlicos, entre otros.

Por otro ladose analizaron datos transcriptdmicoswsiculas extracelulares aisladagpthesma de pacientes
concancer de préstaty de hombres sano$SSE71008)Al comparar la abundancia de los ARNs contenidos
en las vesiculas de ambos grupss encontraror6 ARNs no codificantes largos (INcRNAs), 9 miRNAs y 15
MmRNA<on abundancia diferencial.demas de ser candidios interesantes a biomarcadorese diagnéstico

de la enfermedad, se obsengiie estos ARNsstan involucrados en multiples procesos de gran importancia
en el hueso, sugiriendo un rol de estastulas extracelularesn lapreparaciéndel nicho metastasb 6seo.

Para evaluar si también podrian tener utilidad como indicadores de progreslaredéermedadse utilizaron

los datos de 482 tumores primarios de TEEFMAD, encontrando una firma de INCRNAs y mRNASs que presenta
una asociacion significativa com tiempo de sobrevida libre de progresion de los pacientgsegmite
aumentar el valor predictivo del sistema dstadificacionSUP para determinar el riesgo de progregién
cada paciente

En sintesis, este trabajo permitié ampliar el conocimiento stisefectos de las ELVs derivadacéilas
tumorales prostaticas PC®bre las células 6segsel rol que podrian tener en la preparacion del nicho
metastasico También sédentificaron perfilesde ARNs que permitirian mejorar el diagndstico y agredar va
predictivo al parametro de referenciatilizado para la prediccién del riesgo de progresién déhcer de
préstata
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Abstract

Identification of biomarkers assoiated with prostate cancer progression

Prostate canceis the most diagnosed oncological disease and the third leading cause of-calated death

in the Argentinian male population, while worldwide it is the second in incidence and the fifth leadisg ca
of cancefrelated deathin men.It has a wide spectrum of clinical presentations; when localised it is mostly
curable but,when it spreads to extraglandular tissuesire prognosisiecreases dramaticalljgeing bone
metastases the main cause of death.

Metastatic prostate cancercells have preferential tropism for the bone, where approximately 90% of their
secondary tumours are establishethere, tumour cells interact with the bermicroenvironment and cause

a disruptionin the physiological remodellingrocess, 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 pronmotgate 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 prosite tumours being possible it remains a challenge to
accurately predict therogressiorriskand thus to determine the appropriate treatment for each patieft.
diagnosisthe reference predictor is the staging developed by the International Societsolifdical Pathology
(ISUP), which is based on the histological Gleason skkayffers improvements over the originall&ason
score however, it is not sufficient to predict with certainty the course of the disease in a high proportion of
patients, beingnecessary to finchew biomarkers in order to add predictive value to thkénico-pathological
parametersavailable

In recent years, the studyf extracellular vesicldsas become more relevant, evidencing that they are inwblve

in the different stages duumour progressionin 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 warRNAsConsequently, exosomes emergg potential

new biomarkers for diagnosis, prognosis and monitoring of the disease through minimally invasive methods
such as liquid biopsies.

Based on the hypothesis that prostatemours release exosomes thatepare the bone metastatic nichiey
transporting certain biomolecules, the general aim of this thesistawatudythe intercellular communication
between prostate tumour cells and bone cells, focusingh@communication through exosordie vesicles
(ELVs)and to identify molecular mechanisms involved in this intercellular interaction.

Using an indirect coulture assay betweerPC3 prosite tumour cells and MC3T3 (preosteoblastic) or
Raw264.7 (presteoclastic) bone precursor cglla potential trafficking ofxtracellular vesiclesom PC3 cells
into bone cells was evidencetlhese vesicles were thésolated from the conditioned mediumf PC3 mone
cultures and characterised as ELVs by transmission electron microscepygyttametry and Western Blot
Subseqently, bone precursor cells (MC3T3 or Raw264.7) wenebated with these PC3lerivedvesiclesand
changesin their morphologyand ther transcriptional profilewere observed

Furthermore, a bioinformatics analysis was performed on transcriptomic datanfqoublic repositories
(GSE109356, GSE117744 and GSE35813) in which the microRNAs (miRNAS) conteetige®ERVs was
analysedThe 100 most abundant miRNAs in each dataset were determined and the 16 miRNAs common to
all three datasets were identifiedsene ontology analysis of the 16 miRNAs together with their target
messenger RNAs (mMRNASs) determined that they are associated with inflammation, bone regeneration,



epitheliakmesenchymal transition, cell adhesion and signalling pathways in cancer, arni@ng. ®he RNA
content of PC3lerived ELVs was also evaluated by expression arrays, focusing the study on the 30 most
abundant IncRNAs, whose target mRN#ere involved in pathways related to chromatin modifications,
transcription and translation regulatip RNA degradation, proteolysis, different types of intercellular
junctions, cell adhesion and metabolic processes, anubhers.

On the other side, transcriptomic data from extracellular vesicles isolated from plasma of prostate cancer
patients and healtit men (GSE71008) were analysByg.comparing the abundance of RNAs contained in the
vesicles of both groups, 6 long nonding RNAs (IncRNAs), 9 miRNAs and 15 mRNAs were found to have
differential abundanceln addition to being interesting candidates fdiagnostic biomarkers dghe disease,

these RNAs were found to be involved in multiple important procesdbe ibone, suggesting a role for these
extracellular vesicles in the preparation of the bone metastatic nitloeassess whether they could also be
useful as indicators of disease progression, we used data from 482 primary tumours froAPRBOAfinding

a signature of IncRNAs and mRNAs that has a significant association with progiressgurvival time of
patients and allows to increase the pretive 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 effed®&C@prostate tumourderived ELVs
on bone cells and the role they may play in preparing tlegasiatic niche RNA profiles were also identified
to improve diagnosis and add predictive value to tteference parameterused for prostate cancer
progression risk prediction.

Key words:
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1.1. Laglandula postatica

La prostataes unaglandula accesoria del aparato genitourinario mascu$itoada delante del recto, por
debajo de la vejiga y rodeando la parte proximal de la uréigar@ 1). Su funciémprincipalradica enseaetar

la mayor parte del plasmseminal, aportando sustancias capaces de proteger y nutrir a los espermatozoides
Entre ellas, se destaca el antigeno prostéatico especifico (R8AE caracteriza por ser una sepioteasa de
expresion andrégendependiente que cliva las seminogelinaal doaguloseminal, favoreciendo la libre
motilidad de los espermatozoides

Figural: Localizacion de la prostata
La figura muestra la localizacién anatémica de la préstedaptacion.

La glandula prostética esta dividida@ncozonas anatémicagdigura 2. La zona centrabastituye el20-25%
del tejido glandular de la prostata, expandiéndose en formaaho alrededor de los conductos eyaculatorios
y proyectandose hasta la base devégiga La »na de transicionjunto con la region periuretralepresenta el
5-10%del tejido glandular prostaticomientras que laana periférica, comprendida por las npes apical,
posterior y lateral de la glandylaonstituye aproximadamente el 70% restarita zona fiboromuscular, por el
contrario, @mprende tgido no glandular y separa zona de transicion del resto de los compartos
glandulares de la prostata



Introduccion

Vejiga urinaria _

_~ Uretra

Vesicula
seminal

. Zona central

a
b. Zona fibromuscular

Zona de transicién

o

-9

. Zona periférica

Conducto eyaculador — -~ -
Region periuretral

4

Figura 2: Zonas anédmicasde la préstata.
En la figura se muestran las diferentes zonas anatdmicas de la

prostata.Adaptaciort.

Histolégicamente, la préstata consta de un epitelio glandular que se halladmseun estroma fibromuscular
(figura 3. Esteepitelio estd compuesto por una cagacretoria luminal decélulas cilindricasensibles a
androgenosresponsables de la produccion y secrecion de PSA, fosfatasa dastitipa y calicreina humana
2 al fludo seminaly, por debajo de ella, un capa células epitelialebasalescuboides y células
neuroenddcrinasUna membrana basatompuesta pormmatriz extracelularseparalas células basales del

estrom&.

Lumen glandular

e e

Célula
secretoria

Célula neuroenddcrina Célula basal Membrana basal :|> Estroma

Figura 3: Histologide la prostata.
En la figura se muestra un esquerra epitelio glandular de la préstata, en donde se pueden

observar las células secretorias, basales y neuroendécAaaptacion.

H desarrollonormaly el mantenimiento dda prostata esdn principalmenteregulados potosandrégenosLa

hipofisis, por mediale la hormonauteinizante estimula a las células de Leydig de los testiculos a producir
testosterona. En la prostata, estaho2 y I Sa G SNRB ARSI Sréduc@fay ditSdsatesto’teronal2 NJ f
(DHT),un metabolito mas activo. uego, laDHTse uneal receptor de andr6genosAR, un factor de
transcripcion citosélico pertetiente a la superfamilia deceptores nucleares agtadospor ligandosLa

union ligandereceptor (DHIAR)produce la disociacion del Al chaperonaslo que permite ladimerizaion



Introduccion

y translocaion del ARal nucleocendonde se une a secuencias consenso en el @RRentes de respuesta
andrégeno AREpara regulata transcripcion de genemmo, por ejemplo,KLK3jue codifica para éPSA®.

1.2. Enfermedades asociadas a la préstata

Dentro de las patologias prostaticas pueden diferenciarse dos tipos: las no proliferativas y las proliferativas.
En el primer grpo se encuentran las prostatitis, procesos de naturaleza inflamatoria o infecciosa que ocurren
en la prostata y constituyen la causa mas comun de infecciones de las vias urinarias en los hombres.
Generalmente, se dan en las zonas de transicion y peritéuae las patologias prostaticas proliferativas se
encuentran la hiprplasia prostatica benignael cancer de prostatasiendo esta ultima la Unica de caracter
maligno entre las mencionadalksahiperplasia prostatica benigrniéene lugar frecuentenente, en la zona de
transicion de la préstata y se caracteriza pagsentar um proliferacidrdesregulada que provoea aumerto

del tamarfio de la glandulacasionado grados variables de obstruccién en la evacuaciéon de la Yefia
cancer de prosta es una enfermedad neoplasica que se origina con mayor frecuencia en la zona periférica
de la glandula.

1.3. Cancer de préstata

El cancer de préstatas la segund neoplasia maligna mas diagnostieag la quinta causa de muerte por
cancer en hombres a nivalundial (figura 4A-B); mientras que en Argentina es el tipo de cancer de mayor
incidencia en la poblacién masculintayercera causa de muerte por cancgigura 4GD)’.

A Pulmén B
1435943 (14.3%) Pulmén
1188 679 (21.5%)
Otros
1747 727 (31.6%)
Otros
3 938 086 (39.1%) PROSTATA
— 1414 259 (14.1%)
lu Higad
° Colorrectal Pancreas - ;g?ar ?) 10.4%
= 1065960 (10.6%) 246 840 (4.5%) 377 522(104%)
2 Eséfago Estomago Eséfago Colorrectal
418 350 (4.2%) 719523 (7.1%) 374 313 (6.8%) 515 637 (9.3%)
Vejiga Higado . PROSTATA Estémago
440 864 (4.4%) 632 320 (6.3%) 375304 (6.8%) 502 788 (9.1%)
INCIDENCIA
C PROSTATA D Pulmén
11 686 (18.7%) 6 881(19.3%)
Otros
3] Otros A }
£ 23179 (37.2%) 12 879 (36%)
=]
=
o Colorrectal Colorrectal
g Péncreas 8493 (13.6%) Leucemia 4719 (13.2%)
< 2357 (3.8%) 1295 (3.6%)
Estémago Pulmén Rifign PRéSTAT&
2549 (4.1%) 7 738(12.4%) 1683 (4.7%) 3964 (11.1%)
Vejiga Rifién Estomago Péncreas
2 955 (4.7%) 3370 (5.4%) 2 068 (5.8%) 2 253 (6.3%)

Figura 4Estadisticasle cancer en hombres para el afio 2020
Numero estimado de casos diagnosticados y muertes amiwetlial (AB) y en Argentina (D). Adaptacion.
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Al igual que en otros tipos de cancer, los tumores prostafesien progresar ydquirr la capacidad de
invadr, colonizary dafiar otros tejidos u 6rgano&n lafigura 5se muestranlos selloso caracteristicas
distintivas del canceen la actualida®i

Sefializacion Evasion de supresores
proliferativa sostenida de crecimiento
Desbloqueo de la Reprogramacion
plasticidad fenotipica epigenética no mutacional
Desregulacion “ N V4 Evasién de la

del metabolismo @ destruccién inmune

energético
g s —’3# - .:"*_ 3 (

Resistencia ala ISLT { : Inmortalidad
muerte celular =) d »a‘. - ‘ replicativa

-z h, 3

. > ~
P
Inflamacién

‘J’ e N
‘-@) ) A ,\ ‘ -
Inestabilidad genémica ‘@
y mutaciones Vo R
r oA
Y Microbiomas
2 polimdrficos

Induccién de la Activacion de la invasion
angiogénesis y la metastasis

pro-tumoral

N\

Células senescentes

Figurab: Sellos distintivos del cancer que posibilitaah desarrollo yla progresién tumoral.
Adaptaciof.

La patogénesis delincer de préstataefleja tanto componentes hereditarios como ambientdlé®s factores
hereditarios son responsables de un porcentaje retatiente pequefio de los casos (alrededor del 10%) v,
generalmente, estan asociados con la enfermedad de inicio tempraosdesbalances hormonalesla
exposicién a factores ambientales tatasmo agentes infecciosos y ca@genos dietarios producedafio en

la préstata, desarrollandoseina inflamacion crénica cotesiones regenerativasde riesgo condicion
denominada atrofia proliferativa inflamatoria. Estudios histopatolégicos, epidemioldgicos y genéticos
evidenciaron la importancia quendria la inflamacion crénica en la carcinogénesis prosta#smismo)os
tumores prostaticos puederdesarrollase por una acumulacion de cambiggenéticos somaticosy/o
epigenéticos, resultando en la inactivacion de genes supresores tumorales y la activacion de onEogenes.
las alteraciones génicas mas frecuentes se encuentran la flMBHRSSZERG mutaciones elPTEN TP53

y amplificaciones eal proto-oncogenGMYCy en ARY.

Si bien los factores predisponentes son multiples, se considera que la edad es el piactipale riesgo
Pueden encontrarskesiones premalignasonocidaomo neoplasias intraepiteliales prostati¢éigura 6) en
hombresjovenes (20 afiosde edad), las cualeson bastante comunes en hombres de alrededor de 50.afios
En estas lesionese suelen observacélulasluminales anormales con ndcleos agrandadosp s mantiene
intacta la membrana basglpr lo cual no hay unavasion del estroma. Seaenocen estadios deeoplasias
intraepiteliales prostéaticade bajoy alto grado, siendo estéitimo unindicadorde riesgo para el desarrollo
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detumores prostatico¥. Dado que lageoplasias intraepiteliales prostaticas produce un aumentode los
niveles @ PSAsOlo puede ser detectadsor andlisis histolégico.

El cancer de prostatalinicamente detectable, en generalp se manifiestdnasta los 60 o 70 afios de edad
Alrededor del 95%o0s tumores prostéticos son adenocarcinomes,decir que se desarrollan ehepitelio
luminal de la glandulagon ruptura de la membrana bdsa invasion del estronta(figura 6). Mientras se
encuentra localizado, aelancer de préstatas mayoritariamente curablgor intervencion quirdrgica y/o
radioterapig sin embargosino es detectado a tiempguedeexpandirse por farade la glandulgrovocando
una invasion local de las vesiculas seminales y, posteriormente, el desarrollo de met&stgaisglios
linfaticos, higado, pulmones principalmente en huesd?®. Estaprogresiénhacia una etapa metadsica de la
enfermedad suele estar acompafiada por un cambio desde un esladorecimientoy proliferacion
dependiente ddosandrégenosa otro independiente de loandrégena; este Ultimoconocido comaancer
de préstataresistente a la castracioiCRPel inglésCastrationResistant Prostate Canget

Prostata Neoplasia intraepitelial Cancer de Metastasis
normal prostética prostata y recaida

Figura6: Progresion del cancer de prostata.
En la figura se muestran las diferentes etapas de la progresion de los tumores
prostaticos Adaptacion’.

La sospecha de una patologia prostatica, incluidos los tumores prostaticos, se da por la elevaciésédieldP SA

y ciertas afecciones clinicas como problemas para orinar por compresion de la Hréteremento del PSA
sérico suele correlacionarse con un crecimiento anormal de la glandula prostatica, motivo por el cual es un
biomarcador ampliamente utilizadpara el diagnésticoel cancer de préstata Sin embargo, este estudio
aidado tiene poca especificidadya quelos niveles de PStambién se encuentran aumentados en axr
patologiasprostaticase incluso aumentan levemente con la ed&br este motivoun ajuste por edad o
volumen prostatico puede ser de utilidad paevitar realizar biopsia innecesarias, asi como las
complicaciones y molestias que estas intervenciones pueden traer apar€jddasuantificacion en orina del
PCA3frostate cancer antigen)3un ARN no codificante largo (INcRNe%)un estudio complementario al PSA
séricoy que muestra una sensibilidad y especificidad similareste biomarcadgrpar lo que no suele
realizarse de forma rutinari&e han propuesto también herramientas mas novedgsa&spuederemplearse
comopruebas de segunda linpéstas incluyeel indice de Salud ProstatidaHl, poProstate Health Indéw

la pruebadKscorequese realizan a partir de muestras de sangre y consisten en el calculo de un puntaje que
contemplalos niveles de PSA junto con los datos clinicos del patiéhtss examenes complementarios que
permiten el diagndstico diferencial y confirmatode cancer de prostateomprenderel examen digiterectal,

la ultrasonografidgransrectal la resonancia magnética transrecydh biopsia prostatica
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En el caso que un paciente presente niveles elevados de PSAsdniggml)y los estudios complementarios
indican ura alta probabilidad de un tumor prostaticee suelerealizar una biopsisSi esta biopsieonifirma la
presencia de un tumoel mismo selasifica histolégiagaente usandda puntuacién de GleaséhEstesistema
asigna patraes histologicog¢grados de Gleasomue van desde un gradben dondeel tejido prostéaticoes
histolégicamente normal hasta un grado 5 en donde se ha perdido por completo la histoarquitectura de la
glandula y se observarélulas neoplasicas que infdn el estroma(figura 7). Debido a que los tumores
prostéaticos son altamente heterogéneos,daterminala puntuacion de Gleasomue se dtiene al suma de
los dosgrados de Gleasopredominantesy recibe valores que varian entge(glandula histolégicameat
normal, no tumoraly 10(adenocarcinoma prostatiqupobrementediferenciadoo de alto grad Por ejemplo
un puntaje de Gleasode 7 puede estar formadgpor los gradosle Gleasor3+4(predomina el 3 sobre el 4)
4+3(predomina el 4 sobre el B) Los puntajes de Gleasoit no se consideran como tejidos tumorales.

En 2014la Sociedad Internaciohde Patologia Urolégica (ISUP) propuso la implementagam sistema de
clasificacion degruposprondstico basado en la puntuacion de Gleason origidsi se definieron 5 goos
ISUPL (puntaje de Gleasoig) con riesgo bajo de progresion de la enfermed&t}F2 e ISUR (puntajes de
Gleasorv(3 + 4y 7(4 + 3) respectivamentgcon riesgo intermedio de progresid§UR! (puntaje de Gleason
8) e ISUP5 (puntajes de Gleasofl y 10) con riesgo alto de progresinEste sistematiene el beneficio
potencial de contriliir a una disminucion del sobteatamiento delcancer de préstatde bajo gradolSUPL)

y, por ende, delos efectos secundims generados por el misntb Ademas, permite definir la naturaleza
indolente del cancer y establecer una estrategia inicial de vigilancia activa en paciemig® gradd®. Sin
embargo, para los pacientes con riesgo de progresion de lamneefad intermedio ISUR2-3) el curso clinico
aun esmayoritariamenteimpredeciblé?, por lo que elgran desafio en este sentido es encontrar nuevos
biomarcadores capaces de estratificar el riesgo.

Grado de Gleason 1

Grado de Gleason 2

Figura 7:Esquema de los cambios
histolégicos de las células prostaticas
durante la progresion tumoral.

Grado doGlossons La figurarepresenta las caractésticas
de los patrones histolégicos de la
préstata correspondientes a cada
grado de Gleasordaptacion®.

Grado de Gleason 4

Grado de Gleason 5

Una vez diagnosticado efncer de préstatamediante métodos de estadificacidios oncologosdeterminan
cuan avanzada se encuentra la enfermedéldsistema de estadificacion de uso mas generalizado es el sistema
TNM delAmerican Joint Committee on Can¢@JCC)?* Este se basa ela extension del tumoprimario
(categoria T), la propagacion & Iganglios linfaticosercanos (categoria N)lg presencia de metastasen
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organos distanteécategoria M)Existendos tipos de estadios T, el clinico que se determina en base al examen
fisico, la biopsia prostaticalgs estudios por imagenes, y el patoldégico que suele ser mas preciso ya que
también incorpora la informacion obtenida de la observacion del tejido prostatico luego de la.cirugia

Conociendo las caracteristiadal tumor y las particularidades individualésl paciente, se elige el tratamiento
a implementar, siendo los mas comunes la prostatectomia rhd&ceadioterapiala terapiahormonal(ADT
por androgen deprivation therapy la quimioterapia y la vigilancia activ®ara los pacientes coréncer
resistente a la castraciémjngun tratamiento es curativo y los cambios cang@&os en la terapia aplicada
suelen favoreceel desarrollo de resistencia a drogas.

1.4. Tejido 6seo

El hueso es una forma especializada de tejido conectiveeralizado,cuyas funcionesnas importantes
incluyen la locomociérsoporte yproteccionde tejidos blandoshomeostasis mineral nicho de la médula
6sed™?5, S clasificaen esponjoso o trabeculague estamasestrechamente asociadeon las capacidades
metabdlicasy cortical o compacto, qusuele proporcionar una mayor resistencia mecéticaa matriz
extracelular, que representa aproximadamente el 90% del hueso, esta constituida por sales inorganicas
(principalmente de calcioy fésforo en forma de cristales deidroxiapatitg?+2”?®y un componente organico
compuesto por colagen¢predominantemente de tipo;launque los de tipo V, VI,IIVy Xlltambién se
encuentrar), osteocalcina (OCN), osteonectina (ON), osteopontina (OPN), fibronéehinaialoproteinas de

hueso Il (BSPproteinasnorfogenéticas del hueso (BMPfgictores de crecimientg proteoglicanos pequefios
ricosen leucing*2%3°

Losprincipaledipos celulares que constituyen el tejido 6seo son los osteoblastos, las células de revestimiento
los osteocitog/ los osteoclastdé Los osteoblastos sdosresponsables de lasteogénesiya quesintetizan

y secretan proteinas para formarlaleso nuevo wsteoide, el cual luegesmineralizado y se convierten

hueso madurd®. Los osteoblastosesoriginan a partir de ¢élas madre mesengquimales qtembién tienen la
capacidad de diferenciarse a adipocitos o condroéitdBor lo tanto,su compromiso hacian linaje de
progenitores 6secs requiere la expresion de genes especificos, seguidos de pasmgoralmente
programados que incluyen la sintesis de BMPs y miembrosvie d@WNT(Winglessint)®2. Las BMP#enen

un rol importante en la diferenciacidte los osteoblastoga que estimulaisucrecimiento ydiferenciacional

igual queel factor de crecimiento derivado de plaguetas (PD&Factor de crecimieto de fibroblastos (FGF)

@ St FILOG2NJ RS ONB OMYHAsivhisrao, diexypdesios debfadddile yaassripdion Hde D C
la familia RUNXRUNR), el activador transcripcionalsterix (OSX/SPY)elfactor de transcripcidmistatLess
Homeobox §DLX$% resulta cruciapara la diferenciacion de los osteoblastot® RUNX es un g@n maestro

para este procesaiendocapaz de regular positivamenta expresion detros genesosteoblasticos como
colageno tipo | COL1A) fosfatasa alcalinaALR uno de los primeros marcadores de diferenciacion que
expresan los osteoblastos inmaduyoBSPR OCN*¥, Los osteoblastos madosforman una capa simple de
célulascuboides con alto contenido de reticulo endoplasmético rugoso y grandemplejos de Golgi,
pudiendo permanecer como tales en forma activa, sufrir apoptosis, ser rodeados por matriz y convertirse en
osteocitos, o daorigen a las células de revestimieffté®

Los osteoclastos son células multinucleadas que se originan a partir de células mononucleares del linaje de las
células madre hematopoyéticas bajo la influencia deogafactores entre los que se encuentran el factor
estimulante de colonias de macréfagos-@Q%Fo CSH) secretado por células mesenquimales progenitoras
Oseas y osteoblastoy el f A A yR2 RSt NBOSLIIi2NI I Ol A Olsderethdo po6f  F I
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osteoblastos, osteocitos y células estrom&lés Los osteoclastosdocalizan en el endostio y en elrjgstio
(membranasde tejido conectivo que revisten las superficies 0sederna y externa respectivamentgy
puedenpresentar dos morfologias distintasuzando migran desde la médula 6descia el sitio de resorcion
tienenuna forma aplanada y no polaada En cambiodurante la remodelacion 6sese polarizarexhibiendo
cuatrotipos de dominio de membranéa zona de sellado y el borde rugoso o en foRna & O,§uekestan 2 ¢
en contacto con la matriz 6sea, y los dominios basolatesscretof3. Al inicio dela degradaciérdsea, los
osteoclastos liberaacido clorhidrico y proteasatesde el dominiend O S Lijué disieien dscristales de
hidroxiapatita y degradan la matriz organifemando una laguna de resorcién. Los productos de la
degradacion sorendocitados, transportados a través de la célula y exocitados en el dosgnretor,
permitiéndoles asi degradar grandes tidades de hueso sin alejarsie la superficie de resorciéh Los
factores necesarios y suficientes pa@e ocurrala osteoclastogéesis sorM-CSFquese e a su receptor
cFMSen los precursores de osteoclastestimulando su proliferacion e inhibiendo su apopttsig RANKL
gue se une a su receptofRANK en los precursores desteoclastosfavoreciendo su diferenciacion y
actividad®. Esas células comienzamtoncesa expresar la fosfatasa acida resistente al tartrato, un marcador
de diferenciacionde los osteoclastosluegq se fusionan y comienzan a expresar otros maocas de
diferenciacién como el receptor de calcitonina y la catepsifd®KA su vez, logsteoblastoslas células
estromales ylos fibroblastos, entre otros tipos celularessecretan el receptordecoy de RANKL,
osteoprogeterina (OP&yL. OPG compite con RANK por la unién a RANKL, disminuye los niveles de RANKL
disponibles para la activacién de los osteoclastos y, consecuentemente, tiene la capacidad deainhibir
osteoclastogénest& Por lo que el balance entre los niveles BANKL y OP€3 el cuabetermina el efeto
neto sobre los osteoclasttfsAsi, el sistema RANKL/RANK/OPG es el primegzhhdorde este procese.

El hueso esin tejido dinAmico que experimenta un proceso continuo de remodelacién para mantener la
resistencia y la intaglad del esqueletosiendo sustituidanualmenteun 10%del mismd?. Enun mecanismo
finamente equilibrado, acoplado y secuencitds osteoclast®e degradan hueso liberando factores de
crecimiento y calciomientas quelos osteoblastos lo reemplazan por tejido 6seo nuenaaliante unproceso
que depende del compromiso, la proliferacion y la diferenciacién de los osteoblastos jurtopcoduccion
de colageno de tipo | y posterior mineralizacion para formar laimealcificada del huegdigura 85%2 Por su
parte,los osteocitosambiénparticipan en el proceso de remodelacidmpercibir la tensibn mecanica y enviar
sefales ads osteoclastos y osteoblastdsy las células de revestimient formartanto un recubrimiento
sobre lossitios de remodelacion ylas superficies 6seas, como condigteara comunicarse con los
osteocito$*. El endostio y el periosticontienen una poblacién de macréfagos tisulatespsteomacréfagos,
que cumplen un rol critic en laformacion 6sea y la mineralizacidormando parte del recubrimientocelular
sobre los lugares de remodelacigncoordinardo el acoplamientoentre osteoclastos y osteoblastce
expresar y secretar citoquinas osteoactivas, meiadteasas de matrigMMP9 y BMPs>>°8
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Figura 8 Remodelacion 6sea.

En la figura se esquematizan las células y sefalesigradias en la remodelacion fisiolégica del tejido 6$¢8C:
célula madre hematopoyética, MSC: célula madre mesenquiRNKreceptor activador de NF , RANKL:
ligando de RANKVI-CSFfactor estimulante de colonias de macréfagésiaptacion?

1.5. Metéstasis 6sea dehncer de préstata.

Los tumores primariosenen la capacidad deondicionar la médula 6sea mediante la producciémlidersos

factores circulantescomo OPN y la proteina relacionada con la hormona paratiroidea®PR @t se dirign

a las callas del microambiente 6seplo preparanpara la localizacion y colonizacién tumonstituyendo

asi un microambiente preetastasicé’. Luego, la célula tumoral debe sufrir una serie de cambios fenotipicos
que le permitiran abandonar el 6rgano de origen y colonizar un érgano distante; a esta sucesion de multiples
pasos se la conoce como cascada metasadBgura 9. En primer lugar, las células tumorales se desprenden

del tumor primario degradado lasmembranas basales subyacentes, invadies tejidcs circundantes e
ingresan a la microvasculatura de los sistemas circulatdiidéfico (intravasacior’y. Una vez en el torrente
sanguineo, estas células tumorales circulantes (CTCs) deben sobrevivir a distintos tipos de estrés y evadir al
sistema inmune, lo cual es facilitado por las plaquetas quense a la superficie de las mismas actuando
como escudos e incrementando su potencial metast&Siédraidas por distintos factores, como RANKL y la
guemoquina CXCL12, las CTCs prostatieaadhieren al endotelio en respuesta a ¥GF & faclorf de
crecimiento endotelial vasculdWEGF), lo atraviesan (extravasacion) e ingresan a la cavidad de la médula
6sea”®, localizandose preferentemente en el nicho osteoblastidoos osteoblastos y las células estromales

del microambiente 6seo atraen y regulan a las células tumorales, favorecmndanclajea través de
interacciones proteicas que incluyemegrinas ¢omof I RS hnim O2y 1 Y21)SOdz I
quemoquinagcomo CXLC12 con el receptor CXCRBMPs, receptores Notch, nestina y OPN; a la vez que la
degradacion ésea por parte de los osteoclastos también puede favorecer su migidesdos mecanismos

son similares a los empleados en el reclutamiento fisiologico de las células madre hematopoyéticas al hueso;
en conseuencia, las células tumorales metastasicas compiten con las estas células para ocupar la médula
Osea. Las células tumorales que finalmente sobreviven y se adaptan al nuevo microambiente, pueden
permanecer en un estado de latencia o comenzar un procesedetamiento de distintos tipos celulares
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(osteoclastos, osteoblastpsfibroblastos células madre hematopoyéticas y mesenquimalésfocitos,
macrofagos, plaquetas, neuronassteocito§ que generan modificaciones de la matriz 6sea, favorecen la
invasid y, posteriormente, la expansion tumoral en el hu@$b

Figura 9Etapas de las metéstasis 6seas.

Esquematizacion de los distintpasosque comprende lazascada metastasidaego
de la llegda de la célula tumoral prostatica al huesblSC: célula madre
hematopoyéticaAdaptacion?

Los tumores que desartah metastasis 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 patoldgicas, hipercalcemia y sindromes por compresion oedmla espinal u otros nervitrs2
Particularmente, las células tumorales prostaticas tienen una gran afinidad por el microambiente 6seo, dando
origen alli a tumores secundarios clinicamente relevantes que tayesti una de las principales causas de
pérdida decalidad de vida yeduccion dda sobrevida en los pacientes con cancer de prostak hueso es

el principal sitio de metastasis del cancer de préstata-(@3%de los casosy se estima que alrededor del

80% de los hombres con un estadiarzado de la enfermedadksarrollard metastasis 6s€¥S3.

Las células tumorales quee establecen en el tejido 6seo pueden inducir lesiones osteoblasticas, con una
formacion excesiva de hueso, u osteoclasticas, con una resorcion ésea desmedida. Sin embargo, es frecuente
la coexistencia de ambos tipos de lesiones dando lugar a metastasias que presentan igualmente un
desbalance en el proceso fisioldgico de remodelacion®@sea el caso del cancer de prostata, las metastasis
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suelen ser, mayormente, osteoblasticas; aunque las células tumorales pueden generar edatbodet
naturaleza osteoblastica como osteoclastica

Laformacion de hueses regulada a varios niveles del desarrollo osteoblastico por diversos factores liberados
por las células tumoraldfigura 10). En respuesta a BMPs, WNT y-TGFEF célulasimadre mesenquimales
movilizan a zonas de formacién 6seay se comprometen con la diferenciacion hacia el lew)éssto. Esa
células preosteoblasticas responden a multiples factores liberados psrciulas tumorales, los cuales
regulan su proliferacion y diferenciaciémediante la induccién de la expresion de factores de transcripcion
asociados a osteoblastos, como RUNX2, OSX y el factor activador de la transcripcién®® Aite-éstos
estimulos, ds osteoblastos producen y mineralizan umeeva matrz ésea, formada principalmente por fibras

de colagendlispuestas en una estructude entramadaaleatorio eirregular®.

Células tumorales

[+ BMP X 5‘ N, [$BMPs
L= WNT “‘fg ) &o * ET1
A = v = |GF
| | » PDGF
* uPA
(O ) <«|icr]| [Dkkl| —— = FGF |
jy e ' = WNT
MSC
\ ] / / Osteoblasto Célula de
Pre- osleoblaslo = Paimiy ol revestimiento
RUNX2\ A5 RUNKD) —> (@ ATF4 o)
O
OS}{ e OSX(_,/ e
_7 - vt - s el
nf’—/lo L— L)G 5 YW z'{f‘j _E"-n-
V. . S, S JO = - T s
f-_-‘\"."“ - A} (_::-’;' & \ #— |- osteocito J = S\} (
Hueso £ \ )

Figura 10: Interacciones moleculares inducidas por las células tumorales para la
diferenciacion y proliferacién de los osteoblastos.

Esquema en donde se muestran las complejas interaesiomediadas por factores solubles,
entre las células tumorales y las células madre mesenquimalesosteeblastos para inducir

su diferenciaciéon a osteoblastos. BMP: proteina morfogenética del hueso; WNT: proteina

Winglessint; TGFi

T OG2NI RS ONB OA Y /08K dickkopf NRUKX2Ta@tdWY | y (G S |

de transcripcion 2 de la familia RUNS3SX:activador transcripcional osteripATF4:factor
activador de la transcripcion; £T1: endotelina 1; IGF: factor de crecimiento simillimau

PDGFfactor de crecimiento derivado de plaguetag?A:activador de plasminégeno urinario

FGFfactor de crecimiento de fibroblastpSC: célula madre mesenquimatiaptacion?.

Ademas, existe un intercambio de factores de la matriz 6sea que se liberan durante la resorcion efectuada por

los osteoclastos maduros,

entre los que se destacanlI@FTGF  |j dzS LINB YdzS@Sy f I

proliferacion de las células tumoraldfigura 11)°%. Por su parte, el calcio es muy abundante en el
microambiente 6seo y tiene un efecto importante sobre las células tumorales prost§ticgae expresasl
receptor sensor de calcio (CASRIie, al ser activado conducag ura inhibicidh de la apoptosis yna
estimulacion de la proliferaciéh Mas aun, los iones de calcio provocan un aumento de la secreciéon de PTHrP
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por parte de las células tumorales, que también liberan otros factores osteoliticoslkdrhdl-6, I1-8, VEGF,

factor de necrosis tumoral (TNF) y Jaggedl, induciendo unarmegorcion 0sea y, en consecuencia, un
incremento en la liberacion de caléioA la vez, la hipoxia asociada al mmy el factor inducible por hipoxia

Mh 6 lebh @njind coTGH = | dzYSyidly fF LINRRdzOOAsy RS +9DC @&
el reclutamiento de células tumorales que pueden adquirir caracteristicas similares a las de las células 6seas
(ogeomimetismo). El acido lisofosfatidico (LPA) y la adenosina difosfato (ADP) derivados de las plaquetas
actuan sobre las células tumorales induciendo su crecimiento y la liberacio delllb.

o

\ oVal o) ) = =
r *HIF1a |-~ O * VEGF * Angiogénesis
H'poxw — \(S-Runm;o) —— *CXCR4 — *Reclutamiento
0) °GLl2.“1“\fO \
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Figura 110Ostedlisis asociada a tumores.

En la figura s esquematizan los procesos moleculares que llevan a una degradacion ésea inducida por las

células tumoralesl L C:mMdctor inducible por hipoximm " T w fattor deMranscripcion 2 de la familia

RUNX; GLIZincogén asociado a glioma 2DP: adenosina difosfato; IL: interleuquina; CX@#éptor de

gquemoquinas &-C tipo 4; TNF: factor de necrosis tumoral; VE&dtor de crecimiento endotelial vascular;

MMP: metaloproteinasa de membran@THrP: proteina relacionada con la hormona paratiroidea; LPA: acido
lisofosfatidico; OPG: osteoprogeterina; RANK: receptor activadordeNE w! b Y[ Y f A3 YR2 RS w
faOli 2 NJ RS ONB OA YA Sy ifagtor deNdegindiefitd $iavl ingtlin&daptationt. D C Y

Estas interacciones emat los distintos tipos celulares constituyen lo que se conoce aunho vicioso de las
metastasis 6seagfigura 12. Los diversos factores que secretan las células tumorales, entre ellos las
metaloproteinasas de matriz (MMPs), generan un aumento en lpguoidbn de RANKL liberado por los
osteoblastos, en relacion con la cantidad de OPG en el microambiente. RANKL se une a RANK en la superficit
de los osteoclastos promoviendo la resorcion 6sea y, por ende, la estimulacion de las células tumorales que
responcen a los factores liberad6s
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Células tumorales

f{_i)Las células tumorales secretan factores que activan a los osteoblastosJ

®Los osteoblastos activados secretan RANKL que actua sobre RANK,
expresado por los osteoclastos

@Los osteoclastos degradan hueso, liberando factores de crecimiento
como TGF-B que promueven el crecimiento tumoral

OPG, un inhibidor de RANKL, no compensa la produccion excesiva de
RANKL, continuando asi el ciclo

2 G RANK  @RANKL @ OPG

Osteoclasto

Figura 12: Ciclo vicioso de las metastasis 6seas

El esquema muestra el ciclo de retroalimentacidon positivdre las células tumorales, los
osteoblastos y los osteoclastos; el cual termina en la estimulacién del crecimiento tu@Bf@l.
osteoprogeterina;RANK: receptor activador de F. £ w! b Y[ Y f ;NQH yaBt& deRS w! bY
ONBOAYASY (2 .Adabtgc@®.2 NYI yiS |

1.6. Vesiculas extracelulares.

Las vesiculas extracelulares conforman un conjunto heterogéneo de estructuras delimitadas por bicapas
lipidicas que inicialmente fueron descriptaemoun medio para laeliminacién & compuestos innecesarios

de la célul®. Sin embargo, en la actualidad se sabe que poseen una gran variedad dedsraliparticipar

en la comunicacion intercelular, actuando como vehiculos de sefializacion tanto en procesos homeostaticos
como patolégico$.

Se demostré que practicamenttndas las células son capaces de secretar varios tiposed&ulas
extracelulares que, en ciertmedida,reflejan el estado en tiempo real desleélulas de origen al tener un
contenido de biomoléculas que vadapendiendo del contexto celular. Estas vesiculas se encueeitrda
mayoria de los fluidos corporales como la sangre, la oareglivay la leche maternaplcuallas convierte en
buenascandidatas paraer utilizadas combiopsias liquides. Ademas, por su origen celulaon altamente
biocompatibles y poco inmunogéamis, por lo que tienen potencial como vehiculos de administracion de
farmacos y reactivos terapéutic@s

Las vesiculas extracelulares pueden dividirse en dos grupos principales: los exosomésgvasiculaslas
microvesiculagienen ~100 a 1000 nm de diametro y eeiginan porevaginaciones de la membrana
plasmatica, conteniendproteinas de la superficie celular y componentes citoplasmatiamsexosomas, que
tienen ~30 a 100 nm de diametro, se generan por medio de la via endocitica con participacion de una
magqunaria que estaria involucrada en la seleccion de su contenido, como soongéejos de lasificacion
endosémica requerigs para el transportéESCRT)los dominios ricos en tetraspanirfa&. En primer lugar,

se produce un@vaginacion de la membrana plasmatee genera @dosomas tenpranos corproteinas de

la superficie celular y componentes extracelulafégura 13. En € proceso de maduracion destos
endosomas se van formando los endosomas tardios con participacion dedldransGolgi y el reticulo
endoplasméico que definensucomposicion. Luego, se forman gerpos multivesiculares intracelulares que
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contienen vesiculas irdfuminales. Finalmente, es$ cuerpos multivesiculares pueden fusionarse con los
lisosomas para ser degradados o con la membcahaar para liberarxosomasal espacio extracelul&x

Lisosoma MVB
£ag- Exosoma
4— s "
v A v o\ : s
! ' »
Mitocondria ' ‘;,: 3
= . e 3
[ \ 1 <o .Y\ Ly
( e \‘\ | 5
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Figura 13Biogénesis de las vesiculas extracelulares.
La figura esquematiza la biogénesis de los dos tipos principales de vesiculas datexcelu
los exosomas y las microvesiculdd/B:Cuerpos multivesiculareAdaptacion®.

Luego de su liberacién, las vesiculas extracelulares pueden ser internalizadas por susew@ptagas
mediante endocitosis 0 descargar su contenido por fusion con la membrana plasniidfica (4. la
especificidad de la célula blangmede estardeterminada por interacciones especificas entre proteinas
enriquecidasen lasuperficie de las vésulas extracelulares y los receptores de la membrana plasmatica de las
células receptorasla célula receptora puede sa&fel mismo tipo celular del que se origind la vesicula
generando respuestade tipo autdrinas o e otro tipo celular, generando unaspuesta paracrind Entre

los mediadores que facilitan e& interacciones se encuentran las integrinas, los lipidos, las lectinas, las
tetraspaninas, los proteoglicanos y distintos componentes de la matriz extraéelukzs base celulares y
moleculares del direccionamiento especifidtacia determinadas células receptoras (m no estan
completamente descriptas; sin embargo, se reportd que varias integrinas de los exopom@dean
interaccionar con moléculas de adhesion en la superficie de las células aceptoras como las moléculas de
adhesion intercelulares (ICAMs), y con prodei de la matriz extracelular como fibronectina y lamiffifia
También se demostré que las tetrasparinexosomales pueden interactuar con las integrinas de las
membranas celulares promoviendo la internalizacion selectiva de las vesiculas por determinadd@$%élulas
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Figura 141internalizacion de las vesiculas extracelulares.

Representaidn de algunos mecanismos por los cuales las células receptoras pueden
incorporar a las vesiculas extracelulares en su totalidad o al contenido de las mismas
Adaptacion®.

Entre la diversas macromolélulas que suelen estar presentes en los exosomas se encuentran proteinas, acidos
nucleicos y metabolitodigura 15. Las principales proteinas incorporadas a los exosomas son de la familia de
las tetraspaninasGD9, CD6BCD81)gue sielen ser utilizadas como marcadores para la identificacion de este

tipo de vesiculas; miembros de los complegSCRTcomo la proteina de susceptibilidad a tumores 101
(TSG101)p moléculas accesorias como la proteindeXnteraccion con ALG2 (ALIX)egrinas;proteinas de

choque térmico (Hsp)eceptores de proteinas de fijacion soluble de NSRARE)cting y flotilinases,

Mientras que las Hsps, CD63, proteinas ESCRT y componentes del citoesqueleto suelen ser comunes en la gra
mayoria de los exosomas, otras proteinas como las de los complejosemagohistocompatibilidad (MHC)

de clase | y Il son especificas dependiendo del tipo de célula seéfdtaraembranade los exosomas consta

de componentes lipidicosomo la esfingomielina, el colesterol y las ceramidas, que influyencéaslficacion

de la carga, la secrecion, laesttura y la sefializacion de estas vesidl@ado que no existen marcadores
especificos de exosomas y sesloaracteriza a partir de moléasl que se encuentran enriquecidas en €llo
frecuentemente se las denomanvesiculas simil exosomas (EeXesomdike vesicles
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Figura 15: Estructura yoenposicion de los exosomas

Se muestra un esquema de la estructura y composicién de la membrana e interior de los

exosomasPl: fosfatidilinositol; PS: fosfatidilseriaC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina;

GM: gangliosidos; Hsp: proteina de choque térmi&SCRT: proteinas dmmplejos de

clasificacion endosémica requeridos para el transpottd DY 3ISy RS &dza OSLIiAO6Af AR
TNFPY T OG2NJ RS h SEPINE aFA 30 GlRdkY 2ANG f ONB OAYTRAL G2 GNI yat
f A3l YR2 AYyRdzOG2NI RS FLRLIWi2aira NBilOAz2yl R2 02y ¢
transferrina.Adaptacios®.

Entre los distintos tipos de &cidos nucleicos que transportan los exosomas suele haber una proporcion
importante de ARNs no codificantes, como micro ARNs (miRNAS) ya#dridao codificantes (INcCRNAS), que

se caracterizan por tener la capacidad de efectuar una importante regulacion en las células rectgtmaas (

16). Los miRNAs son transcriptos por las ARN polimerasas Il/lll a miRNAs primandRNgs$) que son

clivados en el nucleoplasma ppGCR§ Drosha, dando lugar a los precursores de miRNAs1{{R&IAs). Los
pre-miRNAs son enviados al citoplasma por accién de la exportina 5, son procesados por Dnoatejnta

de union al ARMN respuesta a la transactiean (TRBP), generando un duplex miRNA/mMiRNA* en el cual la
cadena * es degradada, mientras que la otra se une a argonauta 2 (AGO2) que es la proteina principal del
complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC). Los miRNAs, como parte del conpleje ®Ri€n a
AAGA23a SALISONTFAO2Aa RS ofQ de WWARNSs ghSajeroso(iNRNKS], deindvdinaddzO A F
elementos de respuesta a miRNAs (MRESs) e inducen una regulaciéon génica a nivehpospciona®. En

cambio, los IncRNAs tienen una biogénesis similar a la de los mMRNAs, donde mucho$ sufre@eNB 3| R2 R
cap splicingy son poliadenilados. Sus funciones pueden sarigimhibiendo o activando la transcripcioén de

genes al interactuar con factores de transcripcion (TF), inducir modificaciones epigenéticas de la cromatina o
cambiar la arqitectura del ADN formando bucles cromosomicos; también pueden actuatrasrs
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interaccionando con proteinas nucleares o participando del ensamblado plerkspecklesFuera del nucleo,
muchos IncRNAs inhiben miRNAs al secuestrarlos, actuando como espengRNAS, se unen a proteinas o
interaccionan con mRNAs, induciendo la activacién o represion de su tradticcion
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Figural6: Biogénesis y funcion de miRNAs y IncRNAs

Representacion de los pasos de transcripcion y procesamiento de miRNAs y IncRNAB)ojoses
regulatorias.TF: factor de transcripcién; ORF: marco abierto de lectura; EREento de respuesta
a miRNAsAdaptacion®.

1.7. Exosomaen cancer

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 libesadn consecuencia, las caracteristicas y funciones de
estas vesiculas cambian dindmicamente segun las modificaciones que puedan ir sufriendo las células que las
producerf?. Entre la gran variedad deecnismosen los que se encuentran involucrados los exosomas, se
destaca su rol como mediadores de la comunicacion entre células tumorales y su microambiente, tanto a nivel
local como a sitios distantes; favoreciendo el desarrollo y la progresion del ¢igoer 17%°4 S demostrd

gue los exosomas derivados de tumores estaplicados en la modulacion da angiogénesis, un proceso
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clave para la supervivencia, crecimiento y diseminacion tumoral. Este proceso favorece la formacion de
vasculatura nueva y promueve aamento en la permeabilidad vascular al dafiar el endotelio, lo cual facilita
el establecimiento de metastasis’”’.,

Exosomas derivados

oaulacidhude. 5 de tumores ;
s s, s it
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. W ® 000
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............................... .. @
$ - @ Diferenciacion
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Regulacién de la metabdlica

respuesta inmune

Figura 17: Funcion de los exosomas en cancer
En la figura se muestran diferentes mecanismos i@ por los cuales los exosomas participan
en el cesarrollo y progresion tumorahdaptacioi® o2

Las células tumoraleson capaces de secretar exosomas parducir un entornoinmunolégicamente no
reactivoy preparar urmicroambientepre-metastasico favorablpara su crecimienten érganos distanté®

104 También se demostré que los exonas estan involucrados en el organotropismo de las metastasis de
determinados tipos tumoralé®*1%, Ademas, al actuar sobre otras células tumorales, los exosomas derivados
de tumores pueden generar un incremento en las capacidades migratorias e invasivas, induciendo el
fendmeno de transicion epitelimesenquimal po el cual las células adquieren mayor plasticidad y
resistencid®!% Asimismo, los exosomas liberados por las células del microambiente tumoral, como
fibroblastos asociados a tumores, células estromalgdylasdel sistema inmune, también cumplen un papel
importante en dstintas etapas de la progresiéon tumoral y en la resistencia a teréjjasa 1§11,
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Figura 18: Comunicacién
intercelular por exosomas entre
las células tumorales y las
células del microambiente
tumoral.

En el esquema se muestra como

los exosomas secretados por las
células  tumoales  pueden

modificar el fenotipo de las

células del microambiente
tumoral (A). También se
esquematiza como las células del
microambiente tumoral pueden

modular la proliferacion vy

progresion del tumor(B). CAF:

fibroblasto asociado a cancer.
Adaptacion®,
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Particularmente, en el caso del cdncer de prostata se reportd que los exosomas derivados de los tumores
inducen la progresion de la enfermedad tanto a corta distancia influenciando a las propias células tumorales,
comoen sitios distales alterando la fisiologia de 6rganos y tejidos biditbSe demostré que los exosomas
liberados por células de cancer de préstata bajo condiciones de hipoxia pueden inducir un fenotipo semejante
al de células mas indiferenciadastemnesy y promover la capadad de invasién en células tumorales
prostaticasnaive mientras que erel microambientepre-metastasico producen un aumento en los niveles de
metaloproteinasas de matriz, fibronectina y colageéfé?® Adicionalmente, se describié gues exosomas
derivados de células de cancer de prostati@dentransferir piruvato quirasa M2a lascélulas estromales de
lamédula 6seapromoviendola formacion del nicho prenetastasico 6seo al regular la produccion de CXCL12

de maneradependienteddlFmh = £ 2 1jdzS FIF OAt AGE I YAINPJanhign & St
se observé que los exosomas derivados de lineas celulares de céancer de préstata pueden favorecer la
diferenciacién y actividad de osteoblastos a través de la fosfolipas®, §2que pueden promover la
osteoclastogénesii vitro e in vivoal contener factores osteoliticos y regular los niveles de colageno tipo |

0/ h[m! MmO YSRAIFIY(GS St ¥ NIPgriotdphde SeleRm&siro qiellos mxjeoras sert p LJ
células de cancer de prostata colaboran con la evasién del sistema inmune por parte de las células
tumorales?.
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Hipotesis y bjetivos

2.1. Hipdtesis

En base a los antecedentes descriptos, el pres&abajo de tesis propongue los exosomas liberados por
las células tumorales prostaticas preparan el nicho metastasico é6seo mediante elottandp diversas
biomoléculasy que, ademéasestospuedenser utilizads como biomarcadores pronésticos desl#fermedad
metastasica y/@omoposibles blancopara retrasar o eliminar la progresion y metastasis

2.2. Objetivo general

Estudiada comunicacion intercelular entre las células tumorales prostaticas y las células 6seas, centrandose
en la comunicaciora través de vesiculas simil egotas (ELVs)e identificar mecanismos moleculares
involucrados eresta interaccion intercelular.

2.3. Objetivos especificos
2.3.1. Aislary caracterizdasELVs derivadadela linea celulaPC3proveniente de una metastasis 6sea de

un tumor prostéatico humanao.

2.3.2. Evaluaiin vitroel efecto dé tratamiento conlasELVsie PC3obredos lineas celulargzrecursoras
0seagdMC3T3 yRaw264.7)

2.3.3. Estudiar el contenidde ARNsle lasELVgle PC3/ predecirin silicola regulacion que ejercerianm

sus células receptoras

2.3.4. Realizar un andlisis bioinforméatico dbundancia de ARNs en vesiculas extraceludegsacientes
concancer de prostata provenientes de datos transcriptdémicos de repositorios publipesiecir

la red de regulacion en la qustarian involucrados en el tejido 6seo.

2.3.5. Analizar la relevancia clinica de los ARNs candidatos selecci@mdnosrmente
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Materiales ymétodos

3.1. Cultivo celular

3.1.1. Linescelulaes

1 PC3 (ATCC®GRID o pdenivatia de una metastasis 6sea de urramtarcinoma prostatico humano
grado IV?5, Es insensible a andrégenos y no expresa PSA. Su perfil de crecimiento en hueso es osteolitico.
1 MC3T3 (ATCC®GRIp ¢ o kined celular de precursores osteoblasticos derivada de @aldarraton
C57BL/&".
1 Raw264.7 (ATCC®TiBv ulinea celular monocitica/macrofagica de ratén BALB/c capacidad de
crecer como precursores de osteoclastos o diferenciarse en osteoclastos multinucleados frente al
tratamiento con RANKE,

3.1.2. Condiciones de crecimiento

Las células PC3 se cultivaron en medio RPMI 1B46rrio Fisher Scientific Ihvitrogen Waltham,

Massachusett&EUYsuplementado con-glutamina, bicarbonato de sodio 0,2%wmnsuerofetal bovino 10%
(SFB) y antibiéticos (penicilina 100 U/ml, estreptomidi@@ pug/ml y anfotericina 0,5 ug/mlpl alcanzar un
80% de confluencia, se repicaron realizando un lavado corfNRES3 137 mM; KCI 2,68 mM; N&Q 10,1

mM; KHPQ 1,76 nM; pH 7,4) una incubacion con tripsina durante 3 min en estufa a 3y {a diluadn y

posterior resiembra con medio de cultivo fresco.

Las célulasMC3T3 e mantuvieronSy Y S{RIEM (Thermo Fisher Scientific lhvitrogen Waltham,
Massachusetts EEU) suplementado con SFB 10% y antibi6ticos (penicilina 100 Wstieptomicina
100ug/ml y anfotericina 0,5 pg/mlpl alcanzar un 80% de confluencia, se repicaron realizando un lavado con
PBS, una incubacion con tripsina con 0,25% EDTA durante 3 min enae8&fCy una dilucion y posterior
resiembra con medio de cultivo fresco.

Las células Raw264.7 se creciemm medio DMEM Thermo Fisher Scientific lhvitrogen Waltham,
MassachusettsEEUY suplementado con SFB 5% y antibiéticos (penicilina 100 é&treptomicina 100
pg/ml y anfotericina 0,5 pg/mbAl alcanzar un 80% de confluencia, se repicariiizando unscrapery
realizandouna dilucion y posterior resiembra con medio de cultivo fresco.

Todos los cultivos se realizaron en estufa a 37°C coatamasfera himeda y 5% de €0

3.1.3. Preservacion criogénica

A partir de cultivos celulares con una confluerapeoximada deB0%, las células fuermosechadas, se realizé

una centrifugacién a 1.000 rpm durante 5 min y se las resuspendié en SFB contenieradib sulfoxido
(DMSO) 10% (v/v). Se fraccionaron en alicud¢at ml en criotubog se las congel$-80°C en un dispositivo
Nalgene Mr. Frostgonteniendo isopropanol. Transcurridas 24 h, los viales de congelacion fueron transferidos
a un tanque de nibgeno liquido.

3.2. Estudio de comunicacion intercelular escultivo indirectale células PC3 y
MC3T3 0 Raw264.7

Al inicio del experimentplas células PC8n suspensioriueron marcadas conn pulso deCFSEéster de
succinimididcarboxifluoresceina(2,5 mM; cat. 600121 CaymanAnn Arbor, MichiganEEUY. Brevemente,
se coloco el reactiven la apa de un tubo Falcon de 15 mbke mezcld rapidamente por inversié@on la
suspension de célulgmra que Iaincidn se realice homogéneamentese incubdla suspensiéncelular pors
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min a 37°C. Luegpara eliminar eéxcedente de CF3eagregé RPMI con SFB 1@%.p 15 ml)se centrifugo,
sedescartd el sobrenadante y se hizo un lavadoieda con PBS. BEllet de célulasfue resuspendiden
medio RPMkon 10% de SFBse sembraron 100.000 células en insertos para placas de seis paglios (
353090 Becton Dickinsarranklin Lakes, Nueva Jerseiz U loscuales poseen en su base poros dejim,
permitiendo el paso de moléculgequeiiasEse mismo diae sembraroras céluladMC3T3 o Raw264ah
placas de 6 pocilloson vidrios de 12 mmde diametro (200000 células/pocillo para MC3T300.000
células/pocillgpara Raw264.7Al dia siguiente, se retiré el medio de culttaato de los insertos como ded
pocillos se realiz6 un lavado de las células con PBS y se colocaron los insertos mandadas con CF8k
los pocilloscon las células 6sean marcar Se agregaron 2 ml por pocillo y 2 ml por inserto de mddio
cultivo ("-MEM para MC3T3 y DMEMara Raw264.7suplementado con antibioticos y SFB 296. esta
manera, ambas poblaciones celulares comparten el medieultvo pero no estan en interaccion fisica
directa. Como contralle no cocultivo/tratamiento, secultivaronlascélulasbseasen las nismas condiciones
pero en ausencia de PCBuegode 48 h de ceultivo, las célulaMC3T3 y Raw264.fueron lavadas
suavemente con PBS vy fijadas con una solucién 4% mjfvadgdormaldehido (PFA) durante 20 nman
temperatura ambiente. Finalmente, luego devar los vidrios con PBS, los mismos fueron montados en un
portaobjetos con 2 pl de bwiol 488 (Sigm&ldrich San Luis, MisurEEUYy guardados a 4° C en oscuridad
hasta su usolLas imagenegueron obtenidas por microscopia confocde fluorescenciautilizando un
microscopio Olympus Fluoview FV1000, aorobjetivo 60X de inmersidn en ace{teentro de Microscopia
de Fluorescencia Gregorio Webéacultad dedenciasExactas yNaturales- Universidad deBuenosAires), y

se analiz6 la presencia de mar@a@FSE en las células originalmente no marchdgsresencia de marca en
las células MC3T3 y Raw264.7 luego detultivo se interpreta comden lafigura 19 se esquematiza el
procedimiento.

Células PC3 /
marcadas | |
con CFSE | \ ﬁ
\ I Co-cultivo de 48 h
Microscopia confocal de
>—> —— fluorescencia de las células
Células MC3T3 originalmente no marcadas

o Raw264.7

sin marcar | |
Figural9. Esquema del ensayo de aultivo entre células PC@arcadas corCFSE y células
precursoras 6seabC3T3 0 Raw264.7
La figura esquematiza el procedimiento de-audtivo y andlisis de las células MC3T3 y
Raw264.7 originalmente no marcadas mediante microscopia de fluorescencia cofotzal.

microscopia seusco la presencia de sefial de CFSE en las células MC3T3 y Raw264.7, lo que
indicaria una comunicacion intercelular con las células PC3.

3.3. Obtenciory caracterizaciodevesiculas simil exoson(&i.Vs)

3.3.1. Aislamiento déasELVs

Se sembraron 50000 célulasPC3 en placas de 10 mm con medio RPMI completo como se indico
anteriormente. Al dia siguiente, se descartd el medio de cultivo, se realizé un lavado con PBS y se agregé RMPI
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con antibidticos y 2%le SFBsin vesiculas extracelulards cual se realiz6 medinte ultracentrifugacion a
110.000 g durante 18 %°. Luegade 48 h de cultivo, seecolecté el medio condicionadte crecimiento de las
PC3y se aislaron lawesiculas extracelularemediante centrifugaciones diferenciales seguidas utha
ultracentrifugacioén, realizando todos los pasos a. £Cprimer paso de céifugacion a 800 g por 5 min
permiti6 removerrestos celularespgllet1) y el sobrenadante resultante fue centrifugado.@0® g durante
20 minpara eliminar organelas y cuerpos apoptaticpsliet 2). El sobrenadante fue centrifugado ad@ g
por 60 mn, permitiendo remover las vesiculas de AMD0 nmde diametro(pellet3). Por ultimo, la fraccion
correspondiente aresiculas de menor tamafi8d100 nm de diametrpentre las que se encuentras BEVs
(pellet4) fue obtenida por ultracentrifugacion HLO.000 g por 90 mirfultracentrifuga HitachKoki CFOONX,
rotor de &ngulo fijo P90ATe realizé un lavado deellet4 con PBS y se repitio el paso de ultracentrifug@aci
Enlafigura 20 se esquematiza el procedimiento.

I I Medio condicionado

Cultivo de células 800 g, 5 min
PC3 por 48 h con 2°C O

RPMI 2% SFB sin EV's

v v

Sobrenadante 1 Pellet 1

(restos celulares)
4000g, 20 min O
4°C

v v

Sobrenadante 2 Pellet 2
(organelas y cuerpos
4°C
Sobrenadante 3 Pellet 3

(microvesiculas)

110000 g, 90 min O
4°C
v v

Sobrenadante 4 Pellet 4
(exosomas)*

*El pellet de exosomas fue lavado
con PBS y se repitio el Gltimo paso
\ de ultracentrifugacion.

Figura20. Protocolo del aslamiento devesiculas extracelularederivadas de células PC3

Partiendo del medio condicionado de un cultivo de PC3 de 48 h en RPMI con 2% de/&st8usis
extracelulares(EVs) se realiz6 una serie de centrifugaciones diferenciales seguidas de una
ultracentrifugacion para obtener una fraccién enriquecidaErvVgpellet4).

29



Materiales ymétodos

Finalmentedependiendo del ensayo que se fuera a realizar posteriorment&llgsueron resuspendidas en
PBS o en el buffer correspondiente. En todos los ensayos se utilfzacoiones de vesiculas frescas, de no
mas de una semana desde su aislamiento y conservadfis. a

3.3.2. Citometria de flujo

Seutilizé la citometria de flujo para caracterizar las vesiculas extracelulares de PC3. Debido a que el tamafio
de lasELVssentre 30y 100 nm, el cual es menor al limite de deteccion de los citbmetros convencionales
(~200 nm)|as vesiculas deben acloplarse a esferas magnéticas para aumentar su t&mnatfizaronesferas
magnéticas acopladaa anticuerpos artD63 (cat. 106060hermoFisher Scientific / Invitrogen, Waltham,
MassachusettsEEU para capturar laELVs/a que la proteina CD63 se considera un marcador exosomal.
Ademas, para aumentar la certeza de la caracterizacion, se utilianticuerpos antCD81 acoplados al
fluorocromo ficoeritrina (PE; cat. §637 PESanta Cruz Biotechnologyallas, TexaEEUU otra proteina de
localizacion casi exclusiva de exosomas

Brevemente, s incubaron 16> f RS & dziipelety2&EA\Gge PEB¥nN PBScons5f RSt NBIF O 7
esferas antiCD63 durante 16 h a 4°C en agitacidmego de la incubacionSs | ANB 3 NBYy pnn >f¢
0,1% deseroalbiminabovind { ! 0 FAf (0 NI R2 & , <@ gklo TedlitadddBispiRds 5 segyse > Y
coloco el tubo en una estructura con iman por 1 para separar las esferas magnéticas unidas a vesiculas
extracelularesCD6& { S RSaOI Nlis St f NljdZAR2X a8 [ ANBTBNRPY pn
PEen PBSBSA y se incub6 por 1 h a temperatura ambiente en agitagiéh. 02t 2 OF NBy -BSAn > f
se mezclo por agitacion y se detectOpiesencia decomplejos de esferas magnéticas aBib63vesiculas
CD63+/CD81anticuerpos antiCD81PE (figura 21) usando un citbmetro BD FACS Aria Il, BD Biosciences
(Servicio de Citomeim de Rijo, FCENUBA).Se realizaron controlesolocando solo las esferas afD63

(control negativade autofluorescencipy esferas amtCD63con anticuerpos antiCD81PE (conbl de unién
inespecifica).

CD81

Figura 21 Esquema del sistema de deteccién B&Vs

En la figura se muestra el sistema utilizado para la identificacidfl¥&asiladas

de los medios de cultivde PC3. Se puede observaesdera magnética acoplada

a antiazerpos antiCD63celestg, una ELV CD63+/CD81+ (amarillo) y el anticuerpo
anti-CD81PE(gris) Este complejo es luego detectado por citometria de flujo.
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3.3.3. Western Blot

3.3.3.1. Extraccién de proteinas

Luego de retirar el medio de cultivo para el aislamiento desdss$culas, las células PC3 fueron lavadas dos
veces con PBS frio contenienloy KA 6 A R2NBa RS F2a¥rdlalra oblC nxXp o
inhibidores de proteasa®(otease Inhibitor CocktafigmaAldrich Saint Luis, MissouiEUY. Secosecharon

las células conn scrgper, se centrifugaron a.200 rpm durante 5 mim 4°Cy se descart6 el sobrenadante.
Lospelletsde célulase resuspendieroen buffer RIPATris HCI 50 mM pH 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 20 mM

pH 8; deoxicolato de sodio 1% v/v; SDS 0,1% ml/v; Tritbd0XL% v/v)con inhibidoresde fosfatasas y
proteasas se incubaronen hielo durante20 min y & centrifugarona 12.500 rpm durante 20 min a 41@s
sobrenadants conteniendo las proteinase conservarohasta posterior uso é80°C.

Se realiz6 el mismo procedimiento con EsVsisladas y resuspendidas en lufRIPA.

3.3.3.2. Determinacioén de la concentracion de proteinas

Sedetermindla concentracion proteica de cada muestra utilizando el método del &cido bicinconinico (BCA
98% y CuSQ% SigmaAldrich Saint Luis, MissouEEUV. La curva estandaerealizéutilizandodiluciones

de un estandade BSAdisuelp en bufferde lisis RIPA. S22 f 2 O NiB gadanmaestrafen una placa de 96
pocillospor triplicado@ &S | ANB 3+ NB y 4 Beintubd@udrant®R3® min 4 37%C/ nudfdbse luego

la absorbancia a 570 nran un lector de placagGlomax Multi Detection SystenPromega Madison
WisconsinEEUUYI La concentracion proteica de cada muestra se determind utilizando la curva de calibracién
de BSA.

3.3.3.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante P8B§ )transferencia
a membrana de nitrocelulogsanmunodeteccién de proteas.

Las proteinas purificadas y cuantificadas fueron mezcladas ytdesirmdasen buffer de siembra(TrisHCI

Mn Ya LI yX {5{ M:X 3JtAOSNR{ m: smerdabtGetahaPS&cfluramesmn ¢ a
min a 95° @&n una concentracion aproximada de 10 pg proteina en 3 dembraroo 1 >t L2 NJ OF f
gel de poliacrilamidade un sistemavertical (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, EEUY
Adicionalmente, sesembré una calle con un marcadde peso molecularBlue Plus IV Protein Marker
TransGen BioteglBeijing, Chinpa Las muestrase resolvieromediante una corridanbufferde electroforesis

(Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1% @A voltaje constante d@0 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/vy TEMED
0,2 % v/v) yluego al00 V enel gel separador de poliacrilamida 1Q%is 0,4 M (pH 8,8); Acrilamida:
Bisacrilamida (29: 1); SDS 0,1%; APS 0,1% v/v y TEMED 0,24%avigz finalizada la efeoforesis,las
proteinasfueron transferidasa una membrana deitroceldosa (GEHealthcare, Chicago, IllinoisEEUYa un

amperaje constante de 250 mA durante 90 reambuffer Towbin(Tris base 25 mM; glicina 192 mM;$8,5

mM; pH 8,3 y metanol 20% Vv

La membrana se inculen buffer TBST (NaCl 150 mM; KCI 2,68 mM; Tris base @7 detergente Tween
20 0,05% v/ypH 7,4)conteniendo 5% m/v de leche descrenaadn polvo durantel0 mina temperatura
ambientey con agitacién suaveara inhibir la union inespecifica de los anticuerplogego, se realizaron
lavados con TBBY se incud por 16 ha 4°C y con agitacion suase presencia de la dilucién apropiada del
anticuerpo primario en TBB ant-rCD81PE (1:50acoplado al fluorocromo PEat. sc7637 PESanta Cruz
BiotechnologyDallas, TexagEEUUY, antiflotilina-1 (1:100; s€/4566 Santa Cruz Biotechnologpallas, Texas,
EEUYy antiTSG101 (1:50; 964 Santa Cruz Biotechnologyallas, TexaEEUY Se hicieron 3avados de
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15 min cada uno de la membranan TBS. Bn las membranas que se buscaba visualizar a flotlind SG01
se agreg el anticuerpo secundarianti raton (1:D00; cat. 7076S, Cell Signalilanvers, Massachusetts,
EEUY acoplado a la perasasa de rabano (HRPfinalmente, la membranaesinculd durante 2 h a
temperatura ambiente con agitacion suaveppsteriormente, se efectuaron 3 lavados durante 10 neiada
unocon TBS.

Las membranas fueron reveladas aamreactivo EasySee Western Bloasado en HRP'ransGen Biotech,
Beijing, Chinppara flotilinal y TSG101, y mediante la deteccion de fluorescetei®E para CD81a
visualizacién de lasiembranasse realiz6 utilizando el analizador de imageAesersham Imager 600GE
Healthcare Chicago, lllinoissEUY.

3.3.4. Microscopia electrénica de transmision

Se depositarod0> f uriSuspensiorie ELVen PBSobre una membrana hidriicaLRW con grilld_uego

de 10 min, se realiz6 una tincién con una solucién acaos®% de acetato de uranifmr 3 min, seguida de
lavados con agua bidestilada y secado a temperatura artehibas caracteristicas morfolégicasvisualizaron
utilizando un microscopidZeiss ENMIO9T con camaradigital Gatan ES1000\Laboratorio Nacional de
Investigacion y Servicios de Microscopia ElectrqhidalAISMIE), UBACONICBT

3.3.5. Estudiadel contenido dARNsen las EL\fsor micraarraysde expresion

Se aislaron las ELVs del medio de 48 h de cultivo de PC3 como se describié aelleddEIELVS obtenido
por ultracentrifugaciérse resuspendio en 108 flel reactivoQuickzZol(Kalium Technologie8ernal, Buenos
Aires, Argenting se agité por 5 min y el lisad® congel6 a80°C hasta su posterior uso. Para la extraccion,
se incubd durante 5 min a temperatura ambiente para asegurar la disociacidos d®mnplejos nucleo
proteicos,y se agregarorzn  >f RS Of 2 Ndpdrasahdémapse fe§6 rdpaddr érshielo tante 3
min. Se centrifug6 a 1200 rpm durante 15 min a 4°Ge pasoé la fase acuosa a un nuevo tubbARNtotal

se precipitd agregarasn > f  Rp&nolZeicabaitid? 6 h a-20°C S centrifugd a 12000 rpm durante 10
min a 4C, & descart6 el sobrenadant& lavo elpelletcon 151 >t RS \Bvisk geirifugérap®e0
rpm durante 5 min a 45CGe retird el sobrenadante gl pelet se secéa 50°C por 3 minEl ARN total se
resuspendio en &t RS | 3dzrxr t AONB RS ydzOf SIFalra @& aS NBKAI
concentracién y pureza del ARN obtenidodsterminarion por absorbancia a 260 nm y 280 emun
NanoDrop (Therm FisherScientifid Invitrogen, Waltham, MassachusetSEUY

Posteriormente,ds muestras de ARtotal fueron re-precipitadas agregando 1/10 su volumen de NaAc 3M

pH 5,2 y 3rolumeresde etanol absoluto atando vigorosamente ya quel ARN precipitades mas estable

gue el ARN en solucion y tiene mejor conservacion, incluso a temperatura ambiente. Los ARNs precipitados
fueron conservads a-80°C hasta ser enviad a Espafia con hielo seco.

En Espafia, los ARMgron centrifugads a 12000 g por 15 min 4°C, se lavaron lglletsO2y wmpn >f S
75% y se centrifugaron nuevamente a(@ g por 5 min a 4°C. Se retiraron los sobrenadantes, aeodej

secar logelletsdurante 510 min en hielo, se resuspeegonSy y >f RS t . { @& mda$S f 2a
RNA Clean & Concentratbi(cat. R1015, Zymo Researtivine, CaliforniaEEUYsiguiena las indicaciones

del fabri@ante. Posteriormente, las muestras fueron cuantificadas usando la plataforma de electroforesis
automatizadaAgilent 2100 Bioanalyzgrelkit Agilent RNA 6000 Pi¢oat. 50671513, Agilent Technologies

Santa Clara, CalifornitlSA y se hibridaron amicraarraysde expresiorClarion™ D de humano con ekit

GeneChip WT Pico Reagdnat. 902922 y cat. 902622, Applied Biosystems, Thefisher Scientifid
Invitrogen, Waltham, MassachusetB&EUYen la Unidad de Gendmica del Centro de Investigaciéon del Cancer
(CiGIBMCC), Universidad de Salamanca (USAL) y Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC
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Salamanca, Espafia. Brevertegren el procesamiento de las muestras se gener6 ADN de cailepde
biotinilado a partir dé ARN total(poliadeniladosy no poliadenilado} proporcionando una cobertura
completa del transcriptoma. Tras-I®8 h de hibridacién a 45°C, tinciones y lavadesprocediod al escaneado
de losmicraarraysClarioni™ D que contienen mas de 5400 transcriptos

3.4. Evaluacién del efecto del tratamiento eesiculas extracelulares aisladas de PC3
sobre MC3T3 y Raw264.7

3.4.1. Exposicion de células MC3T3 y Raw26E[Nsle PC3

Se sembraron células MC3d Raw264.7 con los medios de cultivo habituales para su mantenimiento. Al dia
siguiente, se retir6 el medide cultivqg se hizo un lavado con PBS y se agreg6 nfesBoo6 MEM a las
MC3T3 y DMEM a las Raw264.7) con #titns, 2% deSFB sivesiculas extracelulareg,adicionado con
ELVsisladas de PG®mo se describié anteriormente PB®omocontrolde no exposicion

Debido a que no hay métodos estandarizadosfiablespara la cuantificacion de vesiculas extratakes,

para estos tratamientos se considerd que, como se partié siempre deslaa cantidad de céluld®C3 y
condiciones de cultivgy que el protocolo de aislamiento de vesiculas extracelulares estaba estandarizado, en
todos los aislamientos se obtuvier cantidades similares d&l.VsEsta es una limitacion que pueihéroducir
variabilidad en los resultados.

Luego de los tratamientos d24 h deexposicion a lagLVsde PC3, se evaluaron distintos parametros
bioldgicos en las células MC3T3 y Raw2@@idra 22).

ELVs de

PC3 . !
\ 7 Viabilidad celular @
Células MC3T3 | | por MTS
0 Raw264.7
Morfologia por microscopia i
=— Cultivode 24 h confocal de fluorescencia
con TRITC-faloidina

Células MC3T3 0
Raw264.7 control Expresion génica @

por arrays

Figura 22 Disefio experimental para evaluar el efecto de las vesiculas extracelulares de PC3 sobre
las células receptoras 6seas

Enla figura se muestra uesquemade la metodologia empleada y los pardmetros celulares analizados
sobre las célas MC3T3 y Raw264.7
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3.4.2. Ensayo de viabilidad celufgosr MTS ([§4,5dimetiltiazol2-il)-5-(3-carboximetoxifenit)
2-(4-sulfofenil}2h-tetrazolio)

Utilizando el reactivo comercialelTiter 96 Aqueous No#iRadioactive Cell Proliferatiohssay(MTS)(cat
GH21, Promega Madison, WisconsinEEUY de acuerdo a las indicaciones gebveedor se evalud la
viabilidad de las células precursoras 6seas en placa de 96 pocillos luego de la incubdeigBlodsle PC3
Al momento de cosechar las célulag realizain lavado con PBSsgagregarorm 1 1 médio ReScultivo
frescosin SFB ni antibidticos juntocann >t RSt NBCoMdbland®de mactjvese wilizomedio
de cultivosolo. La placa se incubthZnestufa a 37°C cob% deCQ en oscuridad y se midid absorbancia
a 490 m cada ® minen un lectorde placagGlomax Multi Detection SysteBromegaMadison, Wisconsin,
EEUU Los resultados se exprasaomo el porcentaje de viabilidad respecto del control segun la formula:

o

w0 gI)d),,‘l, OO MOéa NGB OE OE
P 0 QwwQd ~~4Jong[T[
OWWE € OI0EL O WE W

En donde las absorbanci@sbs)corresponden abromedio de los triplicados realizados en cada condicion.

Los datos se presentan como el promedio = desvio estandar (SD) de al mmesmoexperimentos
independientes, a menos que se indiqgue de otro modo. La significancia estadistica se determind con el
softwareGraphPad Prism 9, empleando pruebas degdtddentde muestras no pareadas para comparaciones
entre las dos condiciones expeemtales

3.4.3. Estudio de morfologia celular porampscopia confocal de fluorescencia

Se crecieron las células MC3T3 o Raw264.7 en placas de 6 pocillos en las que se habia insedtamldein
12 mm de diametro. Luego del tratamiento con ELVs de PC3 codessebio més arrihdascelulasfueron
lavadassuavemente con PBS vy fijadas con una solucion 4% mRFdedurante 20 mia temperatura
ambiente.Después déa fijacion, se removid Isolucién fijadoray se realizaror8 lavados con PBEuegdas
célulasse incubaron en unsolucién permeabilizadoraedPBS con 0,05% v/v ttédén X-100durante 15 mi

y se lavaron 2 veces con PP®steriormente, se realizd una incubacién con una dilu¢id® de TRITC
faloidina en PBS cdtode BSA (preparada a partir dma dilucién 1:500 en etanol 96% v/v) durante 1 h a
temperatura ambienteen cdmara humedaSe lavo 2 veces con PBSe incub6 con DAPI (135/ml) por 10
min a temperatura ambiente en camara himeda. Por Ultimo, luego de lavar 2c@t®8S, logdriosfueron
montados en urportaobjetos con 2 pl de blwiol 488 (Sigmdldrichh San Luis, MisurEEUYyconservados
4°C en oscuridadhasta su usolLas imagenefueron obtenidas por microscopia confoodé fluorescencia
utilizando un microscopio Olympus Flimwv FV1000, conn objetivo 60X de inmersidn en ace{téentro de
Microscopia de Fluorescencia Gregorio Welde€ENUBA) Con el programadmage) se calcularon los
parametros morfol6gicos de circularidad y diametro de Feretin minimo d&5 células

Los datos se presentan como el promedio + desvio estdndar (SD) de al menos tres experimentos
independientes, a menos que se indique de otro modo. La significancia estadistica se determind con el
softwareGraphPad Prism 9, empleando pruebas destddentde muestras no pareadas para comparaciones
entre las dos condiciones experimentales
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3.5. Analisis del perfil transcripcioral las lineas celulares 0seas

3.5.1. Purificaciérde ARN total

Luego de la incubacidie las células MC3T3 o0 Raw26ebf las ELVs de P&8nose describioé anteriormente
sedescart6 el mediale cultivoy serealizaron 2avadoscon PBS paalentado a 37°C, se cosechatamcélulas

y se centrifugaron a 500 rpmpor 5min. Elpellet celularobtenido se resuspendié €800 > el reactivo

QuickZol (Kalium Technologie8ernal, Buenos Aires, Argent)nae agitd por 5 min y el lisade congel6 a

80°C hasta su uso. Pargplarificacion del ARN totake incub6 durante 5 min a temperatura ambiente para
asegurar la disociacion de los complgjogb nucleiceproteing tras lo cual se agregarén >t RS Of 2 N2
Se agitd y se dejé reposar en hielaahte 3 min. Se centrifugd a I®0 rpm durante 15 min a 4°Ca fase

acuosa se transfirio a un nuevo tubo se agregdfom > f  Ro&nolj se 2djdpa@cipitar el ARdor 16 h a

-20°C Luego secentrifugé a 12000 rpm durante 10 min a €’se descart6 el sobrenadantee lavé epellet

con3in >f RS vi@yieobrifugotamsno pm durante 5min a 4°C. Se retird el sobrenadantely
pellet se sec@50°C por 3 min,esresuspendioen39t RS | 3dzr f A6 NBE RS ydzOf St a
durante 10 min a 55°C. Las muestras de ARBl se conservarora -80°C hasta su posterior usha
concentraciéon y pureza del ARN obtenido se midieron en un NanoDnepnio Fisher Scientific / Invigen,
Waltham, Massachusett§ EUY.

3.5.2. Tratamiento con DNAsa

Con el fin desliminar potenciales restos de ADN en las muesiemARN totglse utilizé ekit RQ1 RNasEree
DNasecat.M6101; PromegaMadison, WisconsifEEUY. Se colocaron 053 R Sotalzw v RQ1buffér S
yMm >RQIBMNmseA S ff S@s | dzy OdriHd2YitBeyde ANIAgas ¥ se iRcBbo i A7°Cpbr 30
min. Terminada la incubaciénesagregé > f RRSstop solutiop se incubd 10 min a 65°C.

3.5.3. Microaraysde expresion

Parasu envio a Espafiapdas las muestragueron precipitadas enviadas,resuspendidas purificadas y
cuantificadascomo se describié anteriormente en el punto 3.F8.este caso, los ARNs de las células MC3T3

y Raw264.7, se hibridaron en micraarraysde expresionClarion™ Spararatén con ekit GeneChip WT PLUS
Reagent(cat. 902930 y cat. 902281, Applied Biosystems, Thermo Fisher Sciehtifitogen, Waltham,
MassachusettsEEUY en la Unidad de Gendmica del Centro de Investigacion del CancdBIC),
Universidad de Salamanca (USAL) y Consejo Superioredtigaciones Cientificas (CSIC), Salamanca, Espafia.
Brevemente, en el procesamiento de las muestras se gener6 ADN de cadena simple biotinilado a partir del
ARN total (poliadenilados y no poliadiados), proporcionando una cobertura completa del transcriptoma.
Tras 1618 h de hibridacion a 45°C, tinciones y lavados, se procedié al escaneadmitzdasraysClarion™

Sque contienermas de 22.100 genes.

3.6. Andlisis bioinforméaticos

3.6.1. Identificacionde miRNAsbundantes erdas ELVs derivadas de células ®@artir de
datos de repositorios publicos

Serealizé una busqueda de datos siecuenciacion deranscriptoma(RNAsejly microarraysde expresioren
el repositorio publicdGene Expression Omnib@GEOhttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) y se descamon
tres setsde datosque exploraban el contenido dmiRNAsn ELVs derivadas de la linea PC3 (GSE189356
GSE117742'y GSE3581%, (iltimo acceso erabril de 202). Dentro de cada estudio, se los ordené de
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acuerdo a su abundanciasg seleccionaron los 108iRNAs an mayores nivelesalcadadataset Luego, se
continu6 el andlisis cons$ 16 miRNAgresentesenlos tres subgrupgsdentificados mediante la herramienta
DeepVent® (https://www.deepvenn.com). Se estudiaron las categorias de funciones y enfermedades mas
significativamente sobreepresentadas por dichos 16 miRNAs con latgibrma TAM 2.0%
(http://www.lirmed.com/tam2/; opcién overrepresentation Con la plataforma miRNet 2.6%
(https://www.mirnet.cal degree cutoff= 5) se identificaron los INCRNAs y mRNAs blanco de los miRNAs
seleccionados anteriormente y se estudiaron las categorias de ontologia génica y vias de KEGG
significativamente representadas por estos mRNAs< 0,05) utilizand la plataforma DAVID v6.8°
(https://david.ncifcrf.gov). Los resultados para cada categoria tienen asociado-walor calculada partir

del py las veces de enriquecimientfold enrichmenj de cada categoria en particuleomo Log(veces de
enriquecimiento)*fLogo(p)]*>.

3.6.2. Estudio del contenido d&RNsen las ELVs derivadas de células P28diccion de lda
regulacién que ejercerian en sus células receptoras

El preprocesamiento de los datos crudos obtenidiesslos microarraysde expresiérClariomi™ D de humano
(archivos .CEL) se realizé utitida la plataformaTranscriptome Analysis ConsdlEAC) 4.0.2 (Applied
Biosystems, Thermo Fish8cientific/ Invitrogen, Waltham, MassachusettBEUU, la cual implementa el
paguete deBioconductor Limmi&’. Para el andlisis sseleccionson las opcionesExpression (Gene + EXbn
en Analysis Typg "Gene- SST RMAen Summarizationobteniéndosel35.750 transcriptos de los cuales se
eliminaron aquellos que no tenian simbolo de gen astmi quedando 8461. También se eliminaroi)
transcriptos comun promedioLog(sefial 3,75entre las tres muestras independientds ELVs, calculado con
la funciénshorthdel paquete deBioconductor genefiltefversion 1.76.053, ii) transcriptospredichos por la
base de datoéceViewiii) transcriptogjue no tenian nombre de gen asociado ni eran descriptos come!
transcript'; y iv) transcmptos que mapedan a mas de un gen. Luede todos estos filtrosse obtuvieron
29.588 transcriptogara el analisis final; los cualiegron clasificadogn grupos y subgrupos de acuerdo con
la informaciéon deHUGO Gene Nomenclature Commite&NCF®, incluyendo ademas a los ARNSs circulares
(circRNASs) dentro dgrupo de ARNs no codificantes.

Se seleccionaron los 30 INcRNAs con mayor abundargjésgefial) medip se buscaron sus mRNAs blanco en
la base de dato£NCORY (https:/starbase.sysu.edu.cn/index.phpy con ellos se realizd6 un andlisis de
ontologia génica y vias de KEGG con la plataf@#idDv6.8° (https://david.ncifcrf.gov)), considerando
significativamente representadas a las categoriaspeo®,05 para las cuales se calculé walora partir del

py las veces de enriquecimientlfl enrichmen} como Log(veces de enriquecimiento)[ogo(p)]**.

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

El analisis a partir de los datos crudos obtenidos al empleani®arraysde expresion Clariom S de ratén
(archivos .CEL) se realizé utilizando la platafofimanscriptomeAnalysis ConsoléTAC) 4.0.2 (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientffimvitrogen, Waltham, MassachusettBEUY, la cual implementa el
paquete de Bioconductor Limr4, selecciomndo las opcionesExpression (Gerfegn Analysis Typg "Gene

- SST RMAen Summarization

Con los genes identificados como salsobreexpresados (modulo de las veces de camilolol changé > 1,2
yp< 0,05)%e realizé un andlisis de abgia génicgpr n=np T NB & dz (| Raler = 1Dffvedsss & | R 2
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de enriquecimiento)*{Logo(p)]**%) con la plataform@AVIDv6.8%¢ (https://david.ncifcrf.gov).

3.6.4. ARNSs diferencialmente abundantesvasiculas extracelularee pacientes conancer
de préstatay prediccion dda red regulatoria que modularian en las células éseas

% descargé edetde datos GSE71088de GEQultimo accescen diciembre de 2021), qumsee informacion
de los niveles de ARNs conigos envesiculas extracelulares aisladbsplasma de pacientes cadncer de
préstata(n = 36 edad promedio = 68,¥ 95) y dedadoressanos (n = 25%dad promedio = 54,614,6). No se
detectaron diferencias significativas en la edad de los paciemesrtbos grupos (prueba de t daudentno
significativa)La cuantificacion de los niveles de ARNsl#avo por RNAseaisando la plataforma GPL9052
lllumina Genome Analyzer (Homo sapiens)

La abundancia diferencial de mRNAs, IncRNAs y miRNAs$asntegculas extracelularede lospacientes con
cancer de prostaty dadoressanos fue calculadan RStudio que utiliza el lenguaje de programaciBny se
usaron lospaquetesDESeqdversid 1.34.0'*? y edgeR(versitn 3.36.0'*%. Con la herramientdDeepVenn
(https://www.deepvenn.com)**®, secompararon ambas listas en busca de ARNs con abundancia diferencial
identificados por ambos algoritmae manera de aumentar la confianza de los resultados

3.6.5. Predicadbn bioinformaticade las funciones que podrian cumplir iInlRNAs y InCRNAs
transportados por las vesiculas extracelulares de los tumores prostaticos en las células
receptoras.

Para predecir la funcién de los miRNAs identificados, se analizaron las categorias de funciones y enfermedades

mas significativamente sobiepresentadas egin la plataformalAM 2.0(http://www.lirmed.com/tam2/;

opcidnoverrepresentatiojt~.

Con la plataformaniRNet 2.Q(https://www.mirnet.ca/; degree cutoff= 5}*° se identificaron los IncRNAs y
MRNAs blanco de$ miRNAsandidatosseleccionados

Los mRNAs blanco de regulacién directa de los INcRNAs y miRNAs con abundancia diferencédiendas
extracelularegle los pacientes cocancer de prostatéueron determinados utilizando la plataforma ENCORI
(https://starbase.sysu.edu.cn/index.phid’. Para obtener los blancos de los miRNAs se aplicaron los filtros de
CLIRRFGF % p @& LINRPINIY ydzYoSNIT oo

Con la plataform®AVID v6.§nttps://david.ncifcrf.gov)**® se analizaron las categorias de ontologinica y
vias de KEGG significativamente representadas por mRNAs identifipadd3 05; resultados expresados
O 2 Y 2valor = Logveces de enriquecimiento[ogq(p)]*>®. Ademas, sanalizaronredes de interaccion
proteinaproteina entre aquellas codificadas por loRNAs diferencialmente abundantes en \&siculas
extracelularegle los pacientes cortancer de prostatay aquellos reportados comblancos de regulacién de
los IncRNAs o miRNAs identificados en dichas vesitidasredes de interaccion fueraonstrudas con
stringAppv2.0.1 yCytoscap&3.9.144, aplicando los filtrosonfidence score cutoff 0,50 tissue scor&-5 en
hueso.

3.6.6. Estudio de axiacion entre sus niveles engjido tumoral prostatico y la sobrevida libre
de progresior{PFSy modelado de un puntaje de riesgo de PFS

Se descargaron los datos B&lAsegle tumores primarios de prostata (n = 482) y la informacion clinica de los

pacientes del Prostate AdenocarcinomaProject de The Cancer Genome Atla§sTCGAPRAD,

http://cancergenome.nih.gow utilizandola plataforma UCSC Xéffa(https://xena.ucsc.edu/dltimo acceso
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en junio de 2021 En latabla 1 se presentan lagaracteristicas ddos pacientes de TCGARAD que se
analizaron

Tabla 1 Caracteristicas de los pacientégl setde datos de
TCGAPRAD al momento del diagnéstico

Promedio + SD (afios) 60,96 + 6,82

< 50 afios 5,60%
50-59 afios 35,48%
60-69 afios 48,75%
70-79 afios 10,17%

1 9,34%
2 29,88%
3 20,12%
4 12,86%
5 27,80%

<4 ng/ml 11,00%
4-10 ng/ml 57,05%
> 10 ng/ml 31,33%

ND 0,62%
T2 38,59%
T3 57,88%
T4 2,07%
ND 1,45%
NO 81,54%
Sl 18,46%
Promedio (afios) 2,67

ND: No determinadpPFs sobreviddibre de progresion.

Eltiempo de sobrevida libre de progresion (PFS) fue dkfinomo aquel comprendido ented momento del
diagnéstico yla fecha de apariciédel primer nuevo evento tumoral, definido como:la progresion de la
enfermedad, la recurrencia locorregiona,rhetastasis a distancia, un nuevo tumor primario o la muéete
pacientecon tumor4®.

Se evaluaron en paralelo los genes correspondientes a los INCRNAs y a los mRNAs ideatifiaadesiculas
extracelulares de los pacientes con cancer de prosgaalividié a los pacientes en dos grupos sdgatia o
baja expresién de cadag de interés Para determinar el punto de cortee empled la herramientaCutoff
Findet*’ que utilizael método delp minimo para encontrar el punto de corte 6ptimo para una variable
continua e realizaroncurvas de Kaplaieier (KM)para estudialdas asociacionesntre la expresion de los
genes candidatos y la PF&e aplicaronla prueba de logrank y el modelo de regresion de riesgos
proporcionales de Couni y multivariadospara estimar loHazard RatiosLosgenesque en el andlisis
univariadomostraron una asociacion significatigan la PFSueron incluidosposteriormenteen un arlisis
estadisticanultivariado.
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Con aquellos queonservaron la significancia estadiaten el analisis multivariado para predecir la PES
model6 un puntajeARNSle riesgo segun f@rmula 1:

1H0¢ 0aNMR QR BE 6 QQOQUQLD Qon i e N@E

En donde la expresion del gen toma valoresOdexpresionasociada a bajo riesgo de PFS expresion
asociada a alto riesgo de PESs coeficientes fueron calculados mediante la regresiénedgaiproporcional
de Cox multivariada.

Se determiné la capacidad de estoalculospara estratificar a los pacientes y se realizaron andlisis
multivariados incluyenddos parametros clinicgpatoldégicosde grupo ISUP, niveles de PSA al diagndstico y
estadioT patolégicoPara esto se model@on los parametros significativos en el modelo multivariaoto,
puntaje ARN+clinico de riesgo segufofanula 2:

2210 & 0ENN OO QNVGRQI "BE Q QUM AR LDOENR 6 & 0EHAN G E QQUNIOVYD

En dondeel puntaje ARN toma valores de 0= bajo puntaje o 1=alto puntaje; y el ISUP tames i 1 a 5
segun el grupo ISUP al que pertenece el pacigmte coeficientes fueron calculados mediante la regresién de
riesgo proporcional de Cox multivariada.

Finalmente, se realiz6 un modelo estadistico predictivo de PFS incluyendo la expresidosdes INcCRNAs y
MRNASs seleccionados y el grupo ISUP segomfala 3:

3 0 & 0aEQRY UrPo £ 0ENG Qi 6 IEYYORH ¢ 'QQQMAR OEERY 6roo ¢ 0 AEQRY U O
WE QQUMAR OERN 1 6 &€ 6 d NN
B¢ QQQUONNIO VYD

Se graficaron curvédROC* para los modelos que contemplabarcadapuntaje y alSURpor separado y de
manera conjuntay secomparaon las areas bajo las curvas (AUC).

Como validacién de la utilidad del moddiaal, se evalud la capacidad del mismo para predecir el riesgo de
progresion dektancer de préstat@onel paquete de Rsuri(Analysis of Survival and Patients Risk Prediction
based on Gene Signaturgsrsion 1.0publicacién en preparacion) desarrollado por el Grupo de Investigacion

en Bioinbrmatica y Genémica FuncionatldCentro de Investigacion del Cancer {BKICC), Univsidad de
Salamanca (USAL) y Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Salamanca, Espafia. E:
herramienta permite realizar analisis de sobrevida y prediccién de riesgo basandose en la implementacion del
modelo multivariante de regresion deiesgos proporcionales de Cox con penalizacién de norma L1, una
regularizacion intermedia entre los modelos de regresiéon de Lasso y“Ridgga metodologia es detallada

por BueneForteset al.'*.

Losandlisis seealizaron con el programRStudice involucraron también el uso de Ipaqueteshase(version
4.1.2), dplyr (versith 1.0.7), survival(versién3.2-13), sunivalAnalysigversit 0.3.0, ggplot2 (versién3.35),
survminer(version 0.4.9) pROGversionl.18.0, obtenidos de los repositoridioconductoy Comprehensive
R Archive Network (CRAN)
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Resultados

4.1. Analisis de la comunicacién célula tumhprostatica- célula precursora ésea.

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron glie€ocultivo de células PC3 con un cultivo
primario de osteoblastos inhibio faoliferacién de logsteoblastosnediante una disminucidn de la expresion
delas ciclinas A, B1 y D1, y a un aumento en la expresion d&.pdemas, eco-cultivo indujo también la
expresion deRunx2 unfactor de transcripién especifico de osteoblastasdujo la expresién de osteocalcina
y, en consecuencia, disminuyé la formacién de matriz 6sea al compararlo costéoblastosen monc
cultivo™t, Tambiénse demostréuna reduccién en la densidad de filopodios en las célulagH@&adasen el
medio condicionadgroveniente de un caultivo PC3:MC3T$, en consecuencia, se observdé un menor
contacto célulecélulad®? y que los cecultivos célula tumoral prostatica con células 6seas modula la expresion
de genes relacionados con el metabolismoad®&™> Todos estos resultados demuestran que existe una
comunicacion intercelular entre las células prostaticéssycélulas 6seas que es indepeamie del contacto
célulacélula; sin embargmo determinansi esta comunicacion se produce por factorelsisies que liberan

las células, por vesiculas extracelulamgsor ambosnecanismosPor elb, en esta tesise pr@usoestudiar

las ELVs liberadas pas células tumorales prostaticpe6mo estas modifican el fenotipo de las células 6seas
receptoras.

Para determinar si la comunicacion entre las células PC3 y las células MC3T3 y Rest@édediada por
vesiculas ®racelulares,se realizbun ensayo de marcacion con CFSE y observacién por microscopia de
fluorescenciaPara ello, se marcaron laglulas tumorales prostaticas P€@ CFDAE (CFSE diacetato), el
cual puede atravesar la membrana plasmética y, una weeleitoplasma, es hidrolizado por esterasas
intracelulares generando CFSE (fluorescente) que eszcalga unirse covalentemente @roteinas
intracelularesy mantener la fluorescencia por varios dias y divisiones celularego de la marcacignlavado

del CFDASE remanenteserealizé un cecultivo indirecto entrePC3CFSE MC3T3 o Raw264.7 sin marcar
Despuésde 48 hde cocultivo, las céluladMC3T3 o Raw264.@riginalmente sin maraa se fijaron yse
analizaron por microscopt@nfocalde fluorescenia en busca de marca de CHS8@ira 19). Se observé que
hubo un pasaje de fluorescencia desde las célulastSE a las células MC3T3 y Raw264.7 inicialmente no
marcadasf{gura 23. Estosugiere la existencia de un intercambiolliemoléculagiesdelascélulas tumorales
prostaticas hacia las células precursoras 6seas que, al menos en guaité estar dandosa través de
vesiculas extracelulares
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A MC3T3 co-cultivadas con PC3-CFSE

B Raw264.7 co-cultivadas con PC3-CFSE

Figura 23Estudiode la comunicacién intercelulagntre PC3CFSE y MC3T3 0 Raw264.7
Fotografias dela microscopia de fluorescencia (paneles izquierdosjogtraste de
interferencia diferencialganeles derechgsle las células MC3T3 (A) y Raw264.Tuggjo

de 48 h de cecultivo con PCEFSHzn ambos casos se muestra un campo representativo
en el que sepuede observar que las células MC3T3 y Raw264.7, originalmente no
marcadasadquirieron marcacion de CFSE.

Aumento 60X, escala 0n.

4.2. Aislamiento y caracterizacion de ELVs derivadas de células PC3.

Se cultivaon las células PC3 en mormultivo can medio PMI con 2% d&FBsin vesiculas extracelulares
Luego de 48 hde cultivg se recuperéel medio condicionado y serocedié a realizar el protocolo de
centrifugaciones diferenciales utilizado para el aislamiento de Higdsa 20). Elpellet obtenido luegodel

ultimo paso de ultracentrifugacion (enriquecido en ELVs) se analiz6 por diferentes métodos complementarios:
citometria de flujo, Western Blot y microscopia electronica de transmifigurgd 24A-C); con el objetivo de
caracterizar morfolégica y moleeauimente a los elementos presentes erpellet

Por citometria de flujose pudocomprobar que las vesiculas extracelulares aisladas tenian en sus membranas
CD63(capturadas por las esferas magnéticas con-@mb3)y CD81(detectada por el anticuerpo ar€D81
PE)(figura 2J). Este resultado es compatible con ELVs, ya que CD63 y CD81 son dos proteinas de membrana
caracteristicas, aunque no especificas, de Hidgusa 24A). Por Western Blot se analizé la presencia de las
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proteinas exosomaleSD81,TSG101 flotilina-1; observandose un enriquecimiento thes tres proteinagn
el pellet respecto dé extracto proteico total ddas células PC@igura 24B). Porultimo, se realiz6 una
observacién morfolégica panicroscopia electronica de transmisién contrastarmbn acetato de uranilo
pudiéndose visualizargonfirmar que las vesiculas obtenidasianun didmetro de ~6€.00 nm figura 240,
compatible con el rango de tamafio esperado pasaELV.€En conjunto, todos estos resultadpsrmitieron
caracterizar apelletobtenido luego de la ultracentrifugacién como ELVs de PC3

Flotilina-1
(47 kDa)

100 T5G101
(45 kDa)

8077 cDps1
(22-26 kDa)

] PC3 ELVs PC3

Eventos (normalizadosala moda)

PE

Esferas anti-CD63 (control negativo)

Esferas anti-CD63 + anti-CD81-PE

(control de unién inespecifica) . .

Esferas anti-CD63 + anti-CD81-PE +

ELVs PC3 : .

20nm 20nm
- -

Figura 2. Caracterizaciérmolecular ymorfolégicade lasvesiculas extracelularekberadas por las
células PC3.

En la figura se muestra la caracterizacion molecular de las vesigtiasetulares aisladas luego de la
ultracentrifugacion final por citometria de flujg\)y Western Blot (B), y la caracterizacion morfolégica
por microscopia electrénica de transmisi@ontrastando con acetato de uranilfC). Tanto por
citometria de flujacomo por Western Blot se pudieron detectar proteinas caracteristicas de ELVs (CD63,
CD81, TSG101 y flotiliia. Ademas, pomicroscopia se observaron elementos compatibles, por forma

y tamafio, con ELVEN conjunto estos resultados permiten concluir qo élementos presentes en el
pellet son compatibles con ELVs

Aumentoen la microscopi€250.000X, escala 2ém. ELV®C3ELVs derivadade células PC3.

4.3. Estudio del efecto d& exposicion &LVs derivadas de PEB las células
precursoras 6seas MC3T3 y Raw264.7.

Habiendo aislado y caracterizado las ELVs liberadas por las células BE€3di6 estudiar si kxposicion a
estas vesiculamduce cambios morfolégicos y/o moleculares en célyesosteoblasticas MC3T3 y pre
osteoclasticas Raw264.Para ello se analiz6 la viabilidad celular, la morfolodgaeypresiongénica global
luego de 24 h de exposici@ras ELVs de PC3.
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4.3.1. Estudio de cambios en la viabilidad celular

Con el objetivo de evaluai las ELVs de PC3 son responsables, al menos en parte, de petpaicinio
metastasico 6seo mediante el transporte de biomoléculas contenidassinulas extracelares se cultivaron

células precursoras 6seas MC3T3 y Raw264.7 en presencia de ELVs derivadas de células PC3 durante 24 hy
estudiaron potenciales cambios en el fenotipo de las misiffigsira 22. No se observaron cambios
significativos en la viabilidacelular luego de la exposicion a las ELVs denf@8na de las dos lineas de
progenitores 6ss figura 25).

MC3T3 Raw?264.7
125=
& 100+ T -
5 1
3 75-
(]
o
3
S 50
=
S 25+
0 I |
% %
<\c>\ & &\o\ &L
C)0(\ 2© Oo° 2©
<& <

Figura 25 Efecto de ladH Vs derivadas d€C3sobre las
células precursoras Gseas.

Ensayo de viabilidad celul@or MTSen célulasMC3T3 y
Rav264.7control otratadas con ELVs de PC3 por 2EllVs
PC3ELVs derivadade células PC3.

4.3.2. Estudio de cambios morfoldgicos

Para estudiar el efecto de las ELVs sobre la morfologia de las células MC3T3 y Raweg64de24 h de
tratamiento conlas ELY, las células fueron fijadas y marcadas con DAPI (nucleos) y faloRIm& (filamentos

de actina) para estudiar alteraciones en su morfologia por microscopia confocal de fluorescencia. En las células
MC3T3 no se detectaron cambiomrfoldgicosdespués @l cultivocon las ELVs de PQigra 26A). Por el
contrario, en las células Raw264.7adEservaron células mas fusiformes auodltiples prolongacionedigura

26B). Dos parametros muy utilizados para cuantificar caracteristicas morfologicas de las célléa
circularidadt cuyo valor igual a 1 denota un circulo perfecto y al ir aproximandose a 0 sefiala una forma mas
alargada ,y el diametro de Ferat que indica la distancia maxima entre dos puntos del area celulanego

de la exposicion a las ELV&s células Raw264pfesentaron una disminucion significativa en la circularidad
(figura 260 y un aumento significativo en el diametro de Fefigiufa 26D), confirmandoambos pardmetros

gue lasELVsderivadas de PC3 estarian induciendo una morfologia fosiforme. Estos parametros no
pudieron determinarse en las células MC3T3 ya queadiajos nivelesle confluené, crecen formando un
entramado celular muy denso y resulta muy complejo poder determinar los limites de cada célula.
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A MC3T3
Control ELVs PC3
B Raw264.7
Control ELVs PC3
C Raw264.7 D Raw264.7
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Figura 26 Efecto dela exposicion de las células precursoras 0seadd ¥s
derivadas dePC3

En la figura se muestramagenegepresentativaobtenidas por microscopia
confocal de fluorescencia de células MC3T3 (A) y Raw264.7 (B) control o
tratadas con ELVs de PC3 por 24ijadas y marcadas con DAPI (azul) y
faloidina TRITC (rojo). Aumento 60X, escala>fid También se muestra la
cuantificacion de la circularidad (C) y el diametro de Feretéluladosa

partir del analisigle al menos 35€élulas Raw264.7.

ELVs PC3: ELVs derivadas de células PC3.
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4.3.3. Estudio decambios dexpresidérgénica

Para evaluasi lasELVs de PC3 inducen cambios transcriptomicos en las células recesqaifico ARN

total de MC3T3 y Rawl64.7 pestposicion a ELVs y cultivos control sin exposicién, y se hibridaron en
microarraysde expresiorClarioni™ S Los andlisis de expresi@énica diferencial entre las células expuestas

a ELVs vs células sin exposicidn detecté cambios significativos de expresion en 2&h d¢683 3f{gura

27). El mismo tratamiento indujo cambios de expresion en 280 gendé¥aw264.7figura 27).

A B
MC3T3 ELVs PC3 vs MC3T3 control Raw264.7 ELVs PC3 vs Raw264.7 control
3,5 ] 3,5
125 genes 111 genes 169 genes
3,15 3,15 . . ~d
sobre-expresados sub-expresados sobre-expresados
2,8 . . 2,8
2,45 : 2,45
_’g 21 'g 2,1 B
s : E : .
2 1,75 8 1,75 ¥
=] )
o0 )
- 3

1.4 1,4

1,05 1,05

0,7 0,7
0,35 0,35

0 J o | J
8 528 -348 23 152 1 152 23 348 528 8 -8 528 -348 -2,3 -152 1 1,52 23 348 528 8

Veces de cambio (fold change) Veces de cambio (fold change)

Figura27. La exposicién &.Vs dePC3nduce cambios transcriptdmicos en las células receptoras.

En la figura se muestran losagramas de volcan que permiten visualike cambios de expresidn génica en las
células MC3T3 (A) y Raw264.7 (B) expuestas a lad&PZ&ersudas mismas células no expuestas. Se consideré
un cambio significativo si [veces de cambio|>1,2 ¥0,05. En verde se muestran los genes con menor expresion

significativaen las células expuestas a las ELVs, y en rojo los que se exgigedaativamentemas en la misma
condicién.

Posteriormentese analiz6 la ontologia génica de los genes con expresién diferéosiaésultados obtenidos

con la herramienta DAD se muestran en la#guras 28y 29. En las células MC3T3, las ELVs redlecen
expresion de genes relacionados coespuesta a la glucosa, proliferacion de células mesenquimales,
transporte y retenciébn de calcio, metabolismo del fésforo, unién de vitamina B6 y metabolismo de
aminoacidos y proteinas, entre otrégura 28). Adem&, inducen la expresion de genes pertenecientes a
categorias relacionadas con secrecion y transporte de catecolaminas, adhesion, percepcion de estimulos y
sefalizaciobn mediada por receptores de membrditaula 28). En las célulaRaw264.7las ELVs dismigen

la expresion de genes asociada la regulacion de la gametogénesis, la reproduccion, la expresion génica, el
metabolismo y la via de sefializacién de los receptoreslif®l{figura 29); mientras que los genegque
aumentan su expresioestan asociad®a categorias relacionadas con transporte, sefializacién y metabolismo
del calcio, produccion de citoquinas, adhesion celular, regulacién de la sefializacién por BMPs, transporte
transmembrana, percepcién de estimulos mecénicos, transduccidon de sefalésylaedagociticas y
secretorias y union a receptores de quemoquinas CCR y de citoquinas, entrdigiras?0).
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Procesos
biolégicos

Componentes
celulares

Funciones
moleculares

Procesos
bioldgicos

Componentes
celulares

Funciones
moleculares

MC3T3 ELVs PC3 vs MC3T3 control - Genes sub-expresados

Ontologia génica

Procesos metabdlicos de aminodcidos de la familia de las serinas
Regulacién positiva de la secrecién de insulina en respuesta a la glucosa
Regulacién de procesos apoptdticos de células T
Regulacion de la migracién de células T

Procesos metabdlicos de tioésteres

Procesos metabédlicos de acil-CoA

Desarrollo del sistema digestivo

Proliferacién de células mesenquimales
Retencién de iones metélicos

Procesos catabélicos de aminodcidos
Transmisién sindptica neurona-neurona
Respuesta celular al estimulo de glucosa
Fosforilacién de peptidil-treoninas

Regulacidn de procesos apoptétices de leucocitos
Homeostasis celular de la glucosa

Transporte transmembrana

Regulacion positiva de la via de sefializacion de la proteina quinasa B
Regulacion de la retencién de iones de calcio

Transporte de iones de calcio

Regulacién positiva de las cascadas de ERK1 y ERK2
Regulacién de procesos homeostaticos

Homeostasis celular

Morfogénesis de drganos animales

Transporte de iones

Procesos catabélicos celulares

Regulacién positiva de la transduccion de sefiales intracelular
Regulacién positiva de procesos metabdlicos de proteinas
Fosforilacién de proteinas

Respuesta a estimulos endégenos

Regulacion de la transduccién de sefiales

Procesos homeostdticos

Muerte celular programada

Procesos metabdlicos del foésforo

Desarrollo de estructuras anatémicas

Parte basal de la célula

Complejo de unién de membranas
Sarcoplasma

Citoesqueleto cortical

Corteza celular

Regiodn citoplasmatica

Regidn extracelular

Unién de vitamina B6

Ontologia génica

=]
]
F'S
a
@

n-valor

MC3T3 ELVs PC3 vs MC3T3 control - Genes sobre-expresados

Regulacidn de la activacion de la qui Janus
Respuesta a feromonas

Transporte de monoaminas

Regulacion de la secrecion de catecolaminas
Regulacidn de la proliferacion de células B
Transporte de catecolaminas

Regulacion de la proliferacion de linfocitos
Regulacion de la proliferacion de células mononucleares
Regulacién de la secrecién

Regulacién de la proliferacion de leucocitos
Adhesién de leucocitos a otras células
Adhesién célula-célula

Regulacion de la activacion celular

Percepcidn sensorial de estimulos quimicos

Membrana de vesiculas sindpticas
Membrana de vesiculas exociticas
Componente intrinseco de membrana

Actividad 3-p-hidroxi-65-esteroide deshidrogenasa
Actividad de receptores de feromonas

Actividad 5-isomerasa de esteroides

Actividad de receptores de sefializacién transmembrana

Figura28. Analisis de ontologia génicde los genes
exposicién a ELVs de PC3

Se muestran las categorias gigficativamente representadas por logenes
moduladosen células MC3T3 expuestas a ELVs de PC3

~-valor calculado como Legeces de enriquecimientologo(p)]**>.
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modulados en MC3T3 por la
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Raw264.7 ELVs PC3 vs Raw264.7 control - Genes sub-expresados

Determinacion del sexo

Fertilizacién

Diferenciacién espermdtica

Regulacién negativa de la diferenciacién de monocitos

Regulacién negativa de la via de sefializacion de receptores toll-like
Procesos celulares invol dos en reproduccién en or ulares
Espermatogénesis

Generacién de gametas

Regulacién negativa de procesos del sistema inmune

Procesos de desarrollo involucrados en la reproduccién
Reproduccién sexual

Regulacidn de la expresion génica

Regulacién de procesos metabdélicos

Procesos
biolégicos

Componentes

Envoltura cornificada
celulares

Actividad metiltransferasa de tRNA (citosina)
Actividad hidrolasa de compuestos N-glicosilicos
Unién de carbohidratos

Funciones
moleculares

o
w
b
o
-
wn
w
o
w
b

Raw264.7 ELVs PC3 vs Raw264.7 control - Genes sobre-expresados

Ontologia génica

Transporte de iones de calcio al citosol
Respuesta celular a hip i
Regulacién positiva de de la proliferacién de células r leares
Regulacion positiva de la proliferacién de | i
Transporte de iones metdlicos divalentes
Regulacién negativa de la cicatrizacion de heridas
Regulacién de la proliferacién de queratinocitos
Regulacién negativa de la coagulacién sanguinea
Homeostasis de organismos multicelulares
Regulacién positiva de la proliferacién de linfocitos
Recombinacién somdtica de inmunoglobulinas involucradas en la respuesta inmune
Regulacién negativa de la via de sefializacién de BMP
Regulacion de la sefializacion mediada por calcio
Regulacidn positiva de la proliferacién de células T
Percepcion sensorial de estimulos mecdnicos
Respuesta a feromonas
Regulacién de la homeostasis iénica
Regulacidn de los niveles de fluidos corporales
Regulacion del transporte de aminas
Procesos Respuesta celular a interferén-y
L Mantenimiento de la localizacién
biolégicos Regulacion de la actividad endopeptidasa
Homeostasis iénica del calcio
Homeostasis quimica celular
Respuesta inmune
Regulacidn positiva de la activacién celular
Homeostasis idnica
Respuesta a estimulos
Regulacién positiva de la activacién de leucocitos
Regulacion de la produccidn de citoquinas
Adhesién celular
Regulacidn positiva de la proliferacién celular
Transporte transmembrana
Procesos homeostéticos
Transduccién de sefiales intracelulares
Procesos sistémicos
Protedlisis
Procesos del sistema neuroldgico
Procesos del sistema inmune
Respuesta a quimicos
Transduccion de sefiales intracelulares

Componente integral de la membrana plasmatica
Lumen del reticulo endoplasmatico

Vesicula fagocitica

Componentes Complejo receptor
celulares Vesicula secretoria
Membrana plasmatica

Periferia celular

Componente integral de membranas

Actividad de receptores scavenger

Actividad de receptores de neurotransmisores

Union de glicosaminoglicanos

Unién a e deq quinas CCR

Actividad de receptores de feromonas

Funciones Unidn a receptores acoplados a proteinas G
Unién a recep de citoq

Actividad de transductores moleculares

Actividad de receptores

Actividad de transductores de sefial

Actividad de receptores de sefializacién transmembrana

Unidén de iones metalicos de transicién

Unién de aniones

moleculares

12

o
IS
)

n-valor

Figura29. Analisis de ontologia génicde los genes modulados en Raw264.7 por la
exposicién a ELVs de PC3

Se muestran las categorias signifitivamente representadas por logenes
modulados en células Raw264.7 expuestas a ELVs de PC3

~-valor calculado como Legeces de enriquecimientologo(p)]**>.
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4.4. Andlisis bioinformatico del contenido de miRNAs de las ELVs derivadas de célula
PC3 yrediccion de la funcidque estos ejercerian en sus céltgasptoras.

Con el objetivo de identificar posibles responsables de los cambios observados en los puntos ansiores

continud6 estudiando el contenido de ARNSs de las ELVs liberadas por las céluBs rR@Rz6 una busqueda

en el repositorio publico GB y se descargarotnes setsde datos de miRNAs presesten ELVs de PC3

(GSE109356, GSE117744 y GSE3aBA&&dauno de ellose seleccionaron los 100IRNAsnas abundantes

se compararon las listas obtenidgsseseleccionaroros 16 miRNAs comunestre los tressubgruposde

datos(figura 30.

ion Omnibus

Datasets de miRNAs GSE109356
de ELVs de PC3 GSE117744
GSE35813

100 miRNAs mas abundantes
de cada dataset

|
DeepVenn ETAM 2.0
|
hsa-let-7b-5p Funciones y enfermedades
50 hsa-let-7g-5p relacionadas
hsa-let-7i-5p
GSE117744 hsa-miR-100-5p

hsa-miR-125a-5p

hsa-miR-191-5p

GSE109356 8 hsa-miR-21-5p miRNet

16 hsa-miR-221-3p mRNAs

> S, hsamiR222:3p ™ blanco
hsa-miR-22-3p

GSE35813 hsa-miR-23a-3p

hsa-miR-23b-3p

75 hsa-miR-29a-3p

hsa-miR-423-5p

hsa-miR-93-5p

hsa-miR-99b-5p

25

Ontologia génicay
vias de KEGG

Figura 3 Flujo de trabajo para la ploracion del contenido de miRNAan las ELVs derivadas de
células PC¥ predicciéon de su funcion en la célula receptora

Esquema del andlisis realizado a partir de daiablicos 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 2.0se analizaronlas categorias correspondientes a funciones y
enfermedades asociadas las 16 miRNAs idetificados. Entre las funciones, se destadas categorias
vinculadas con inflamacion, regeneracion 6sea, transicion epitedigenquimal y angiogénesiggura 314).

Y entre las enfermedades asociadas a estos miRBldascribendistintos tipos de neoplaas, incluidas las
prostaticag(figura 31B).
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Muerte celular (9)

Inflamacion (10)

Hematopoyesis (8)

Regeneracion osea (6)

Proliferacion celular (8)

Transicion epitelio-mesenguimal (8)
Envejecimiento (7)

Diferenciacion de adipocitos (6)
Sefializacion mediada por hormonas (6)
Respuesta inmune (7)
Onco-miRNAs (5)

Angiogénesis (6)

Apoptosis (7)

Anti-Diferenciacion celular (3)
Regulacion de células madre (6)

Neoplasias (15)

Sarcoma de Kaposi(8)
Carcinoma pancreatico (13)
Neoplasias ovaricos (11)
Diabetes tipo 2 (12)

Neoplasias prostaticas (9)
Neoplasias malignas (8)
Mesotelioma pleural (7)
Glioma (12)

Leucemia mieloide aguda (10)
Enfermedades autoinmunes (7)
Glioblastoma (11)
Enfermedades cardiovasculares (8)
Melanoma (10)

Linfoma de efusion primaria (5)

miRNAs asociados a funciones

5 6 7

oo
is]

-log,q(P-valor)

miRNAs asociados a enfermedades

-log,q(P-valor)

Figura 31 Andlisis ddas funciones y enfermedades asociadas a los miRNAs més
abundantes en laglVs derivadas de células PC3.

La figura muestra lagsultados obtenidos por la herramienta TAM 2.0. En ekpan
A se muestran lasategoriagmas significativamente representadasejacionadas
condistintasfuncionescelulares. En el paneld® muestran las enfermedades mas
significativamenteasociadas astosmiRNAs.

Luego, utilizando la plataforma miRNet £2.Dajo la premisa que los mMiRNAs se unerRNAs y INCRNAsra
modular su expresién y funciones identificaron los mMRNAs y INcRNAs blanco de los 16 miRNAs identificados
en las ELVs de PC3. Con esta herrami&ntagio construir una posible red regulatia que ejerceianestos

miRNAsn las células receptorgBgura 32A). Gon la plataforma DAVIRG.8 se analiaron las categorias de
ontologia génica mas significativamente representadas pomBNAs identificados comidlanco de los

miRNAsentre las cuales sncontraon categorias relacionadas con tumorigénesis, adhesion celular, vias de
sefalizacion desreguladas en cancer, exosontasiger de prostatafigura 32B-E).
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. .
W hsa-mir-221-3p
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o

-hsam 22" ap

B Ontologia génica: Procesos biolégicos C Ontologia génica: Componentes celulares
Adhasid alul. &lul; I
F én de p Citosol |——
Cataboli dep inas d di de Membrana E————m
Proceso viral ——————m Citoplasma ===
Transicién G2/M del cido celular [ Nicleo [m====
Reguladién positiva de la transcripcion, ADN Adhesion focal ===
Iniciacién de la traduccion == Nucleolo
Splicing del ARNm via spliceosoma === Unién adherente célula-célula ===
! ién de p inas implicada e boli Speck nuclear ==
Transicddén G1/5 del ciclo celular ————— Ribosoma ==
Regulacién negativa de la transcripeion a partir del... pr— Regidn perinuclear del citoplasma ==
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Unién de proteinas idénticas = Via de sefializacion de TGF-beta |
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Unién de chaperonas = Leucemia mieloide crénica
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Figura 32Prediccion de las redes regulatorias y ontologia génica de los mRNA y Indiahgs de losl6 miRNAs

mas abundantes en lasLiYs derivadas deC3.

En el panel A sepresenta la compleja red deteraccién entrdos16 miRNAsdentificadog(azul) INcRNAs (verde)

y mRNAs (viole)aEn los panele8 a E se muestran las categorias datologia génica y vias de KE@@s

significativamente representadas por IlmsRNA yncRNAblanco ddos 16miRNAs.
~-valor calculado como Leeces de enriquecimiento[ogo(p)]**.
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4.5. Estudiodel contenido de RNsno codificantesle las ELVs de PC3 mediante
micraarrays de expresion y de la regulacidbn que ejercerian en sus células
receptoras.

Considerando que lasetsde datos utilizados anteriormente solo proveian informacion sobre el contenido de
MiRNAs en lagLVs de PC3, se decidid estudiar también el contenido de otros tipos de ARNs en dichas
vesiculas. Para ell se aislaron ELVs de PC3 como fue descripto en Materiales y Métodos, se extrajo el ARN
total y se hibridé emicroarraysde expresiorClariom™ D. De esta manera, se detectar@9.588transcriptos
distribuidosde la siguiente maner&6,34%codificantes de proteinag5,47%pseudogenesl0,98%ARNS no
codificantesy 27.21% correspondiente a otros 0 no asignggigara 33A). Dadoel potencial reguliorio de

los ARNs no codificantesefocalizdel estudio eneste grupo, compuesto mayoritariamente pdncRNAs
(41,43%)f{gura 33B).

A

No asignados
7813 (26,41%)
_ Codificantes

10751 (36,34%)

Otros

Pseudogenes / - 239(0,81%)
7536 (25,47%)
\
. No codificantes
| 3249(10,98%)
B
. IncRNAs
71346 (41,43%)
Precursores
de miRNAs
1130(34,78%)
tRNAs
9(0,28%)
snoRNAs _ : 7
384(11,82%) ; |\ S rRNAs
circRNAs e /\ 21(0,65%)
306 (9,42%) SN Otros
snRNAs _~ 23(0,71%)

30(0,92%)

Figura 33 Contenido de ARNSs de las ELVs derivadas de PC3.

Los graficos muestran los distintos tipostdenscriptosidentificados mediante

el microarrayde expresiorClarioni™Da 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: ARNSs circulares, rRM@&Ns ribosomales, snoRNAs: ARNs nucleolares
pequefios, ShRNAs: ARNSs nucleares pequefios, tRNAs: ARNs de transferencia.
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Se continucel analisiconlos IncRNAmasabundartesen las ELVs de P@3jo b premisa de queerian los

qgue mayor efecto tendain enlas células receptorapor lo quese seleccionaron coneandidatos 80/1.346

con abundanciaayor ax7,9 (figura34). Utilizando la herramienta ENCORYI, se identificaron los mRNAs blanco

de los IncRNAs seleccionadoson la plataformaDAVIDse analizda ontologia génica de lasismos para
determinar las vias y procesos que podrian estar regulando estos 30 IneRdisscélulas receptorakntre

las categorias mas representadas se encuentran algunas vinculadas con modificaciones de la cromatina,
regulacion de la transcripcion y la traduccién, degradacion del ARN, protedlisis, diferentes tipos de uniones
intercelulares, adhesion, vias metabdlicas, citoesqueleto cortical, interacciones SNARE en transporte vesicular
y cancer de prostatéfigura 39.
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ARNs de ELVs de RN7SL2 ST20
PC3identificados RN7SL1 EPB41L4A-AS1
mediante arrays RN7SK THAP9-AS1
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BCYRN1 SAP30L-AS1
LINCO1353 LINCO1013
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30IncRNAsmds __ ygac2-As1 PCED1B-AS1 ﬁ ICOF mRNAs
abundantes LINC00367 PSMA3-AS1 For RNA Interactomes blanco
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ZSCAN16-AS1 LINC00466 ' LVED

LINCO0663 PCCA-AS1
Ontologia génicay

vias de KEGG

Figura34. Exploracion del contenido de IncRNAs de las ELVs derivadas de células PC3

En el panel superi@A)se muestra el histograma con la distribuciéon de abundancias de los 1.346 INCRNAs.
Con la linea verticabja se muestra el punto de corte utilizagara seleccionar a los IncRNAs candidatos
para seguir con los andlisis. En el panel infg{)rse esquematiza el flujo de trabajo con el que se
continuaron los analisis y la lista de los 30 IncRNAs seleccionados.
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Figura 35Analisisde ontologia gérda y vias de KEGd& los mRNAblancos de los IncRNAs méas abundantes

en las ELVs derivadas de PC3.

Los graficos muestran las categorias decpsms bioldgicos (A), componentes celulares fi)ciones
moleculares (C) y de vias de KEGG (D) mas significatiterepresentadas por lanRNAblanco delos 30

IncRNAseleccionados

~-valor calculado como Legeces de enriguecimiento[ogo(p)]**>.

4.6.

Los resultados presentados hasta este punto fueron obtenidos a partir de enisayit® utilizando ELVs

Identificacion de ARNs diferencialmente abundantessinulas extracdhresde
pacientes conancer de prostata prediccion de la red regulatoria que modularian

en las células Gseas.

provenientes de la linea celularmworal prostatica humana PC3. Para complementar estos estudios, y con el

objetivo final de identificar biomarcadores de progresion tumosa, realizéun estudio bioinformatico
utilizando muestras de tumores prostaticos humanos y vesiculas extracelulapemilies en repositorios

publicos.

Se identifico ursetde datos en el repositorio publico GEGSE71008jue cuenta con datos deNAseqde

vesiculas extracelularedbtenidas a partir de plasma de pacientes cancer de prostatén = 36) y de hombres
sanos (n = 25)Es importante mencionarque los autoresutilizaron el kit comercia® E 2 v dzA O1 u
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Precipitation Solutio(System BioscienceBalo Alto, CalifornjEEUY que permite la pecipitacion controlada
devesiculasleentre 30 y 20 nm;por lo que probablemente los resultadopuedan diferirde lospresentados

hasta aqit Pero al no identificar estudios que analicespecificamentéELVs de pacientes con cancer de
préstata, se decidd continuar con el analisi®araello, se descargaron los datos de GEO yasalizo la
abundancia diferencial entréos pacientes con cancer de préstata y los dadores sanostilgeron dos
algoritmos distintos(DESeq3/ edgeR para aumentar la confianza de los resultadas.identificaron 64
(DESeqpy 44 €dgeR ARNSs diferencialesiendo 30 de ellos comunes a ambas listas de resulididosa 36).

En latabla de lafigura 36 se listan los 30 ARNs con abundancia diferencial significativa, identificandose 6
INncRNAs, 9 miRNAs y 15 mRNAs.

A
. 0
14 Gene Expression Omnibus
- GSE71008
RNAseq dataset
34 edgeR EVs de 36 pacientes con PCa
vs 25 hombres sanos
B
DESeq2 edgeR
Tipo de ARN LogsFC p ajustado Log:FC p ajustado
PCBP1-AS1 IncRNA 1.568 2.15E-02 1.414 2.86E-02
LINC00941 IncRNA 2.014 | 4.18E-02 1.747 4.38E-02 Mayor
MIR646HG IncRNA 1.512 2.62E-02 1.366 3.94E-02 shundancia
LOC550113 IncRNA -0.623 | 4.72E-02 | 0676 | 2.86E-02
LINCO0506 IncRNA 1.29€-05
LAMAS-AS1 IncRNA 3.361 4.38E-02
hsa-miR-125a-5p miRNA 3.72E-03 5.21E-03
hsa-miR-125b-1-3p|  miRNA 0.243 1.08E-02 0.244 1.83E-02
hsa-miR-130a-3p miRNA 0.221 8.25E-04 0.219 2.39E-03
hsa-miR-1343-3p miRNA -0.402 | 1.036-02 | -0.404 | 1.27€-02
hsa-miR-185-5p miRNA -0.357 1.456-02 | -0.362 | 1.88E-02 Menor
hsa-miR-199a-5p miRNA -0.721 8.25E-04 -0.714 7.65E-04 abundancia
hsa-miR-204-3p miRNA 0.422 2.62E-03 0.424 5.63E-03
hsa-miR-22-5p miRNA 0.182 3.72E-03 0.180 7.20E-03
hsa-miR-375 miRNA 0.463 9.06E-03 1.600 5.24E-04
HADHA mRNA 2.062 8.04E-03 1.835 1.38E-02
TCEALS mMRNA 2.088 1.29€-02 1.849 2.64E-02
NEXMIF mRNA -1.064 | 2.47E-05 | -1.125 | 3.96E-06
DLGAP3 mMRNA 1.651 3.08E-02 1.435 4.31E-02
SHISA9 mRNA 3.95E-03
ANGPT1 mRNA 3 3.780 | 4.31E-02
ASTN2 MRNA 4.36E-04
PPM1D mRNA 2471 6.31E-03 1.968 1.38E-02
ZNF90 mRNA -1.024 | 152603 | -1.076 | 4.36E-04
RMNDSA mRNA 2.309 1.52E-03 2.084 3.95E-03
VPS378 mRNA 1.935 1.36E-02 1.690 2.08E-02
HASPIN mRNA 3.695 | 219602 | 33 4.80E-02
WDR24 mRNA 1.947 4.80E-02 2.585 1.38E-02
CDHR1 mRNA -0.613 2.78E-04 -0.640 4.36E-04
CDC26 mRNA 2283 9.92E-03 1.964 1.38E-02

Hgura 36 Andlisis del contenidode ARNs ervesiculas extracelulare¢EVs)
obtenidas a partir de plasma de pacientes ca@ancer de prostatay hombres
sanos.

Se utilizaron los datos de GSE71008 para identificar ARNs con abundancia
diferencial en las vesitas extracelulares de pacientes con cancer de présgaa.
usaronDExq2y edgeRcomo algoritmos. De la comparaciéon de ambos resultados
surgieron 30 ARNs candidatos para continuar con los estudios, que se listan en la
tabla de la figura junto con las difsrcias de abundancia y los valopegjustados.
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Para inferir laposiblesfunciones que podrian tener estos ARNSs en las cébsleasreceptoras, se realizé un
andlisign silicoutilizando distintas bases de datos de acceso pulkgnin eflujo de trabgo que se muestra
en lafigura 37.

_ iRNA
miRNet. 00— ETAMZD

Funciones relacionadas
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6 IncRNAs

mRNAs
blanco

Einr RNA Interactomes

ARNs diferencialmente

abundantes en EVs de 9 miRNAs 2044 mRNAs
pacientes con PCa
i - -y
DLV E &

Vias de regulacién Q,,Q\

relacionadas con el hueso stringApp

Interacciones
proteina-proteina
en el hueso

Figura 37Flujo de trabajo para el dlisisin silicode las posibles redes regulatorias que podrian cumplir
los ARN con abundancia diferenciah vesiculas extracelularede pacientes corancer de prostata

Se muesa el flujode trabajo implementado para identificar los potenciales blancos de regulacién de los
30 ARNSs candidatos, asi como también sus funcjorias de sefializacion asociadas y las interacciones
entre las proteinas que estos codifican en el conteldbtejido 6seo.

| 2Y&ARSNY YR2 1jdzS dzyl RS fla FdzyOA2ySa RSAONARLII &
buscaroren miRNet 2.00s miRNAs reportados como blancos desliseRNAsdentificados; de los cualesls

4 se encontrabaren estabase de datosPCBP:AS1 LINC00941MIR646HGy LINCO0506Los resultados
permitieron identificar80 miRNAgon capacidad de union a estos 4 IncRNAs, formando una compleja red
regulatoria (figura 384). A continuacion, utilizando la plataforma TAM 2.0, as®lizaron las funciones
asociadas a estd®0 miRNAsEntre las funcionesgnificativamente representaddgp < 0,05) se encontraron

varias relacionadas con la diferenciaciébn de osteoblastos y osteoclastos, la formacion de colageno, la
remodelacién de la mitriz extracelular y la regulacion de las vias de sefializacion-iB NM/NTtodas ellas

claves en el balance entre la formacion y la resorcién dgpad 38B).

Ademaés teniendo en cuenta que tanto los IncRNAs como los miRNAs pueden regular la estabilidad y la
traduccién de mRNAs por interaccion directa,amplié el ésidio consultandda base de datos ENCORI para
encontrar posiblesmRNAs blanco déos 6 IncRNAs y 9 miRNAs identificades. esta base de datos se
encontraon registrospara3/6 INCRNA¢PCBPAS1 LINC0094Y MIR646HGY 69 miRNAghsamiR125a

5p, hsamiR-130a3p, hsamiR13433p, hsamiR185-5p, hsamiR199a5p y hsamiR-375). Esta herramienta

arrojo una lista de 2.028RNA<on capacidad de unién a lo$ri@RNAs y 6 miRNAs. Finalmente, se ankizé
ontologia génica, vias de Reactome y KEGG de 2.08AsnfR.029 caracterizados por ENCORI y 15 con
abundancia diferencial en las vesiculas extracelulares de los paciergdi&nte la plataforma DAVID v6.8
(figura 3A-O.
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W hsa-mir-335-5p
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Figura 38ldentificacién y caracterizacion damiRNAscon capacidad de unién a ldscRNAs
diferencialmente abundantes ewesiculas extracelularede los pacientes concancer de
prostata.

En el panel fse muestrala compleja red de regulacion que podria generarse entre 4/6
IncRNAs seleccionadoslgs 80 miRNAsidentificados por miRNet Q. En el panel B se
muestran las funcioneasociadas estos 80niRNAsegunla plataforma TAM 2. namero
entre paréntesis muestra el nimero de miRNAsadacategoriala significancia estadistica
se establecié ep < 0,05.
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Adicionalmente, utilizandia aplicacion stringApp en Cytoscape, se construyo la red de interacciones proteina
proteina entre aquellas codificadas por 844mRNAsdentificados Dada la complejidad de la red obtenida,
por la gran cantidad de proteinas involucradas, se apliddttsmde modo de seleccionar Unicamente aquellas
gue presentan mayores niveleg expresioren huesgentre las cuales se encontraron fibronectina, anexina
A2, RUNX2, CSF1-NB-P65 (también denominada RELA), periostina y diferentes tipos de colagegonas

y factores de crecimientdigura 3D).
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Figura 39 Andlisis de ontologia génicavias de Reactome yias KEGG de l02.044 mRNAs
pertenecientes a la posible red de regulacién en la célula receptora de las vesiculas extracelulares

La figura maestra lascategoriasde ontologia génica (A), Reactome (B) y KEGf&I&C)onadas con

tejido éseomas significativamente representadas por los genes en estudialor calculado como
Log(veces de enriquecimiento)i[ogo(p)]**>. En el panel D se muestra ladr de interacciones
proteina-proteina obtenida mediante stringApp y Cytoscapkacionadas a lomRNAgresentes en

las vesiculas extracelulares de los pacientes con cancer de préstata y los mMRNA que interaccionan con
los INcRNA y miRNAs de las vesiculas extraceluaresta fjura se muestran los mRNA que codifican
proteinas importantes en la fisiologia ésea.significancia estadistica se estableci@ &rD,05.
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4.7. Andlisis de la relevancia clinica de los IncRNAs y dehN#Aisados Estudio de la
asociacion entre sus nivels eltumor prostaticoprimarioy la sobrevida libre de
progresion.

Debido a que el contenido de las vesiculas extracelulares refleja, al menos parcialmente, el contenido

citoplasmatico de la célula que les da origen, se decidié estudiar si los nivelgeesion en el tumor primario

de todos los ARNs identificados hasta este punto tienen poder pronéstico en cuanto a la progresién del cancer

de prostata. Para estse utilizaronlos datostranscriptomicos de losumores primarios de prostata de TCGA

PRADH = 482) Esta base de datos también cuenta con daslistintos parametros clinigoatoldgicos de

los pacientes entre ellosel tiempo de sobrevida libre de progresion (PFS) definido como el tiempo

comprendido entre el momento del diagrn@® y la fechade aparicibn deun nuevo evento tumoral

(progresion de la enfermedadecurrencia locorregionalnetastasis a distancia, nuevo tumprimario o

muerte del paciente con tumofjigura 40.

ARNs diferencialmente TCGA @ Niveles de expresion e
abundantes enEVsde ——» Tcga-PRAD —— informacion de sobrevida
pacientes con PCa RNAseq dataset libre de progresion (PFS)
482 tumores primarios l

Relevancia clinica de
los IncRNAs y mRNAs
con datos disponibles

Figura 40 Estudio de la relevancia clinica de los IncRNAs AR identificados previamente
utilizando la informacion provista por edetde datos de TCGRRADAnNAlisis realizado con los
datos clinicepatoldgicos de los pacientes c@éncer de pristatg losnivelesde expresiorde
los genes que codifican para IoRNMs de interés eA82 tumores primarios

En primer lugar, se analizé la asociacion de los IncRNAs con la sobrevida libre de progresion. Se buscaron los
IncRNAs candidatos, pero solo habia datos de expresion EEBRIAS1, MIR646HG, LINC00506 y LAMAS
AS] en TCGRRADSe utilizda herramientaCutoff Findepara categorizar a los pacientes gmuposde alta

0 baja exprsionpara cadagen En laigura 41A-D se muestran lasurvas de KaplaMeier segin la expresion
de los 4 IncRNAs y se informias Hazard Ratio(HR) yp estimados segun la regresi@mivariadade riesgos
proporcionales deCox Se encontrd que la alta expresion d@CBP:AS1y LAMABASI se asocio
significativamentea una menor PE®nientras que pardIR646HG/ LINC00506a alta expresion @ asocid
significativamente con mejdPFSfigura 41A-D). Posteriormente, se decidio realizar un andlisis multivariado
incluyendo la expresién de los 4 INcRNAs para ajustar los HR gxpresion de los otros gened plantear
este modelo multivariado senantuvo la significancia estadistica de todos los IncRi#cando que son
factores de riesgo independientefigira 41E).
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Figum 41. Analisis de la sobrevida libre de progresion (PFS) en funcién de la expresi®C@PIAS] MIR646HG
LINC0O0506 LAMAS-AS1

En los paneles A a D se muestran lodliais de PFS mediartervas de KapladVieier. En todos los casos, Ipacientes
fueron agrupados ealtao baja expresiémle cada uno de los IncRNAs seleccionaBloada grafico se informa etlp
Logrank, el Hazard Ratio (HR) con su intervalo de confianza del 95% y el valor p de Cox univeiadmeros debajo

de cada grafico indican los pacientes en riesgo en cada lapso de tiempo para cad&grappaneE se muestra un
Forest ploten el que cadéila corresponde a una eariable y en donde se indican los HR (cuadrados negros), 95% de
intervalo de confianza (lineas negras horizontales) y el valor p de Cox, obtenidos en un andlisis multivariado.

Habiendo confirmado que las expresiones de los RN¥ son factores de riesgo independientes para la
progresion del cancer de préstata, se construyd una nueva variable que llanpamtage INCRNA de riesgo

de PFSy que incluye la informacion de la expresion ddmeiBAsegun ldérmula 1 descripta eda seccion
3.6.6.Luegode calcular el puntajéncRNA, los pacientes volvieron a categorizarse segun un puntaje alto o
bajo utilizando nuevamente, la herramient&utoff FinderEl andlisis de PFS por curvas de Kajleier y
riesgos proporcionales de £mostro que los pacientes con un puntijeRNA de riesgo alto tuvieron 4 veces
mas riesgo de progresar que los pacientes con un puntaje (b= 4,09 p = 562e-08) figura 42A).
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