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Justificacion

El cAncer de prdstata (CaP) es el segundo cancer mas frecuente en el mundo y la quinta causa de muerte
por cancer en los hombres. La principal problematica en el tratamiento del CaP es la incapacidad de
distinguir entre tumores de crecimiento lento y tumores que suponen un riesgo vital para el paciente
dado que el biomarcador de uso actual que es el antigeno prostatico sérico (PSA), a pesar disminuir
significativamente la mortalidad desde su descubrimiento en los afios 90, no es especifico de CaP,
produciéndose sobrediagnosticos que conllevan sobretratamientos a pacientes con tumores indolentes

con los efectos secundarios asociados.

Por tanto, se necesitan nuevos biomarcadores de diagnéstico y/o prondstico relacionados con procesos
patoldgicos del CaP capaces de distinguir tumores indolentes de los agresivos y que permitan ayudar

en las decisiones médicas.

En la Gltima década, el interés por el microambiente tumoral ha ido en aumento. Puesto que algunos
tipos de cancer se desarrollan en las proximidades del tejido adiposo (TA), el tejido adiposo peritumoral

(TAP) ha recibido particular interés en tumores como el de higado, ovario, pancreas, colon y mama.

En el presente trabajo pretendemos estudiar como el tejido adiposo periprostatico (TAPP), como
componente del microambiente tumoral en contacto con el CaP, puede influir en la agresividad del CaP
a través de cambios en la reprogramacion metabdlica del tumor y mediante la regulacion epigenética
de genes tumorales mediante exomiARNSs contenidos en vesiculas extracelulares (VES) secretadas por

el TAPP; informacién que podria contemplarse para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

Metodologia

En el primer estudio, aplicamos la técnica de lipidémica no dirigida con la finalidad de caracterizar los
lipidos en el TAPP de 40 pacientes con CaP (n= 20 con bajo riesgo y n= 20 con alto riesgo) mediante
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) para el analisis de éster metilico de AG
(FAME) y cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS) para el analisis de acilcarnitinas y
lipiddmico. Respecto al analisis lipidémico, utilizamos dos plataformas: LIP-I para analizar extractos
de tejido metandlico y LIP-II para extractos de tejido con cloroformo/metanol. Se utilizaron los analisis
PLS-DA (partial least squares-discriminant) y VIP (variable importance in projection) para identificar
lipidos con capacidad prondstica del CaP, y se realiz6 una aproximacion funcional mediante
MetaboAnalyst del conjunto de metabolitos para detectar alteraciones en vias metabdlicas. La
interaccion metabdlica entre el TAPP vy las lineas celulares (PC-3 y LNCaP) se estudido mediante

experimentos ex vivo. Se analizé mediante reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
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(RT-gqPCR) la expresién de genes relacionados con el metabolismo de los lipidos (SREBP1, Proteina
de union al elemento de respuesta al Esterol 1; FASN, Acido graso sintasa; ACACA, Acetil-CoA
Carboxilasa; LIPE, Lipasa E, tipo sensible a hormonas; PPARG, Receptor gamma activado por
proliferador de peroxisomas; CD36, Cluster de diferenciacion 36; PNPLA2, Triacilglicerol lipasa;
FABP4, Proteina de unién a acidos grasos; CPT1A, Carnitina palmitoiltransferasa I a; FATP5, Familia
de portadores de solutos 27 Miembro 5; ADIPOQ, Adiponectina), marcadores inflamatorios (IL-6, IL-
1B, Interleuquina 6 y 1B; TNFa, Factor de necrosis tumoral alfa) y marcadores relacionados con
tumores (ESRRA, Receptor alfa relacionado con el estrégeno; MMP-9, Metaloproteinasas de la matriz
extracelular 9; TWISTL, Factor de transcripcion BHLH 1 de la familia Twist). Se midio la captacion y

acumulacion de lipidos por parte de las células de CaP.

En el segundo estudio, se utilizaron un total de 24 muestras de TAPP humano y tejido adiposo
perivesical emparejado (TAPV). Se aislaron por afinidad bioguimica las VESs secretadas por explantes
de TAPP al medio de cultivo tras 24 horas de incubacion. Las VEs de TAPP se caracterizaron mediante
Western Blot y microscopia electronica de transmision. La captacion de VEs de TAPP por las células
de CaP se verificd mediante microscopia confocal. El contenido de exomiARNS de las VESs también se
aislo por afinidad bioguimica y se analizé el perfil de expresion en microarrays. Se realizaron analisis
in silico en busca de posibles genes dianas de los exomiARNs desregulados de las VEs de TAPP vs
TAPV mediante miRNet y las vias de interaccion de dichos genes mediante Reactome. Se revelaron las
redes de interaccion proteina-proteina de los genes diana de los exomiARNs mediante STRING. Se
utilizé tejido humano prostatico tumoral y no tumoral parafinado y la base de datos CancerMIRNome
para analizar la expresion de los genes diana y de los miARNS seleccionados por STarMir. Se realizaron
estudios funcionales in vitro utilizando lineas celulares de CaP (RWPE-1 y 22Rv1) para determinar el
control epigenético funcional de los miARNSs sobre los genes diana mediante el uso de inhibidores de

miARNs y silenciadores de genes diana.

Resultados

En el primer estudio, observamos mediante el analisis de la composicion de acidos grasos (AG) totales
del TAPP de pacientes con CaP de alto riesgo, que la concentracion de AG monoinsaturados (MUFA)
era significativamente mayor al compararlos con los de bajo riesgo. Ademas, poseian una cantidad
significativamente mayor de lisofosfatidilinositol y una cantidad significativamente menor de AG
poliinsaturados omega 6 (PUFA ®-6). Se identificaron diferencias significativas en el contenido de 67
especies de lipidos en las muestras de TAPP de CaP de alto vs a las de bajo riesgo. Los analisis PLS-
DAy VIP revelaron un panel lipidémico de 16 metabolitos discriminatorio entre los pacientes con CaP
de bajo y alto riesgo, lo que sugiere un metabolismo lipidico alterado en el TAPP relacionados con la
agresividad del CaP. Se determin6 que el 12,13-epoxioctadecencico (12,13-EpOME) vy el

monoglicérido (18:0) eran factores independientes de la agresividad del CaP. El andlisis funcional
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revelo que las alteraciones en la biosintesis de AG, el metabolismo del acido linoleico y la B-oxidacion
de AG de cadena muy larga estan alterados en el lipidoma del TAPP de los tumores de alto riesgo. Los
analisis de la expresidn de genes de muestras de TAPP asociados con la sintesis de novo de AG, como
FASN y ACACA, determind que estaban menos expresados en el TAPP de CaP de alto riesgo vs bajo
riesgo, mientras que los genes asociados con la inflamacion (IL-6, IL-1B y TNFa) estaban
sobreexpresados. El co-cultivo de explantes de TAPP con lineas celulares de CaP reveld una expresion
reducida de genes relacionados con el metabolismo de los lipidos (CD36, FASN, PPARG y CPT1A),
contrariamente a lo observado en lineas celulares de CaP co-cultivadas. Ademas, observamos un
incremento en la absorcion y acumulacion de lipidos en las células de CaP tras el co-cultivo. La
expresion de genes relacionados con agresividad tumoral estaban sobreexpresados en las lineas
celulares de CaP tras el co-cultivo con TAPP.

En el segundo estudio, comprobamos que el TAPP secretaba VEs mediante la técnica del Western blot
y la microscopia de transmision de electrones. Estas técnicas revelaron las caracteristicas de las VEs
derivadas de muestras de TAPP: visualizacién de una bicapa lipidica caracteristica de las VESs, un
diametro diametro que oscilaba entre 30 y 200 nm, propio de VEs medianas-grandes y la presencia de
marcadores de superficie tipicos de VEs como las proteinas transmembrana multipaso CD9 y CD81
(tetraspaninas) y la proteina citosolica de choque térmico HSP70. Las VEs de TAPP se incorporaron a
las células de CaP, visualizadas en el citoplasma. Nueve exomiARNs estaban diferencialmente
sobreexpresados en las muestras de TAPP vs TAPV. El gen RORA (RAR Related Orphan Receptor A)
se identificé como gen diana comun de los 9 exomiARNSs desregulados y tras los andlisis in silico, se
reveld su implicacion en la activacién de la expresion de genes nucleares, mitocondriales y relacionados
con el ritmo circadiano. El analisis de redes de proteinas, relacion6 la proteina RORA con proteinas
implicadas en el ciclo circadiano; la hipoxia; la angiogénesis; la metastasis; transformacion y progresion
tumoral; el crecimiento celular; la diferenciacion de células T; y la diferenciacion, inflamacién y
apoptosis. Comprobamos que el gen RORA estaba menos expresado en tejido tumoral en comparacion
con tejido no tumoral, y los miARNSs seleccionados estaban sobreexpresados en muestras de CaP
tumoral vs no tumoral. El andlisis funcional in vitro reveld6 que el miR-20a-5p regulaba

epigenéticamente al gen RORA implicado en inflamacion y proliferacion de células de CaP.
Conclusion general

El TAPP, como componente del microambiente tumoral en contacto con las células de CaP, esta
implicado en progresion del tumor ya que altera su metabolismo lipidico y los exomiARNS de las VEs
secretadas por el TAPP regulan epigenéticamente la expresion de genes implicados en la inflamacién y

proliferacion del tumor.
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ACACAJ/ACC Acetil-CoA Carboxilasa

ACLY ATP Citrato Liasa

ADAM10 Dominio 10 de Metalopeptidasa

ADI/ADIPOQ Adiponectina

ADMSC Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo
ADN Acido Desoxirribonucleico

ADNmt Acido Desoxirribonucleico mitocondrial

ADNnN Acido Desoxirribonucleico nuclear

ADNv Acido Desoxirribonucleico viral

ADP Adenosina Difosfato

AG Acidos grasos

AGO1 Componente catalitico Argonauta RISC 1

AGO3 Componente catalitico Argonauta RISC 3

AKT Proteina quinasa B

ALIX Proteina de interaccion 6 de muerte celular programada
AMACR Alfa-metilacil-CoA Racemasa

AMPK Subunidad catalitica alfa 1 activada por AMP de proteina quinasa
ANGPT1 Angiopoyetina 1

ANXA Anexinas

APAF1 Factor activador de peptidasa apoptética 1

APC Regulador APC de la via de sefializacion Wnt

AR Receptor de androgenos

ARN Acido Ribonucleico

ARNC Acido Ribonucleico circular

ARNmM Acido Ribonucleico mensajero

ARNmMt Acido Ribonucleico mitocondrial

ARNNC Acido Ribonucleico no Codificante

ARNr Acido Ribonucleico ribosomal

ARNsc Acido Ribonucleico condicional pequefio

ARNsn Acido Ribonucleico nuclear pequefio

ARNsNno Acido Ribonucleico pequefio nucleolar

ARNTts Acido Ribonucleico pequefio derivado de transferencia
ARNt Acido Ribonucleico de transferencia

ARMMs Microvesiculas mediadas por la proteina 1 que contienen el dominio de arrestina
ARRDC1 Proteina 1 que contienen el dominio de arrestina
ASCO American Society of Clinical Oncology

ATP Adenosin Trifosfato

ATX Ectonucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 2

A-SMA Actina del musculo liso alfa

BARF1 Proteina secretada por el virus de Epstein-Barr recombinante
BATF Basic Leucine Zipper ATF-Like Transcription Factor
BAX BCL2 asociado a X regulador de apoptosis

BCL Regulador de Apoptosis BCL

BMAL1 Basic Helix-Loop-Helix ARNT Like 1

BRCA1 BRCA1 DNA Repair Associated

BRCA2 BRCA2 DNA Repair Associated
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CAA Adipocitos asociados al cancer o residentes en el tumor
CAMs Moléculas de adhesion celular

CaP Céncer de prostata

CAV Caveolinas

CCL7 C-C Motif Chemokine Ligand 7

CDK Quinasa dependiente de ciclina

CD8+ Células T citotoxicas

CD Cluster de diferenciacion

CDH2 Cadherina 2

CDKNI1B Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1B
CDKG6 Quinasa 6 dependiente de ciclina

CEBPa CCAAT Proteina de union potenciadora alfa

CFH Complemento factor H

CFHR1 Complemento factor H relacionado 1

CK5 Queratina 5

CLS Crown like structure

CLOCK Regulador del reloj circadiano

CMA Células mesenquimales derivadas del tejido adiposo
COLGALT2 Procolageno galactosiltransferasa 2

COLIA2 Cadena de coléageno tipo | alfa 2

COL1A1 Cadena alfa 1 de colageno tipo |

COX-2 Ciclooxigenasa-2

CPT1A Carnitina palmitoiltransferasa I o

CREB Unidn de elementos de respuesta CAMP

CTSA Catepsina A

CX43 Proteina Gap Junction Alfa 1

CYSTLR2 Receptor 2 de cisteinil leucotrienos

DGAT1 Diacilglicerol O-aciltransferasa 1

DGCR8 Gen 8 de la region critica del sindrome de DiGeorge
DIL Digestion lisosomal

DLX1 Homeobox 1 sin distal

dPSA Densidad del PSA

DRAM1 Modulador de autofagia regulado por Dafios en el ADN 1
EAU Asociacion Europea de Urologia

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico
ELOVL Acidos grasos de cadena muy larga

EMMPRIN Inductor de metaloproteinasa de matriz extracelular
EMT Transicion epitelio-mesénquima

EpCAM Molécula de adhesion de células epiteliales

EphA4 Receptor EPH A4

ERG Factor de Transcripcion ETS ERG

ERK Proteina quinasa 1 activada por mitdgenos

ESCRT Complejos de clasificacion endosémica necesarios para la maquinaria de transporte
ESMO Sociedad Europea de Oncologia Médica

ESRRA Receptor alfa relacionado con el estrogeno
exomiARNSs microARNSs contenidos en vesiculas extracelulares
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FABP4 Proteina de union a &cidos grasos

FAC Fibroblastos asociados a cancer

FADD Fas asociado a través del dominio de muerte
FADH?2 Flavin adenin dinucleétido

FAME Andlisis de éster metilico de acidos grasos

FAO Acido graso oxidasa

FASN Acido graso sintasa

FATP5 Familia de portadores de solutos 27 Miembro 5
FCG Fibras colagenas

FDA Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
FEV Fraccion estromal-vascular

FFAR2 Receptor de 4cidos grasos libres 2

FGF Factor de crecimiento de fibroblastos

FLOT Flotilinas

FOXA1 Factor de transcripcion 1

FSP Proteina especifica de fibroblasto

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GATA3 Proteina de uniéon a GATA 3

GC-MS Cromatografia de gases-espectrometria de masas
GDF15 Factor de diferenciacion de crecimiento 15
GNA Proteinas G heterotriméricas

GOLM1 Proteina 1 de la membrana de Golgi

GPC1 Glipcano 1

GPI Glicosilfosfatidilinositol

GREM1 Gremlin 1 Antagonista de BMP de la Familia DAN
GSTP1 Glutation S-Transferasa Pi 1

GTP Guanosina trifosfato

GTPasas Trifosfatasas de guanosina

HAUS1 HAUS Augmin Like Complex Subunit 1

HBP Hiperplasia benigna de prdstata

HDAC3 Histona deacetilasa 3

HGF Factor de crecimiento de hepatocitos

HGF1 Fibroblasto gingival humano -1

HIFU Ultrasonido focalizado de alta intensidad
HIF-2a Proteina 1 del Dominio PAS Endotelial

Hk2 Hexoquinasa 2

HMGCR 3-Hidroxi-3-Metilglutaril-CoA Reductasa
HOTAIR HOX Transcript Antisense RNA

hsa Homo sapiens

HSL Hormona sensible a lipasas

HSP Proteinas de choque térmico

hTERT Telomerasa transcriptasa inversa

ICAM-1 Molécula de adhesion intercelular 1

IFN-y Interfer6n gamma

IGFR1 Receptor del factor 1 de crecimiento similar a la insulina
IGF-1 Factor de crecimiento insulinico tipo 1

IGFBP-2 Proteina de unidn al factor de crecimiento similar a la insulina-2
IL Interleuquina

IMC indice de masa corporal

ING5 Inhibidor del crecimiento miembro de la familia 5
INHBA Inhibina subunidad beta A

ISEV International Society for Extracellular Vesicles
ITGA Integrinas
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JAK Janus kinasa

INK Quinasa c-jun n-terminal

KAT5 Lisina acetiltransferasa 5

KISS1 Supresor de metéstasis KiSS-1

KRAS Protooncogén KRAS, GTPasa

KRAS G12D Mutacién Protooncogén KRAS, GTPasa

LAMP-2 Glicoproteinas de membrana asociadas a lisosomas
LARP4B La Ribonucleoproteina 4B

LC-MS Cromatografia liquida-espectrometria de masas
IncARN Acido ribonucleico de cadena larga no codificante

LEP Leptina

LIPE Lipasa E, tipo sensible a hormonas

LRG1 Alfa-2-glicoproteina 1 rica en leucina

MAGE3/6 Antigeno 3 asociado al melanoma

MAGL Monoacilglicerol lipasa

MALAT-1 Transcripcion 1 del adenocarcinoma de pulmdn asociado a metastasis
MAPK Proteina quinasa activada por mitégenos

MARCO Receptor de macrdfagos con estructura colagena
MARK1 Microtubule Affinity Regulating Kinase 1

mCPRC Caéncer de prostata resistencia a la castracion metastasico
MCP-1 Proteina quimioatrayente de monocitos de quimioquinas
MEG3 Maternally expressed 3

METTL7A Proteina similar a la metiltransferasa 7A

MFGES8 Milk Fat Globule EGF And Factor V/VIII Domain Containing
MHC Complejo mayor de histocompatibilidad

miARNSs microARNS en tejidos o circulacion

MIRLET7A2 microARN Let-7a-2

MM Mieloma mdltiple

MMPs Metaloproteinasas de la matriz extracelular

mpMRI Resonancia magnética multiparamétrica

MSC Células madre mesenquimales/estromales

MS4A1 Membrana que abarca 4 dominios Al

mTor Mechanistic Target Of Rapamycin Kinase

MUFA Acidos grasos de cadena larga monoliinsaturados
MVBs Cuerpos multivesiculares

MYC Protooncogen MYC, factor de transcripcion BHLH
NAA35 N-Alfa-Acetiltransferasa 35, Subunidad Auxiliar NatC
NADPH Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato

NCCN National Comprehensive Cancer Network

ND No datos

NF-xB Cadenas ligeras kappa de las Células B activadas

NOX5 NADPH Oxidasa 5

NPAS2 Proteina 2 del dominio PAS neuronal

NPY1R Neuropéptido Y Receptor Y1

NPY5R Neuropéptido Y Receptor Y5

NR1F1 Subfamilia de receptores nucleares 1 Grupo F Miembro 1
NRIP1 Nuclear Receptor Interacting Protein 1

NT5E S'nucleotidasa CD73 anclada a GPI
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NK Células Natural Killer

OMS Organizacion Mundial de la Salud

PACT Activador de proteinas de la proteina quinasa inducida por interferén
PAI-1 Miembro 1 de la familia E de Serpin

PAP Fosfatasa acida prostética

PARPI Inhibidores de la poli ADP-ribosa polimerasa

PCA3 Antigeno de céancer de prdstata 3

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas

PD-1 Muerte celular programada 1

PE Fosfatidiletanolamina

PGE2 Prostaglandina E2

PHI Prostate health index

PIA Atrofia inflamatoria proliferativa

PIM-2 Protooncogén Pim-2

PIN Neoplasia intraepitelial prostatica

PI3K Fosfatidilinositol-4,5 bisfosfato 3-quinasa

PKM Enzima glucolitica piruvato kinasa

PLCB1 Fosfolipasa C Beta 1

PLOD2 Procolageno-lisina, 2-oxoglutarato 5-dioxigenasa 2
PLS-DA Partial Least Squares-Discriminant Analysis score plot
PNG Proteinas no colagenas

PNPLA2 Triacilglicerol lipasa

PPARY/PPARG Receptor gamma activado por proliferador de peroxisomas
PPAT Tejido adiposo periprostatico

PR Prostatectomia radical

pre-miRNA microRNA premaduro

PS Fosfatidilserina

PSA Antigeno prostatico sérico

PSMA Antigeno prostatico especifico de membrana

PSP Proteina secretora de prostata

PSs Portadores de soluto

PTEN Homologo de fosfatasa y tensina

PUFA Acidos grasos poliinsaturados

p21 Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1a

Ras Miembro de la superfamilia Ras de proteinas G monoméricas
RAASF1 Miembro 1 de la familia de dominios de la asociacion Ras
RBC Recuento de gldbulos rojos

RBMS1 RNA Binding Motif Single Stranded Interacting Protein 1
RET Protooncogén Ret

RIP1 Receptor que interactlia con serina/treonina quinasa 1

RM Resonancia magnética

RMN Resonancia magnética nuclear

ROCK1 Rho Associated Coiled-Coil Containing Protein Kinase 1
ROR Receptor del &cido retinoico

RORA RAR Related Orphan Receptor A

RT-gPCR Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
RUNX3 Factor de transcripcion familiar RUNX 3

SCD Estearoil-CoA desaturasa
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SDCBP Sintetina

SDHB Subunidad B del complejo succinato deshidrogenasa hierro azufre
SFA Acidos grasos saturados

SHH Sonic Hedgehog

SIRT6 Sirtuina 6

SIK2 Salt Inducible Kinase 2

SLC1A5 Transportadores de aminoacidos neutros dependientes de sodio
SLC45A3 Proteina asociada al cancer de prostata6/P501S/prosteina
Smad4 Miembro de la familia SMAD 4

SNAIL Represor transcripcional de la familia Snail

SOX SRY-box transcription factor

SREBP1 Proteina de uni6n al elemento de respuesta al Esterol 1
SRP-ARN ARN de la particula de reconocimiento de sefial

STAT Transductor de sefial y activador de la transcripcion

TA Tejido adiposo

TAP Tejido adiposo peritumoral

TAPP Tejido adiposo periprostatico

TAPV Tejido adiposo perivesical

TC Tomografia computarizada

TCA Ciclo del Acido Tricarboxilico

TCGA-PRAD The Cancer Genome Atlas Prostate Adenocarcinoma
TDA Terapia de deprivacion de andrdgenos

TFR2 Receptor de transferrina

TG Triacilglicerol

TGF-p Factor de crecimiento transformante beta

Th-1 Linfocitos T auxiliares 1

TIMP Inhibidor de metalopeptidasa

TLR4 Toll Like Receptor 4

T™MC Transportadores de monocarboxilato

TMPRSS2 Serina Proteasa 2 transmembrana

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

TNM Tumor-Nédulo-Metéstasis

TNRC6A Gen 6A que contiene repeticiones de trinucle6tidos
TNRC6B Gen 6B que contiene repeticiones de trinucleotidos
TPBG Glicoproteina del trofoblasto

TP53INP1 Tumor Protein P53 Inducible Nuclear Protein 1
TRAMP Adenocarcinoma transgénico de prdstata de raton

TRBP Subunidad TARBP2 del complejo de carga RISC

Treg Células T reguladoras

TRUS Ultrasonografia transrectal

TSG101 Tumor susceptibility gene 101

TSPAN Tetraspanina

uPa Activador del plasmindgeno tipo uroquinasa

VA Vigilancia activa

VEGFA Factor de crecimiento endotelial vascular A

VEs Vesiculas extracelulares

VEs-TAPP Vesiculas extracelulares aisladas de tejido adiposo periprostatico
VEs-TAPV Vesiculas extracelulares aisladas de tejido adiposo perivesical
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VHL Supresor de tumores de Von Hippel-Lindau
VIM Vimentina

VIP Variable Importance in Projection

VPP Via de las Pentosas Fosfato

XAF1 Factor 1 Asociado a XIAP

Y-ARN Acido Ribonucleico pequefio no codificante
Zebl Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1
ZNF Zinc Finger Proteins

12,13-EpOME 12,13-epoxioctadecenoico
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1. Aspectos generales del cAncer de préstata (CaP)
1.1 Epidemiologia, incidencia y factores de riesgo

El c&ncer de prostata (CaP) es la neoplasia maligna mas comun entre los hombres y la segunda causa
de muerte relacionada con el cancer en los paises occidentales. Se ha estimado que 1,6 millones de
hombres son diagnosticados de CaP y 366.000 mueren a causa de éste cada afio en todo el mundo (1).
En Espafia, al igual que en otros paises occidentales, la incidencia ha aumentado notablemente desde
principios de los afios 90 a causa de la introduccidn y generalizacion del uso del antigeno prostatico
especifico (PSA) y del aumento de la esperanza de vida con su consiguiente mayor diagndstico, vy la
existencia de mas y mejores métodos diagndésticos (2).

Varios factores de riesgo se asocian con el desarrollo del CaP como la edad (pico de incidencia a los 70
afios), la raza (3), los antecedentes familiares, los factores genéticos como mutaciones en los genes
BRCA1 DNA Repair Associated (BRCA1) y BRCA2 DNA Repair Associated (BRCA2), factores
epigenéticos como modificaciones en la metilacion del DNA o deacetilaciones en las histonas (4), los
factores ambientales (5), la dieta (6), la infeccion por patdégenos sexuales (7) y la inmunosupresion en

pacientes trasplantados (8) entre otros.
1.2 Anatomia y alteraciones de la prostata

La préstata es un 6rgano glandular

. . .. Vejiga
situado por debajo de la vejiga que
estd compuesto  por  acinos T \\ Zona central
ep“e“mes dbpueﬁos en una red Vesiculaseminal - Region de la glandula periuretral

] Zona de transicion
fibromuscular.  Las  glandulas ‘

. Region fibromuscular
prostaticas son las encargadas de 2 s
ona periférica

. . L, . L. Ducto eyaculador
sintetizar el liquido prostatico (que
representa el 30% del volumen total Uretra
del semen). Figura 1. llustracion de la anatomia de la prostata. Adaptada de Rebello,
La préstata se compone de tres zonas R.etal., 2021 (10).

diferenciadas: la central que contiene el tubo ductal desde la vesicula seminal hasta su encuentro con la
uretra descendente, la periférica que se sitla en la parte posterior de la glandula (inicio del CaP en un
70-75% de los casos) y la de transicion que rodea la uretra de transicion (9) (Figura 1).

Las neoplasias premalignas de la préstata incluyen la atrofia inflamatoria proliferativa (PIA), la
neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y la prostatitis recurrente (Figura 2) (11). EI PIN es la principal
lesion (12), en la cual se produce una hiperplasia de las células luminales y es bioquimica, genética y
fenotipicamente similar al CaP, pero no se altera la membrana basal (13). Por otra parte, este érgano

puede sufrir un agrandamiento anormal denominado hiperplasia benigna de prostata (HBP) que no
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produce CaP y afecta exclusivamente a la zona de transicién y provoca la constriccién de la uretra

descendente con retencion urinaria y molestias (14).

Cancer

Figura 2. llustracion de la evolucién hacia el CaP desde estados premalignos iniciales. Adaptada de Packer, J.R. et al., 2016
(11).

1.3 Diagnostico del CaP

La sospecha clinica del CaP se establece tras un tacto rectal sospechoso y/o una elevacién del PSA en
sangre. Aunque la biopsia prostatica ecodirigida sistematica continda siendo el método de referencia
para su diagnostico, la resonancia magnética multiparamétrica (mpMRI) se considera el mejor método
de imagen en la identificacion del CaP clinicamente significativo y ha permitido desarrollar una
modalidad de biopsia prostatica dirigida a la lesién descrita en la resonancia. En este sentido, la
deteccidn precoz de CaP esta evolucionando hacia la mpMRI previa a la biopsia reduciendo las biopsias
innecesarias y la sobredeteccion de CaP insignificante, asi como aumentando la deteccidn de tumores
clinicamente significativos. Por otro lado, la Asociacion Europea de Urologia (EAU) propone
calculadoras de riesgo como herramientas eficaces para individualizar el riesgo del CaP (15,16). A pesar
de todo, estas calculadoras 0 nomogramas presentan limitaciones importantes. En este sentido, estudios
recientes ponen de manifiesto que los pacientes diagnosticados con CaP tienden a ser sobretratados

dada la falta de biomarcadores predictivos especificos (17).
1.3.1 Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

El PSA es una proteasa sérica que se expresa en las células epiteliales de la préstata y es secretado al
liquido seminal, donde interviene en su licuefaccion. Es el biomarcador mas conocido para el CaP desde
que fue aprobado por la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos)
para el diagndstico de CaP junto con el examen rectal digital en 1994 (18). Tradicionalmente el punto
de corte para definir una prueba como positiva ha sido de 4 ng/ml en sangre (10,19) aunque los niveles
pueden variar segun otros parametros clinicos como la edad del paciente y el tamafio prostatico (20).
Gracias al PSA, la mayoria de los diagnosticos de CaP son en fases tempranas de la enfermedad (mas
del 90% de los tumores prostaticos estan localizados al momento del diagnéstico frente al 65% a
comienzos de los afios 90). Es este uno de los motivos, por lo que, en la actualidad, se ha conseguido
disminuir la mortalidad del CaP (21).

Como contrapunto, es importante remarcar que el PSA no es una proteina especifica de CaP, sino del
tejido prostatico, por lo que puede estar aumentado en diferentes patologias benignas como la prostatitis,

la HBP vy las infecciones del tracto urinario (20). Debido a esta inespecificidad para tumores
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clinicamente significativos, el PSA reduce la mortalidad a expensas del sobrediagndéstico, que se cifra
en hasta un 53% (22), acompafiado de unos riesgos derivados de complicaciones en las biopsias
(infeccidn o sangrado) y a un posible sobretratamiento, con las consiguientes complicaciones asociadas
como la disfuncion eréctil y la incontinencia urinaria (23).

Con el fin de mejorar esta baja especificidad, estan disponibles algunas estrategias para disminuir
biopsias negativas y diagnostico de tumores indolentes o que no ponen en riesgo la vida del paciente.
En este sentido, en la decision sobre la necesidad de realizar o no una biopsia prostatica, es de gran
ayuda para el urdlogo el uso de nomogramas o calculadoras (disponibles por ejemplo en:

https://www.prostatecancer-riskcalculator.com/seven-prostate-cancer-risk-calculators y

http://myprostatecancerrisk.com/), la mpMRI como se ha comentado en el apartado 1.3 (24), la

densidad del PSA (dPSA) que ajusta los valores de PSA para el volumen de la prdstata (requiere una
resonancia magnética o una ecografia transrectal y cuanto mayor es el valor, mayor es la sospecha de
la presencia de CaP) (25), el nivel de PSA en sangre a lo largo del tiempo denominado velocidad de
PSA (un incremento en los niveles de PSA > 0.75 ng/mL anuales, es indicativo de sospecha de CaP)
(25) y el ratio PSA libre/PSA total en sangre (supone un riesgo mayor de cancer cuanta mas bajo sea el
resultado) (26).

En relacion a cuando solicitar un PSA, se han postulado una serie de recomendaciones segln la guia de
practica clinica para el diagnoéstico, tratamiento y seguimiento del CaP de la ESMO (Sociedad Europea
de Oncologia Médica) entre las que se encuentran (27):

- La prueba temprana de PSA (PSA inicial seguida de un seguimiento adaptado al riesgo) se
puede ofrecer a hombres > 50 afios, hombres > 45 afios con antecedentes familiares de CaP,
afroamericanos > 45 afios y portadores de BRCA1/2 > 40 afios

- La prueba de CaP en asintomaticos no debe realizarse en hombres con una esperanza de vida
<10 afios (16)

1.3.2 Clasificacion Tumor-Nédulo-Metéstasis (TNM)

La clasificacion TNM trata de determinar la etapa tumoral mediante la extension tumoral. Para ello se
basa en el tamafio del tumor primario y la afectacion de la prostata (T) proporcionada por el tacto rectal,
si existe una afectacion de los ganglios linfaticos cercanos a la préstata (N) y la presencia de metastasis
en otros 6rganos del organismo (M) (28). En la Tabla 1 se detalla la clasificacion del TMN en el contexto
del CaP.

Clasificacion T: Tumor primario
Tx No se puede evaluar el tumor primario
TO No hay evidencia de tumor primario

T1: Tumor no evidente clinicamente, no palpable ni visible mediante imagenes
T1a  Descubrimiento histologico accidental del tumor en <5% del tejido resecado

T1b Descubrimiento histologico accidental del tumor en >5% del tejido resecado

T1c Tumor identificado por biopsia con aguja debido a elevacién de PSA
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T2: Tumor confinado a la préstata
T2a El tumor afecta a la mitad de un I6bulo 0 menos
T2b El tumor afecta a mas de la mitad de un I6bulo, pero no ambos I6bulos
T2c El tumor afecta a ambos I6bulos

T3: Tumor que se extiende mas alla de la capsula protatica

T3a Extension extracapsular (unilateral o bilateral)

T3b Invasion de vesiculas seminales

T4 Invasion de estructuras adyacentes distintas a las vesiculas seminales
Clasificacion N: Ganglios linfaticos regionales

NX No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales

NO No existe metastasis ganglionar linfatica regional

N1 Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) regional(es)

Clasificacion M: Metéstasis a distancia
Mx No se pueden evaluar las metéstasis a distancia

MO Ausencia de metastasis a distancia

M1: Metastasis a distancia

M1la Metéstasis ganglionares no regionales

Mib Metastasis 6seas

Mic Metastasis en otras localizaciones

Tabla 1. Clasificacion TNM. Fuente: Brierley J.D., Gospodarowicz M.K., Witterkind C. TNM Classification of Malignant

Tumours. 8th ed. Union for International Cancer Control. 2016. 1-272 p.

1.3.3 Gleason Score

Actualmente no existen marcadores que puedan diferenciar los tumores indolentes de los malignos

mejor que el sistema histopatoldgico descrito por Donald Gleason en 1966 extendido durante afios desde

su recomendacién respaldada por la OMS (Organizaciéon Mundial de la Salud). Esta clasificacion

aprobada por la International Society of Urological Pathology (ISUP) (29) que se detalla en la Figura

3, se basa en asignar a la biopsia prostatica una puntuacién basada en criterios morfol6gicos de la

arquitectura tisular que reflejan el grado de diferenciacion glandular desde 1 (tumor bien diferenciado)

a 5 (indiferenciado).

Figura 3. Histopatologia del Gleason Score.
Adaptada de Harnden, P. et al., 2007 (30).

Como consecuencia de la heterogeneidad interna de estos
tumores, el grado Gleason se obtiene de la suma de la
puntuacion de los dos patrones celulares mas
representativos. Asi, el resultado final oscila en un
intervalo del 2 al 10. Los Gleason 4 y 5 son
indistinguibles, posiblemente debido a la heterogeneidad,
mientras que existe una clara separacion de los Gleason 3
y 4 (11). En base a esto, se ha publicado sobre el impacto

del grado histolégico en la supervivencia de los pacientes

con CaP. En este sentido, sabemos que la mortalidad de cancer especifica a 15 afios en pacientes con
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CaP no tratados con intencidn curativa es mucho mayor en pacientes con un Gleason elevado (42-70 %
para Gleason 8-10) que en tumores menos agresivos (6-11% para Gleason 6) (31).
En la Tabla 2 se muestra el grado de cancer segin ISUP con su correspondiente puntuacion de Gleason.

Grado ISUP 1 (Gleason< 6)
Glandulas individuales y bien diferenciadas
Grado ISUP 2 (Gleason=7)

3+4 Glandulas mayormente formadas, pero se observan algunas glandulas fusionadas o cribiformes
Grado ISUP 3 (Gleason=7 u 8)
4+3 Glandulas mayormente fusionadas o cribiformes, pero se observan algunas glandulas formadas
4+4 Se observan solamente glandulas fusionadas o cribiformes
Grado ISUP 4 (Gleason=8)
3+5 Glandulas mayormente formadas, pero se observan componentes no glandulares
5+3 Apenas se observan glandulas, pero aun se ve alguna formada

Grado ISUP 5 (Gleason=9 o 10)
4+5/5+4/5+5  Formacion de necrosis y no se observan glandulas prostaticas

Tabla 2. Grado de CaP segun ISUP con su correspondiente puntuacion de Gleason y las caracteristicas histopatoldgicas
asociadas. Fuente: Epstein, J.I. et al., 2016 (29).

1.3.4 Clasificacion pronostica del tumor

Existen multiples clasificaciones y nomogramas basadas en datos clinicos e histolégicos que ayudan a
predecir la evolucion del tumor para asi poder definir una mejor estrategia terapéutica (pronostico). He
aqui algunos ejemplos:
- Grupos de riesgo D’ Amico: publicada en 1998, clasifica a los pacientes segun el estadio clinico
(TNM), el grado Gleason de la biopsia y el PSA sérico (Tabla 3). Predice el riesgo de recidiva
bioquimica tras el tratamiento radical en tumores clinicamente localizados en la prostata (32)

Clasificacion D'Amico

Riesgo bajo Tlc o T2ay Gleason < 7y niveles de PSA en sangre < 10 ng/ml
Riesgo intermedio T2b/T2c 0 Gleason = 7 o niveles de PSA en sangre entre 10 y 20 ng/ml
Riesgo alto T3/T4 o Gleason > 7 o niveles de PSA en sangre > 20 ng/ml

Tabla 3. Clasificacion D'Amico para predecir la recidiva bioquimica post-PR. Fuente: D’ Amico, A.v. et al., 1998 (32).

- Grupos de riesgo de la Asociacion Europea de Urologia (EAU): para la recurrencia bioquimica
del CaP localizado y localmente avanzado tras una prostatectomia radical (PR) (Tabla 4) (33)

Clasificacion EAU

Tlc-2a* y Gleason < 7 (Grado ISUP 1) y niveles de PSA
en sangre < 10 ng/ml

T2b*
Intermediate-risk Gleason = 7 (Grado ISUP 2/3)

Low-risk

Niveles de PSA en sangre entre 10 y 20 ng/ml Localizado
T2c*
. . Gleason > 7 (Grado ISUP 4/5)
High-risk
PSA > 20 ng/mL
T3-4* 0 N+**, cualquier PSA, cualquier Gleason Localmente avanzado
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Tabla 4. Clasificacion EAU para realizar subgrupos de pronéstico de pacientes. *Basado en el tacto rectal. **Basado

en tomografia computarizada/exploracién ésea. Fuente: Cooperberg, M.R. et al., 2005 (33).

- Grupos de riesgo de la NCCN (The National Comprehensive Cancer Network): subdividen la
enfermedad en riesgo bajo (T1-T2a, puntuacion de Gleason <6 y PSA <10 ng/ml), riesgo
intermedio (T2b-T2c o puntuacion de Gleason 7 o PSA 10-20 ng ml-1), riesgo alto (T3a o
puntuacion de Gleason 8-10 o0 PSA >20 ng ml-1), riesgo muy alto de CaP localmente avanzado
(T3b-T4 o patrén de Gleason primario 5 0 >5 ndcleos con puntuacion de Gleason 8-10) y riesgo
metastésico (N1 o M1 con cualquier estadio T) (34,35)

- Evaluacion del riesgo de cancer de préstata de la Universidad de California de San Francisco
(CAPRA): determina el riesgo de recurrencia después del tratamiento del CaP segun el Gleason,
el nivel de PSA, el estadio clinico y la edad del paciente al momento del diagndstico. Asigna
puntos a cada uno de estos factores y cuanto mayor sea la suma, mayor sera el riesgo de
recurrencia (33)

- Clasificacion del grupo pronéstico Cambridge (CPG): predictor de la mortalidad especifica para
el CaP no metastasico basado en cinco niveles (Tabla 5). Segun el Instituto Nacional para la
Excelencia en la Salud y la Atencién (NICE) es una forma mas precisa para evaluar el cancer
de préstata que el clasico sistema de tres grupos (36)

Clasificacion CPG

1 T1/T2 y Gleason 6 y PSA en sangre < 10 ng/ml
T1/T2 y Gleason 3+4=7

2 T1/T2 y PSA en sangre entre 10 y 20 ng/ml
T1/T2 y Gleason 3+4=7 y PSA en sangre entre 10 y 20 ng/ml
s T1/T2 y Gleason 4+3=7
T3
4 Gleason 8
PSA en sangre > 20 ng/ml
Alguna combinacion de: Gleason 8, T3 0 PSA > 20 ng/ml
5 T4

Gleason 9-10

Tabla 5. Clasificacion CPG para predecir la mortalidad en CaP no metastasico. Fuente: Parry, M.G. et al., 2020
(36).

1.4 Biomarcadores del CaP

Un biomarcador es "una caracteristica definida que se mide como un indicador de procesos biolégicos
normales, procesos patolégicos 0 respuestas a una exposicion o intervencion™ y pueden ser de
diagndstico (detectan o confirman la presencia de una enfermedad o condicion de interés), de pronostico
(ayudan a decidir la estrategia terapéutica del paciente segin la probabilidad de recurrencia o

progresion) o predictivos (predicen la evolucion de la enfermedad tras un tratamiento concreto) (37).
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A pesar de que todos los pardmetros descritos anteriormente para el diagnostico del CaP permiten cierta
estratificacion del riesgo, no permiten establecer un pronéstico individual definitivo del paciente (38)
por lo que los especialistas del campo uro-oncoldgico han puesto de manifiesto la necesidad de
encontrar biomarcadores que ayuden en la toma de decisiones en situaciones clinicas desafiantes (39).
En este sentido, se han postulado diferentes biomarcadores séricos, urinarios y tisulares. Los
biomarcadores de diagndstico buscan disminuir biopsias innecesarias y sobretratamientos y aumentar
el diagnostico de tumores prostaticos que pongan en riesgo la vida del paciente. En este sentido, algunos
biomarcadores estan indicados para la consideracion de una biopsia inicial (4K score, el Prostate health
index: PHI, el SelectMDx, el ExoDx prostate intelliscore, el My prostate score urine test) y otros para
la repeticion de la biopsia (PCA3 'y ConfirmMD). Los biomarcadores de prondstico ayudan a identificar
pacientes que requeriran tratamiento adicional después de la terapia inicial y los mas destacables son
Decipher, OncotypeDX genomic prostate score y Prolaris.

En la Tabla 6 se han recopilado biomarcadores de diagnostico y prondstico del CaP descritos en la

literatura. Cabe destacar que la mayoria de ellos aun estar por validar.

Nombre del biomarcador

SLC45A3 (40)

PSMA (41)
PAP (42)
NKXH3.1 (43)

P63 (44)
ERG (45)

Citoqueratina 5 (46)

. Citoqueratina 6 (47)
Biomarcadores de

diagnostico Calicreina 2 (48)

PHI® (49)

4K score (50,51)

SelectMDx® (52)

ConfirmMDx® (53)

Prostate Cancer Antigen 3 (54)

Utilidad/funcionalidad

Genes/proteinas/enzimas

Se expresa en CaP negativo para PSA
Diferencia metastasis de CaP de otros tumores por IH
Se expresa débilmente en CaP agresivos

Se sobreexpresa en metastasis
Detecta metastasis
Detecta CaP metastéasico pobremente diferenciado

No se expresa en CaP acinar de tipo habitual

Se expresa en la mitad de adenocarcinomas prostaticos

Descarta el CaP con mayor precision junto con AMACR y PSA

Deteccion CaP problematicos mediante tincidon negativa junto
con la de CK5- y AMACR+

Licuefacion del plasma seminal y activacion del PSA
Paneles/kits

Aumenta especificidad PSA mediante 3 subformas: la total, la

libre y [-2] proPSA

Incluye PSA total, PSA libre, PSA intacto y Hk2; y los combina
con la edad y los hallazgos de tacto rectal. También existe una
combinacién de PHI® y 4K score

Combina DLX1 y HOXCS6 en orina post tacto rectal con el PSA
total, la edad, la historia de la biopsia de prostata y la historia
familiar

Analiza el estado de metilacion de GSTP1, APC y RASSF1

Mide PCA3 (aumentada en CaP) en la orina de primera
evacuacion y post tacto rectal
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My prostate score urine test (55)

ExoDx® prostate intelliscore (56)

AMACR (57)

PTEN (58)

Sintasa de acidos grasos (59)

FOXAL (60)
Biomarcadores de
pronostico e el
VEGFA (62)

p27 KIP1 (63)

OncotypeDX genomic prostate

score® (64)
Prolaris® (65)
ProMark® (66)

Decipher (67)

Detecta la fusion de TMPRSS2 y ERG (ocurre en el 50% de CaP)

Firma genética basada en exosomas a partir de la expresion de
mRNA en orina

Genes/proteinas/enzimas

La sobreexpresion por IH indica un mal pronéstico y probabilidad
de metastasis 6sea asociado con un Gleason alto y niveles
iniciales altos de PSA

Supresor de tumores. La pérdida es un biomarcador IH emergente

La sobreexpresion en IH se relaciona con aumento en la
puntuacion de Gleason y tumores mas agresivos

Las mutaciones en el anélisis IH se vincula con tipos de cancer
mas agresivos Yy resistentes a la castracion
Predictor independiente de recurrencia

Disminuye a medida que el CaP progresa a un estado
independiente de hormonas

Elevado en formas agresivas y se correlaciona con la clasificacion
del cancer
La disminucion se asocia con un mal prondstico

Paneles/kits
Selecciona candidatos para la vigilancia activa mediante 12 genes
involucrados en procesos tumorales + 5 genes de referencia
Se basa en una puntuacion consecutiva tras el estudio de 31 genes
relacionados con la regulacion del ciclo celular
Plataforma protedmica de 12 biomarcadores
Predice la progresion tras el tratamiento definitivo mediante el
uso de 22 genes involucrados en procesos tumorales

Tabla 6. Descripcion de nuevos biomarcadores de diagndstico y pronostico postulados para su uso rutinario del CaP.
Abreviaciones: AMACR, Alfa-metilacil-CoA Racemasa; APC, Regulador APC de la via de sefializacion Wnt; CKS5,
Queratina 5; DLX1, Homeobox 1 sin distal; ERG, Factor de transcripcion ETS ERG; FOXAL, Factor de transcripcion 1;
GSTP1, Glutation S-Transferasa Pi 1; HOXC6, Homeobox C6; Hk2, Hexoquinasa 2; IH, Inmunohistoquimica; PAP,

Fosfatasa acida prostatica; PCA3, Antigeno de cancer de prostata 3; PSMA, Antigeno prostatico especifico de membrana;

PSP, Proteina secretora de prostata; PTEN, Homdlogo de fosfatasa y tensina; RASSF1, Miembro 1 de la familia de dominios

de la asociacion Ras; SLC45A3, Proteina asociada al cancer de prdstata6/P501S/prosteina; TMPRSS2, Serina proteasa 2

transmembrana; VEGFA, Factor de crecimiento endotelial vascular A.

1.5 Tratamiento del CaP

Una vez finalizada la fase diagnostica y caracterizado el tipo de tumor, se decide el tratamiento segun

las caracteristicas de éste, la expectativa de vida del paciente y sus preferencias particulares.

Atendiendo a lo mencionado, los tratamientos mas habituales que se ofrece al paciente con CaP son los

desarrollados a continuacion.

1.5.1 Tratamientos hormonales

El eje de sefializacion de androgenos desempefia un papel fundamental en la patogénesis del CaP, a raiz

de las investigaciones de Huggins y Hodges en 1941 (68) quienes vieron que la administracion de

testosterona aumentaba el crecimiento de la prostata en modelos animales y que la castracion de los
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pacientes reducia en gran medida los niveles de testosterona, lo que provocaba la regresion de la
enfermedad avanzada. Aqui se originé el desarrollo de la terapia de deprivacion de andrdgenos (TDA)
indicado como tratamiento para los pacientes con CaP metastasico, la cual tiene como objetivo reducir
los niveles de andrégenos en el cuerpo. Sin embargo, esto trae consigo muchos efectos secundarios
como la disfuncion eréctil y los sofocos entre muchos otros y fracasa casi inevitablemente a largo plazo
porque el tumor entra en una fase de independencia a los andrégenos, es decir de resistencia a la
castracion (CPRC), y puede seguir proliferando (69).

En cuanto a los pacientes con CaP localizado, actualmente, la TDA en monoterapia no se considera
tratamiento de referencia y su indicacion se ha limitado para: CaP de alto riesgo y localmente avanzado,
pacientes que no desean o no pueden recibir tratamiento local, los que tienen un PSA-DT (tiempo que
transcurre para que el PSA doble su valor) < 12 meses y un PSA > 50 ng/mL, un tumor poco
diferenciado o sintomas locales molestos relacionados con la enfermedad local.

La TDA también se utiliza como neoadyuvante después de la radioterapia en pacientes de alto riesgo
para mejorar su eficacia (10).

Estas son algunas de las opciones de TDA aplicadas a pacientes con CaP (70):

- Extirpacion quirdrgica de los testiculos (orquiectomia): reduce la testosterona sérica en 12 horas
con una rapida reduccion de la carga tumoral, atrofia glandular e involucién prostatica. Ademas,
induce la detencion del ciclo celular epitelial y la progresion hacia la independencia a los
andrégenos

- Agonistas de la hormona liberadora de gonadotropina (como la leuprolida): induce efectos
similares a la orquiectomia, pero la testosterona disminuye mas lentamente

- Antagonistas de la hormona luteinizante (como el degarelix): provocan en la mayoria de los

pacientes una disminucidn de testosterona a nivel de castracion al tercer dia

1.5.2 Prostatectomia radical

La prostatectomia radical (PR) se lleva a cabo en pacientes con CaP localizado y consiste en la
extirpacion total de la prostata y las vesiculas seminales (27) que puede provocar disfuncion eréctil e
incontinencia de orina, como efectos secundarios mas destacables (71). La cirugia esta indicada en

pacientes con una expectativa de vida mayor a 10 afios (72).
1.5.3 Radioterapia

Puede ser externa, dentro o cerca de la zona que requiere tratamiento (braquiterapia). Consiste en
irradiar las células tumorales mediante is6topos radiactivos para destruir el tumor. Puede ser de manera
directa incidiendo en el ADN y/o ARN (Acido Ribonucleico) o indirectamente mediante la produccion
de radicales libres (9). Se ofrece a los pacientes con tumores localizados o localmente avanzado con

una expectativa de vida mayor a 10 afios (72).
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1.5.4 Tratamientos focales

Son técnicas minimamente invasivas que destruyen tumores pequefios limitando el dafio al tejido
circundante ya que permiten un acceso directo y dirigido a la glandula. Las técnicas principales son la
crioterapia y el ultrasonido focalizado de alta intensidad (HIFU). Los resultados preliminares de los
estudios actuales demuestran escasos efectos secundarios y buenos resultados oncoldgicos. La biopsia

junto con la RMN se utiliza para el seguimiento de estos pacientes (73).
1.6 Vigilancia activa

La vigilancia activa (VA) es una observacién indicada en pacientes con expectativa de vida > a 10 afios
gue implica examenes de seguimiento programados y predefinidos mediante el examen rectal digital,
la medicion del PSA y la repeticion de la biopsia, y se emplea para reducir el sobretratamiento en
hombres con CaP clinicamente localizado de muy bajo riesgo evitando los efectos secundarios

derivados de los tratamientos radicales (74).
1.7 Modelos para el estudio del CaP en el laboratorio
1.7.1 Modelos in vitro

Las lineas celulares son amplia y cominmente utilizadas como modelos de cancer, siendo Utiles para
reproducir, predecir y comprender los mecanismos bioldgicos y aprender como los tumores son
propensos a responder a los nuevos medicamentos. En general, las lineas celulares de cancer derivadas
del paciente albergan la mayor parte de los mismos cambios genéticos que se encuentran en los tumores
de los pacientes y s6lo un 7% de las 614 lineas celulares estudiadas en una publicacion del 2020 (entre
las que se encuentran de CaP), se parecian mucho a un tipo de cancer distinto del cual te6ricamente
procede (82).

Con objetivo de comprender la patogenia molecular del CaP, se han desarrollado varios modelos
celulares derivados principalmente de biopsias de pacientes que difieren en su origen (puede surgir de
una o de varias fuentes de células), la expresion del AR, PSA y 5-o reductasa entre otras caracteristicas
(75).

En la Tabla 7 aparecen listadas las lineas celulares de uso habitual en el laboratorio indicadas para la
investigacion en el contexto del CaP que reproducen la condicion sana (epitelio prostatico no tumoral),

el CaP dependiente de androgenos y el CaP independiente de andrdgenos.

. Linea . I_E?<pres Expresion de
Tipo celular Origen ion de AR
PSA
Epitelio pRNS-1-1 PR inmortalizada con el plasmido pRSV-T No Si
prostatico no ) o . .
tumoral RWPE-1 Células epiteliales de la zona periférica inmortalizadas con Si Si

virus del papiloma humano 18
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BPH1 Células epiteliales de una muestra transuretral de HBP No No
Epitelio
prostatico no PIN Lesion PIN humana de alto grado inmortalizada con virus S No renortado
tumoral del papiloma humano 18 P
PNTIA Células epiteliales prostaticas sanas por transfeccion con S S
SV40
RWPE-2 RWPE-1 tra'nsforr'nadas mediante el uso del virus del S S
sarcoma murino Kirsten
LNCaP Células epiteliales aisladas en nédulo linfatico Si Si
LAPC-4  Néodulo linfatico con resistencia a andrégenos Si Si
Dependjentes de LAPC-9 Metastasis en fémur bajo tratamiento de deprivacion de S S
andrdgenos hormonas
VCaP Metéstasis vertebral Si Si
MDA PCa e ) . . .
Metastasis dsea (dos éareas diferentes) Si Si
2a/2b
LuCaP Metéstasis de nédulo linfatico e higado Si Si
22Rv1 Linea de xenoinjerto CWR22R Si Si
ARCaP Ascitos aspirados de metastasis 6sea Si Si
Independientes PC-3 Metastasis & N N
de androgenos - etéstasis dsea 0 0
DU-145  Metéstasis en cerebro No No

Tabla 7. Lineas celulares mas usadas en investigacion en el estudio del CaP. Adaptado de Cunningham et al, 2015 (75).

1.7.2 Modelos in vivo

El modelo animal mas utilizado desde hace décadas para la investigacion del CaP es el ratén y lo mas
comun es la creacion de xenoinjertos derivados de lineas celulares o de pacientes (extraccion de una
porcién de tumor humano e insercion directa en el ratén bajo la piel o en el mismo 6rgano afectado) o
el uso de ratones inducidos quimicamente y modificados genéticamente (76). Esta ingenieria genética
ha proporcionado informacion importante sobre los mecanismos moleculares del CaP. Sin embargo, a
la hora de establecer cualquier paralelismo entre humano y raton, hay que tener muy presente que el
entorno del tejido de raton es heterélogo, que carece de un sistema inmunitario endogeno y que el CaP
no se desarrolla naturalmente en estos animales (13).

También en modelos de pez cebra, algunas lineas celulares como C4-2B, DU-145 y PC3-CTR se han

empleado como xenoinjertos para estudiar funciones de microARNSs (76).

En la Tabla 8 se muestran los modelos de raton in vivo mas usados en el contexto del CaP.

Modelo Alteraciones genéticas Estudio de metastasis

Escision de la secuencia codificante de Pten para

Pten favorecer el inicio y progreso del CaP Nodulos linfaticos y pulmon
TRAMP Aumento de la expresién de promotores de genes  Hueso, nédulos linfaticos, pulmén,
relacionados con la aparicién de metastasis glandula adrenal y rifién
Hi Myc Induccién de una alta e,xpresic’)n de c-myc con capacidad No
de respuesta a los andrgenos
Lo Myc Induccién de una baja expresion de c-myc No
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Deleciones en promotores que permiten estudiar el inicio

LADY -
y la progresion del tumor

Nodulos linfaticos, higado y pulmén

Estudio de AKT en la transformacién de las células
MPAKT _u .I - ! . No
epiteliales prostaticas

Tabla 8. Modelos de ratones que se utilizan habitualmente en estudios in vivo en el contexto del CaP. Adaptado de
Cunningham et al, 2015 (13). Abreviaciones: AKT, Proteina quinasa B; Pten, Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa;
TRAMP, Transgenic adenocarcinoma of the mouse prostate.

2. Reprogramacion metabdlica en el CaP

El metabolismo celular involucra procesos bioquimicos complejos a través de los cuales se consumen
nutrientes especificos. Los carbohidratos, acidos grasos (AG) y aminoacidos son el componente
principal de procesos como la glucdlisis, la fosforilacion oxidativa a través del ciclo del acido
tricarboxilico (TCA), la glucogendlisis, la lipogénesis y el ciclo de la urea (77). Lo que sucede en las
células cancerosas es una desregulacion de estas vias metabdlicas con el fin de facilitar la supervivencia,
proliferacién y metastasis en un microambiente inicialmente desfavorable que puede ser hipoxico, acido
y deficiente en nutrientes (78,79). El metabolismo de un tumor depende de factores como el tejido de
origen, el microambiente tumoral, el nivel de hipoxia, etc (77). Por ejemplo, en el gliobastoma, se
oxidan grandes cantidades de glucosa y se generan altas concentraciones de glutamina mientras que en
el adenocarcinoma pancreatico el metabolismo proteico es caracteristico y la captacion de glutamina es

preferencial sobre la glucosa o el lactato (80).

El primer ejemplo acerca de esta reconfiguracion metabdlica fue descrito por Otto Warburg, el “Efecto
Warburg”, que describe como las células malignas cambian su ruta dominante de produccion de ATP
(adenosin trifosfato) por fosforilacion oxidativa a glucdlisis aerébica. Esta evidencia se baso en la
observacion de la proliferacion elevada de las células tumorales de ascitis por un aumento del consumo
de glucosa (convertida en lactato incluso en presencia de abundante oxigeno). La rapida captacién y
metabolismo de la glucosa permite que las células alimenten varias vias no mitocondriales, como la via
de las pentosas fosfato (produce ribosa para los nucledtidos y NADPH (Nicotinamida adenina
dinuclettido fosfato) para la biosintesis reductora)), y la via de la hexosamina (glicosilacion de
proteinas y sintesis de glicerol para la produccion de lipidos complejos) (81,82). El efecto Warburg
podria ser consecuencia de un dafio en las mitocondrias debido al c&ncer, una adaptacion al ambiente
bajo en oxigeno o el resultado de que los genes cancerosos inhiben las mitocondrias debido al rol que

desempefian estas en la apoptosis.

En concreto, el metabolismo de las células prostaticas exhibe perfiles Unicos y distintos durante las
diferentes etapas del CaP ya que la captacion de glucosa no parece aumentar de forma temprana pero si
parece estar involucrada en la progresion de la enfermedad y la division celular. Es decir, las células de
CaP inicialmente no obedecen al fenotipo clasico del efecto Warburg comentado, sino que muestra una

disminuida tasa de captacion y oxidacion glucidica (razén por la cual una tomografia de emisién de
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positrones con glucosa marcada no es Util para este tipo de cancer) (80). Sin embargo, los fibroblastos
estromales adyacentes a las células cancerosas epiteliales si responden al efecto Warburg secretando
lactato que se convierte en piruvato y es utilizado en las mitocondrias por las células tumorales en el
TCA, promoviendo asi la produccion eficiente de energia (ATP a través de la fosforilacién oxidativa),
lo que resulta en una mayor capacidad proliferativa, dando lugar al llamado efecto Warburg inverso
(83).

En la prostata, la produccién de altas dosis de citrato, niveles elevados de zinc y la captacion y uso del
piruvato exdgeno como fuente para el ciclo de Krebs, hace posible mantener los niveles elevados de
citrato (componente clave del fluido prostatico) (84,85). En el CaP, se produce un cambio metabdlico
maligno que restablece un TCA 'y convierte las células prostaticas productoras de citrato a oxidantes de
este (85). A través de este cambio metabdlico fenotipico y energéticamente mas favorable, el citrato se
utiliza para la fosforilacion oxidativa y procesos biosintéticos como la lipogénesis como puede

observarse en la Figura 4.
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Figura 4. Esquema general del metabolismo celular en CaP in vivo. En el CaP, se adquieren y asimilan una amplia gama de
sustratos exdgenos para permitir la formacion y el crecimiento del tumor. La funciéon mitocondrial es necesaria para la
viabilidad del cancer ya que el ciclo de Krebs, que tiene lugar en la matriz mitocondrial, proporciona citrato para generar ATP
mediante la lipogénesis y posterior B-oxidacion o mediante la fosforilacion oxidativa. Las flechas continuas representan pasos
metabolicos Unicos y las flechas discontinuas representan procesos simplificados de varios pasos. Adaptada de Bader, D. et
al., 2020 (80). Creado con Biorender.com. Abreviaciones: CD36, Cluster de diferenciacién 36; DIL, Digestion lisosomal;
GLUTs, Transportadores de glucosa; PSs, Portadores de soluto; SLC1A5, Transportadores de aminodacidos neutros
dependientes de sodio; TMC, Transportadores de monocarboxilato; TPM, Transportador de piruvato mitocondrial; VPP, Via

de las pentosas fosfato.
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2.1. Metabolismo lipidico en el CaP

La reprogramacion del metabolismo de los lipidos y AG en las células tumorales prostaticas es un
campo bastante nuevo relacionado directamente con la patogénesis. Las desregulaciones producidas
son necesarias para cumplir con los requisitos energéticos y sintéticos del tumor en crecimiento
(estructura bésica de las membranas, modificacion postraduccional de las moléculas de
sefializacion...etc) e incluyen un aumento en la captacion y almacenamiento de AG, la lipogénesis de
novo, la elongacion de los AG y la oxidaciéon (79,86,87). Aparte, las células de CaP también son capaces
de captar otros metabolitos exdgenos (como la glutamina, el lactato, el acetato o el piruvato) que
participan como metabolitos intermediarios de vias lipidicas (Figura 4) (80). Por tanto, la inhibicion de
estos puntos clave expuestos en el metabolismo de los lipidos, podria ser una alternativa para tratar el

CaP, especialmente el avanzado (86,88).
2.1.1. Captacion y almacenamiento de &cidos grasos

Se ha demostrado que los AG que se encuentran almacenados en el tejido adiposo (TA) pueden ser
captados por las células prostaticas con objetivo de conseguir una gran fuente externa de energia ya que
los lipidos contienen un alto valor caldrico, en concreto el doble de contenido energético que los
aminoéacidos o la glucosa (1 gramo = 38 Kilojulios) (89,90).

En el CaP, esta entrada de AG es mayor, los de cadena corta pueden transportarse directamente a través
de la membrana, pero otros la atraviesan gracias a CD36 que se ha relacionado también con cambios
metabolicos y se correlaciona con la agresividad del CaP (88). Otro transportador también
sobreexpresado, aunque a nivel intracelular y relacionado con la agresividad y metastasis, es el FABP
(Proteina de uni6n a acidos grasos) (91). El responsable de la regulacion de estos transportadores de
AG es el PPARY (Receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma) un factor de trascripcion
implicado en la sintesis de lipidos por lo que su expresion también se relaciona directamente con el CaP
(92). Dependiendo del AG captado, los efectos son diferentes. Por ejemplo, el acido oleico y el
palmitico tienden a aumentar la proliferacion celular (93) mientras que el exceso de palmitato lleva a la

apoptosis (94). Por tanto, la concentracion de varios AG podria indicar el desarrollo del CaP.
2.1.2 Lipogénesis

La lipogénesis es una via anabdlica de sintesis de AG de novo, que por tanto requiere energia, que es
proporcionada por otras vias anteriores o acopladas como el ciclo de Krebs, la via de la pentosa fosfato
o la glucdlisis en forma de poder reductor (NADH, o FADH- (Flavin adenin dinucleétido) y derivados))
0 energia (ATP, guanosin trifosfato (GTP) y acetil Co-A (95,96)). En este sentido, energéticamente
hablando, es mas econémico para la célula captar AG que generarlos. Sin embargo, desde 1953, se sabe
que los AG circulantes en los tumores no determinan el grado en el que deben sintetizarse de novo para
cubrir las necesidades celulares, sino que es independiente un proceso de otro, de forma que la

lipogénesis en céancer se ve aumentada sea cual sea la situacion. Por consiguiente, es un proceso
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metabolico clave gue puede proporcionar biomarcadores y ser Util para proponer e investigar posibles
tratamientos (106).

El aumento de la lipogénesis en las células tumorales va ligado a un aumento de la proliferacion e
invasion del CaP, y en consecuencia a una sobreexpresion de enzimas y proteinas citosélicas implicadas
directamente en el proceso como son la ACLY (ATP citrato liasa que convierte el citrato que proviene
del ciclo de Krebs a acetil-CoA y oxaloacetato), ACC (Acetil-CoA carboxilasa que convierte el acetil-
CoA en malonil-CoA), FASN (Acido graso sintasa que convierte el malonil-CoA y el acetil-CoA en
acido palmitico) y el factor de transcripcion SREBP1 (Proteina de unién al elemento de respuesta al
esterol 1 que regula FASN y ACC) (98-101). La sobreexpresion de FASN se ha asociado con la
agresividad del CaP, con la aparicién de metastasis en hueso y con la supervivencia (102-105). También

se ha reportado una posible participacion del AR en la expresién de FASN ya que activa SREBP (86).
2.1.3 Elongacion de acidos grasos

La elongacién de AG es parte de la formacion de los AG. En este proceso, las desaturasas y/o elongasas
modifican los AG previamente a su utilizacion. Estas enzimas se encuentran elevadas en el desarrollo
del CaP por lo que tienen un papel clave en esta enfermedad tal y como se ha descrito, por determinar

la funcion que llevaran a cabo los AG segun su elongacion (115,116).

Entre los AG de cadena larga, los poliinsaturados (PUFA) tienen multiples funciones que pueden influir
en el destino celular depende la elongacion que tenga lugar ya que los PUFA w6 tienden a acelerar la
inflamacion, la proliferacion de células cancerosas y la metastasis, mientras que los ®3 generalmente

se oponen a estos efectos (108).

Los miembros de la familia de proteinas de elongacion de AG de cadena muy larga (ELOVL) son
enzimas clave involucradas en este proceso de elongacion de los AG. Se ha reportado que EVOLV7
esta involucrado en el crecimiento del CaP, se correlaciona negativamente con la supervivencia y es
importante para la sintesis de AG saturados de cadena muy larga y sus derivados y puede ser una diana
prometedora para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas o preventivas para el CaP (106). Por
otra parte, otro de la familia, ELOVLS5, es la enzima clave para la produccion de PUFA. Centenera et
al. lo identific6 como un factor metabdlico protumoral en el CaP que esté& regulado por andrégenos y

es fundamental para la metastasis y el crecimiento del CaP (107).
2.1.4 Lipolisis

Los AG se almacenan como gotas lipidicas en los adipocitos en forma de triacilglicerol (TG). Estos
lipidos se movilizan durante la lipdlisis de los adipocitos, el proceso fundamental de hidrolizacion de
TG a AG. La oxidacion de AG generalmente solo se asocia con su uso estructural y energético, sin
embargo, también debe ubicarse en un contexto diferente: como un guardién critico que esta regulado

por sefiales oncogénicas para impulsar el crecimiento y desarrollo del cancer, la diabetes tipo 2 y la
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enfermedad del higado graso (109). Se ha demostrado que la oxidacion de AG es importante para la
activacion de la via del PPARY, que tiene un papel en la metastasis de CaP a través de la modulacién
del proceso de transicién epitelial-mesenquimatosa (EMT) (110). Este proceso de lipolisis es llevado a
cabo por las lipasas citosélicas, aunque estudios recientes demuestran que la lipofagia (degradacion
autofagica de lipidos por lipasas &cidas) es también una via, alternativa, en el recambio de lipidos,
siendo un actor crucial en el desarrollo y metéstasis del tumor (88). Se ha confirmado que esta lipolisis
es constante en células de CaP ya que se ha observado que las enzimas participantes como el
monoacilglicerol lipasa (MAGL), la hormona sensible a lipasas (HSL) y el triacilglicerol lipasa
(PNPLAZ2) se encuentran aumentadas y que la inhibicion de dichas enzimas resulta en una disminucion

de procesos asociados a la génesis y progresion del CaP (111).

La principal via de degradacion de AG tiene lugar en la matriz mitocondrial, en el proceso de la B-
oxidacion, donde el AG se convierte en acetil-CoA generando ATP en el ciclo de Krebs. Esta energia
liberada en forma de ATP es importante sobre todo en el estrés oxidativo producido en las células
tumorales ya que se consigue soportar la alta demanda energética durante el transcurso de los procesos
tumorales y posibilita la produccion de NADPH para eliminar especies reactivas de oxigeno y proteger
a las células (93). Existen evidencias experimentales que describen un aumento de la actividad de las
enzimas implicadas en esta via como son la CPT1A (carnitina palmitoiltransferasa | o)) que cataliza la

transferencia de AG de cadena larga a la mitocondria para una mayor oxidacion o la AMACR (112,113).

En la Figura 5 se muestra un diagrama esquematizado del metabolismo de los AG en las células de CaP.
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Figura 5. Resumen del recorrido metabdlico de los AGs en las células de CaP. Adaptada de Huan, X. et al., 2021 (86).
Abreviaciones: SCD, Estearoil-CoA Desaturasa; MUFA, Acidos grasos de cadena larga monoliinsaturados; PE,
Fosfatidiletanolamina; PS, Fosfatidilserina; ATGL, Dominio de fosfolipasa similar a patatin, DGAT1, Diacilglicerol O-

aciltransferasa 1.

Poniendo en contexto la importancia de las enzimas lipogénicas y lipoliticas en el CaP, se han

convertido en una estrategia anticancerigena prometedora (Tabla 9).
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Compuesto Diana Modelo de estudio Efectol/s Ensayo clinico

Disminuye el crecimiento tumoral en

In vitro e in vivo T, .
combinacién con enzalutamida

Perhexilina (114) Aln no para CaP

CPT1A —
Reduce el crecimiento tumoral en

Etoxomir (115)

In vitro e in vivo

xenoinjertos de VVCaP de ratones

Fase Il

Ranolazina (114)

B-oxidacion

In vitro e in vivo

Disminuye el crecimiento tumoral en
combinacién con enzalutamida

Aln no para CaP

Suprime el crecimiento tumoral en un
15% en xenoinjertos 22Rv1 (y hasta
un 97% en combinacién con
paclitaxel)

TVB-2640 (116) In vivo Fase |

FASN

Actividad antitumoral en organoides
humanos de mCPRC y modelos de
xenoinjerto 22Rv1 y LNCaP-95

IP1-9119 (117) In vitro e in vivo Aln no

Inhibicion de la lipogénesis junto con
bloqueo del crecimiento y de la
metastasis

Fatostatina (118) SREBP Raton con CaP Aln no

Tabla 9. Compuestos propuestos para tratar el CaP en el contexto del metabolismo lipidico. Fuente: Gio, F. et al., 2022 (119).

En cuanto a la perhexilina y la ranolazina, su uso como tratamiento esta aprobado como tal para la
angina, pero por su mecanismo de accion se ha propuesto que pudieran ser Gtiles para el CaP. Entre los
compuestos que si estan en ensayos clinicos para el CaP especificamente, hay que destacar que TVB-
2640 ha mostrado una tolerabilidad favorable ya sea en monoterapia 0 en combinacion con taxano en
cuatro pacientes (120) y que la fase 11 en la que se encontraba etoxomir ha tenido que ser finalizada

prematuramente dada la hepatotoxicidad causada en pacientes con insuficiencia cardiaca (121).
3. Microambiente tumoral

La biologia de los tumores s6lidos debe comprenderse como un conjunto de componentes celulares y
acelulares (122,123) (como se puede observar en la Figura 6) dentro de un entorno que se conoce como
microambiente tumoral, concepto que se remonta a 1863 (124).

Existe una asociacion entre los microambientes proinflamatorios preexistentes y un mayor riesgo de
cancer (125). De hecho, el desarrollo del cancer de mama no se da sin una previa infiltracion de células
inmunes en el tejido adiposo (126). Algunas de estas células tienen accién antitumoral (CD8+, Th-1y
neutrdéfilos) y, sin embargo, otras, favorecen la metastasis como las células T reguladoras (123,127) o
promueven fenotipos inmunosupresores como las células B (123,128) y los macro6fagos de fenotipo M2.
Estos ultimos también inducen la angiogénesis (al igual que los neutréfilos en etapas avanzadas y las
células endoteliales vasculares) (3,12,126).

El sistema nervioso curiosamente también participa en el desarrollo y la metéstasis de células solidas y
canceres hematoldgicos (130-132). De hecho, la invasién perineural se correlaciona con un mal
pronostico en el CaP, cancer de mama, colon y ovario (132-134).

En cuanto al denominado microambiente mecanico, depende en gran medida de componentes

intracelulares, componentes extracelulares que forman la matriz extracelular (como los fibroblastos
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asociados al cancer), la integrina y células del estroma (fibroblastos y adipocitos) (135) e influye en los
oncogenes o supresores de tumores, la morfologia celular, la carcinogénesis del cancer y las respuestas
terapéuticas (124). En cuanto a los adipocitos, las células mesenquimales derivadas de este, promueven
la progresién del cancer al inducir inflamacién y reclutamiento de células inmunes (125,136) y los
adipocitos asociados al cancer (CAA), proveen AG al tumor, estimulan a las células cancerosas para
aumentar la B-oxidacion de AG (125,137) y contribuyen directa o indirectamente en la proliferacion,
apoptosis, metabolismo, angiogénesis e invasion de las células tumorales (demostrado in vitro en cancer
de mama) por el incremento en la produccion y liberacion de algunas adipoquinas (12,29,30). Estos
CAA son adipocitos desdiferenciados con abundantes mitocondrias y mayor secrecion de factores
inflamatorios, de crecimiento y angiogénicos (125,139).

Es evidente por tanto la importancia de las células no malignas dentro del microambiente tumoral, por
lo que son dianas muy interesantes. Ademas, la estabilidad de su genoma hace que sea menos probable

la adquisicion de quimiorresistencia, hecho que si ocurre con las células tumorales (76).

= Fibroblastos =" Células endoteliales vasculares

3w Fibroblastos asociados al cancer Células T

Adipocitos asociados al cancer (CAA) : Células B
Invasion perineural f’» Macréfagos

@ Células tumorales Neutréfilos

§ Extravasacién (migracién) Células dendriticas

Citoquinas, quimioquinas, exovesiculas...etc

Figura 6. Escenario general del microambiente tumoral con las células y estructuras especializadas que lo componen. Creado
con Biorender.com.

3.1 Microambiente tumoral del CaP

Estudios recientes ponen de manifiesto que la oncogénesis prostatica implica una comunicacion cruzada
entre las células epiteliales y el estroma circundante a través de una secuencia de cambios celulares
intrinsecos y alteraciones del microambiente tumoral que controlan la gravedad de la enfermedad, la

capacidad metastésica y la resistencia a las terapias convencionales (140).

Varios componentes de la matriz extracelular se han descrito en la diseminacién y propagacion del CaP.
En un estudio in vitro con células PC3, se ha reportado que el coldgeno tipo | puede facilitar la
colonizacion y el crecimiento de células de CaP metastasicas en el microambiente dseo (141). En cuanto
a los cambios en las interacciones célula-célula, se ha reportado por una parte la pérdida de adhesion
mediada por E-cadherina y por otra la regulacion al alza de N-cadherina y cadherina-11 (142). Y en el

CaP avanzado, se ha visto un aumento de la produccion de metaloproteinasas de la matriz extracelular
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(MMPs)-2, -7, -9 y MT1-MMP dentro del microambiente tumoral y en circulacion, lo que podrian ser

utilizadas como herramientas de prondstico (143).

Los fibroblastos asociados al cancer conducen a la formacion de un "estroma reactivo™ descontrolado
que estimula la proliferacion y la agresividad de las células cancerosas y afecta la respuesta al
tratamiento. En la transformacién neoplésica prostéatica, las células del musculo liso se reemplazan por

estos fibroblastos asociados al cancer (144).

Las células endoteliales, tal y como se ha demostrado in vitro su participacion en la autofagia al suprimir
la expresion de AR, lo que conlleva la inestabilidad de proteinas de adherencia y en ultimo término la

promocion de la metéstasis e invasion del CaP (145).

En cuanto a las células inmunitarias, estudios histolégicos ponen de manifiesto que la infiltracion de
éstas (causada por reflujo urinario, dieta alta en grasas...etc) se asocia con CaP de alto grado (146). En
este contexto, la inflamacién persistente provoca una afluencia de varias células y un medio rico en
citoquinas y quimioquinas como puede observarse en la Figura 7, que desempefian un papel en el control
de la angiogeénesis y la proliferacion celular (147).

Diferentes estudios han establecido relaciones entre el nicho inmune y el mal prondstico y peor
supervivencia en pacientes con CaP como por ejemplo el aumento en la densidad de volumen de los
macro6fagos y la expansion del tumor por la secrecion de FGF-2 por los mastocitos (148,149). EI TNF-
a en funcion de los estimulos puede contribuir en la regresion de la prostata después de la TDA (150)
o promover la proliferacién celular y el crecimiento tumoral mediante la activacion de NFkB (Cadenas
ligeras kappa de las células B activadas) entre otros (151); la IL-6 actua sobre las células epiteliales
prostaticas de forma paracrina para modular la progresion tumoral (152), la IL-8 provoca una mayor
adherencia de las células cancerosas al endotelio, lo que mejora la angiogénesis tumoral y la
diseminacidon metastasica desensibilizando las células CaP a los andrégenos y facilitando la progresién
hacia mCPRC (153) y los receptores de quimiocinas CXCR4, CXCR6 y CXCR?7 se relacionan con la
patogenia del CaP (154).

También el tejido adiposo periprostatico (TAPP), que se desarrollara en el proximo apartado, es un
tejido metabdlicamente activo que rodea el tumor de prostata y podria contribuir activamente en la

progresion y agresividad del CaP.

En definitiva, la remodelaciéon del microambiente tumoral constituye un paso crucial en el impulso de
la invasividad del CaP que incluso a veces se da durante las etapas preneoplasicas. Esto sumado a que
los ensayos clinicos con inhibidores de la angiogénesis y otros procesos relacionados con el
microambiente tumoral del CaP han fracasado (155), impulsan a seguir profundizando en la implicacion

del microambiente tumoral en la fisiopatologia del desarrollo y agresividad tumoral.

En la Figura 7 se muestra un diagrama esquematico del microambiente tumoral en el CaP.

33



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

El papel del tejido adiposo periprostatico en el metabolismo lipidico del tumor y el impacto de sus
vesiculas secretadas en la progresidén del céancer de prostata

SILVIA SANCHEZ MARTIN

FGF
VEGF
TGF-B
COX-2
PDGF

N

.y ‘ L . .
Inflamacion -+~ Adipocitos
Células TCD3+ o “-iieo: @ISEieieSIbOMEE e *-. . '
Células B CD20+ e, ¥ Hormonas, citoquinas
Macrofagos Nieesodsaers” y adipoquinas
NK Quimioquinas v
g - : & . VIM GDFI15
o . y citoquinas R .
Macrofagos y citoq e '-i.".’;; ‘[ b Fsp FGF
b P [ 7 asma HoF
g &' TGF-B  VEGF
éﬁf%ii? ILs HIF-1a
@ Células de CaP Fibroblastos
@ (élulas madre de CaP
=@ FAC
@ Células inmunes
SES MEC

Figura 7. Interacciones en el microambiente tumoral en el contexto del CaP. Adaptada de Hisham, F. et al., 2021 (156).
Creado con Biorender.com. Abreviaciones: COX-2, Ciclooxigenasa-2; FAC, Fibroblastos asociados a cancer; FCG, Fibras
colagenas; HGF, Factor de crecimiento de hepatocitos; HIF-1a, Factor 1-alfa inducible por hipoxia; ILS, Interleuquinas;
PDGF, Factor de crecimiento derivado de plaquetas; PNC, Proteinas no colagenas; VEGFA, Factor de crecimiento endotelial
vascular A; VIM, Vimentina; FSP, Proteina especifica de fibroblasto; A-SMA, Actina del musculo liso alfa.

4. Tejido adiposo

El tejido adiposo (TA) en mamiferos, es de tipo conectivo laxo y se origina a partir del mesénquima
embrionario, almacena el exceso de energia en forma de grasa, y aisla y protege mecanicamente a
6rganos vitales (123).

El TA regula diferentes procesos metabdlicos y fisiolégicos como el balance hormonal, la inflamacion,
la hipoxia, la hematopoyesis, la linfopoyesis y es considerado un érgano endocrino ya que secreta
factores lipidicos o proteicos denominados adipoquinas con funciones endocrinas y paracrinas.
Ademas, juega un papel importante en la iniciacion y progresion de tumores puesto que se adapta
dindmicamente a las necesidades metabdlicas de las células cancerosas, pero los mecanismos

subyacentes aun no se han estudiado en profundidad (157,158).
4.1 Tipos y composicion del tejido adiposo

Histol6gicamente, se distinguen tres tipos principales de TA: el TA blanco, que representa mas del 95%
de la masa grasa; el TA marron, que representa el 1-2% de la masa grasa; y el TA beige, que es dificil
de cuantificar ya que se encuentra disperso debajo de la piel cerca de la columna y la clavicula en
adultos y no se puede extraer en su totalidad. EI TA blanco, implicado en la homeostasis metabdlica, es
el TA maés dindmico del cuerpo humano y representa del 2 al 70% del peso corporal (159). EI TA
marrén, a diferencia del TA blanco estd especializado en la termogénesis y contiene varias gotas
pequefias de lipidos y mitocondrias con una alta expresion de la proteina desacopladora UCP1. Ademas,

estda mucho mas inervado y vascularizado que el TA blanco y en los recién nacidos supone el 5% de su
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masa corporal. El TA beige es resultado de la adquisicion de propiedades morfoldgicas de los adipocitos
marrones por parte de los blancos (proceso denominado browning) por la accién de ciertos estimulos
como el frio (<20°C) y el ejercicio fisico que activan la secrecion de una hormona denominada irisina
(160).

Atendiendo a su localizacion en el organismo, el TA blanco se clasifica en visceral, subcutaneo e
intramuscular. El TA visceral se diferencia del subcutaneo en que el primero secreta citoquinas y
factores proinflamatorios, que tienden a inducir un ambiente desfavorable para los 6rganos y contiene
adipocitos de mayor tamafio menos sensibles a la insulina y menos avidos por la captacion de AG. El

TA subcutaneo, por otro lado, es mas un productor de energia y calor (86).

En personas no obesas, la mayoria del TA es del

Tejido adiposo blanco Iejido adiposo marrén
tipo subcutaneo que se encuentra entre la piel y
. . Intramuscular Cervical

la  cavidad peritoneal y  representa itk /

Penarticular ./ I
. o Mamario Bt .

aproximadamente el 80% de los depdsitos de Epicirdico \Y !
Pernivascular =

grasa, seguido por el TA visceral que se localiza Médula ésea '

dentro de la cavidad abdominal rodeando los Subeutinea T

~——
N

organos (5-20%) y el TA intramuscular que

agrupa ml'JItIpIes depéSitOS pequeﬁos' Otros Visceral/retroperitoneal

Inguinal

depdsitos de grasa distribuidos en otras zonas del nciniiioonali

cuerpo son el periarticular, el mamario, el

gestaepicéardico y el perivascular.

El TA blanco, también conocido como tejido Figura 8. Distribucién principal del tejido adiposo blanco y

del tejido adiposo marron en humanos adultos. Adaptada de

adiposo unilocular, se encuentra principalmente Gesta, S. et al,, 2019 (161),

debajo de la piel, rodeando 6rganos internos,
alrededor de las articulaciones, en las mamas femeninas, entre el epicardio y el miocardio, alrededor de
los vasos sanguineos y dentro de la médula dsea; asi como el TA marrén se encuentra sobre todo en la

region supraclavicular, cervical, paravertebral y en las areas tiroideas (Figura 8) (90,158).

En cuanto a la composicion celular del TA, el 90% del volumen son adipocitos, y el resto son células
que forman la fraccion estromal-vascular que incluye preadipocitos, células endoteliales, fibroblastos,
pericitos, células madre mesenquimales derivadas de TA (ADMSC), y células del sistema inmunitario
innato y adaptativo (macréfagos, mastocitos, células dendriticas, neutrofilos, eosindfilos, linfocitos y
celulas espumosas) (Figura 9). La proporcion de los diferentes tipos celulares presentes en la fraccion
estromal-vascular puede variar segun la situacion fisioldgica (como la inflamacion) y la localizacion y
se puede considerar como un tejido conectivo un tanto atipico puesto que posee muy poca matriz
extracelular (MEC).
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Los preadipocitos son morfolégicamente similares a los fibroblastos que, tras la estimulacion adecuada,
derivan en adipocitos maduros. La capacidad de los preadipocitos para proliferar y diferenciarse, asi
como su susceptibilidad para sufrir apoptosis, difiere segln la localizacion del tejido y el estado
metabolico y patoldgico del paciente. En cuanto a la presencia de ADMSC en el TA blanco del adulto,
pone en evidencia la capacidad para generar nuevos adipocitos, hecho que constituye otra diana de
estudio en torno a la homeostasis energética y obesidad (162). Y el tipo celular inmunitario méas
abundante en TA blanco son los macréfagos, que aumentan proporcionalmente con la obesidad y su
infiltracion se acentla alrededor de los adipocitos necrdticos eliminando las gotas de lipidos residuales
de dichos adipocitos (157,163,164).

En conclusion, la complejidad celular del TA pone atin mas en evidencia un papel dindmico y activo en

la regulacion de la homeostasis energética.

PN \\///, . MEC ® Linfocitos
— 2
¢ Q‘ = - Fibroblastos
\ | N 5 Mastocitos
Ve I \
K\

W, < ADMSC R
3 R o2 ."_// It \ 2 W Macrofagos
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! - ) Adipocitos maduros
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Figura 9. Heterogeneidad celular caracteristica del tejido adiposo: adipocitos y fraccién estroma-vascular. Creado con
Biorender.com.

4.2 Obesidad y cancer

La obesidad se produce por una acumulacion excesiva de TA a causa del desequilibrio energético por
el estilo de vida que puede ser agravada por rasgos genéticos y se ha relacionado con muchas
enfermedades incluyendo las cardiovasculares, las hepéticas, la diabetes tipo 2, la hipertension, la
dislipemia y también el cancer segun evidencias de la Gltima década (165). De hecho, se han estimado
en este sentido varias asociaciones: a la obesidad se le atribuye al 4-8% de todos los canceres (165);
mas del 40% de los pacientes con CaP, cancer de mama, colon, higado y pancreas son obesos (123); la
supervivencia es baja en pacientes obesos con cancer de mama, colorrectal o uterino; y la probabilidad
de recurrencia es muy alta en aquellos con CaP, cancer de mama, colorrectal y gastroesoféagico (165).
Uno de los problemas que presentan estos pacientes oncol6gicos obesos es que no responden bien a la
quimioterapia estandar por lo que las guias American Society of Clinical Oncology (ASCO)
recomiendan evaluar y prescribir la quimioterapia en funcién del peso (166).

Los estudios centrados en esta asociacion obesidad-tumor se basan en datos antropométricos y estilo de
vida en humanos, asi como el uso de modelos animales y/o lineas celulares. Respecto a la primera
aproximacion, un estudio en mujeres postmenopaldsicas, revel6 que tener un IMC>30 kg/m? es un factor
de riesgo de padecer cancer de mama y que en un 30% de las pacientes podria haberse evitado (167).
En cuanto a los estudios experimentales, se listan a continuacion algunos efectos de la obesidad que se

han visto en distintos tipos de tumores (Figura 10):
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- Colon: aumento de la proliferacion, metastasis y quimiorresistencia del tumor debido a una
mayor produccién de IL-6, I1L-4, IL-8, aumento de colonias de granulocitos y nimero de
macro6fagos (168), leptina (LEP), resistina y grelina segun datos in vitro y en ratones (169)

- Mama: estudios de co-cultivo de lineas celulares tumorales y adipocitos se ha observado un
aumento de la proliferacion y migracion de las células tumorales por una mayor captacion,
acumulacion y oxidacién de AG en el tumor (137)

- Endometrio y ovario: la obesidad se ha asociado a una mayor sintesis de estradiol a partir de
androgenos gracias a la aromatasa presente en el TA periférico (aunque los datos
epidemioldgicos son limitados e inconsistentes) (170)

- Higado: estudios in vitro han revelado que el co-cultivo de heptatocitos y adipocitos, provoca
una inhibicién de la apoptosis de las células cancerosas que podria deberse a la sobreexpresion
de una citoquina que induce la infiltracion de neutréfilos (IL-17A) y un oncogen (URI1
Prefoldin Like Chaperone) (171)

- Péncreas: se ha observado que un aumento en la proliferacion, inflamacion y quimiorresistencia
que podria ir asociado a la alteracion de la microbiota intestinal y al aumento de la liberacion
de insulina, factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), adipoquinas (lipocalina-2, LEP,
resistina, apelina y visfatina), citoquinas (TNF-a, IL-6 e IL-1) y estrogenos tal y como se ha

visto en modelos de rata, ratén y lineas celulares (172)

Hemos destinado el apartado 4.1.2 para centrarnos en el tejido adiposo que rodea la prostata, el TAPP,

y su asociacion con la obesidad y el CaP.

En definitiva, comprender la interaccién entre los adipocitos y las células tumorales in vivo sigue siendo
un vacio importante en este campo por lo que se requieren mas estudios, siendo el cancer de mama y
de colon las neoplasias malignas con mas datos en el campo en mujeres (especialmente tras la
menopausia) y hombres, respectivamente segun la agencia federal de los Estados Unidos Centers for

Disease Control and Prevention (https://www.cdc.gov).
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Figura 10. Relacion entre la obesidad y el riesgo asociado con el desarrollo de cancer, su recurrencia y mortalidad. Es probable
que diferentes mecanismos conduzcan al desarrollo de diferentes tipos de cancer. Fuente: Sukanya, P. et al., 2023 (165).
Creado con Biorender.com. Abreviaciones: ADI, Adiponectina.

4.3 Tejido adiposo peritumoral

El TA circundante al tumor se denomina tejido adiposo peritumoral (TAP) y se ha involucrado en
diferentes procesos potenciando la agresividad tumoral.

En general, factores secretados por el Tejido adiposo peritumoral
TAP (adipoquinas, quimioquinas,

Adipogénesis  PPARy/CEBPa |
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Figura 11. Papel oncogénico general del tejido adiposo peritumoral.

potenciadora alfa), hecho que se ha  Adaptada de Heeju, N. et al., 2023 (176). Creado con Biorender.com.

Abreviaturas: HGF1, Fibroblasto gingival humano -1; PGEZ2,

corroborado en el TAP de mama Prostaglandina E2.

tanto in vitro como in vivo que

conlleva una potenciacion de la invasividad de las células tumorales (174) asi como también se ha
reportado una disminucién en la adiponectina ya que desempefia un papel protector evitando la
angiogénesis, migracion e inflamacién segiin modelos in vitro en higado entre otros (175).

También se ha observado en el TAP una activacion de la lipdlisis provocada por las células tumorales
conduciendo a la movilizacion de AG de los CAA hacia el tumor que se almacenan y oxidan en las
células tumorales promoviendo la proliferacién y migracion tumoral. Esta liberacion de AG por los
CAA parece ser propiciada por las lipasas ATGL y HSL segun experimentos de co-cultivo entre lineas

celulares tumorales de mama y de adipocitos (137).
4.3.1 Tumores estrechamente relacionados con el tejido adiposo peritumoral

En el cancer de mama, el TAP participa desde la tumorigénesis hasta la metéstasis e invasividad pasando
por la progresion tumoral. Primeramente, los CAA contribuyen a la tumorigénesis al secretar mayores
niveles de LEP, TNF-a y MCP-1 (Proteina quimioatrayente de monocitos de quimioquinas) (177) y al
formar una estructura similar a una corona con adipocitos muertos rodeados de macréfagos (CLS:

crown like structure), segin puede verse microscépicamente, que actlan como mutagenos (178). En
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cuanto al evento de progresion tumoral, viene favorecido por la conversion morfolégica de los
adipocitos blancos maduros mediante el efecto browning (tal y como se ha visto al poner en contacto
explantes de TAPP y una linea celular de adipocitos) (179) y por la secrecién aumentada de LEP,
autotaxina e IGF in vitro (180,181) y MMP11 in vitro (174). Y respecto a la invasividad y metastasis,
los AG provenientes de la lipolisis de los CAA influyen en la integridad de la matriz extracelular (182)
y la EMT (183). En concreto, en el cancer de mama triple negativo, la abundancia de CCL5 en el TAP
se asocia con metastasis y una peor supervivencia general (184). También se ha reportado que los
preadipocitos y adipocitos maduros del TAP pueden ser estimulados por las células tumorales para ser
convertidos a células similares a fibroblastos que también colaboran en la adquisicion de este fenotipo
invasivo de las células de mama in vitro e in vivo (183). Ademas, se sabe del papel en la resistencia a
la radioterapia por parte de los CAA via Chkl (quinasa que regula el ciclo celular) e IL-6 segln

resultados in vitro (185).

En el cancer de ovario, los adipocitos situados dentro del epiplén u omento (repliegue peritoneal
formado por cuatro capas de TA) participan en el alojamiento inicial de las células tumorales, en su
supervivencia (por la secrecién de IL-8) (186), en las tres etapas principales de la metastasis en este tipo
de cancer (desprendimiento del tumor primario, migracién por el liquido peritoneal e invasion
mesotelial) (187,188) y en la quimiorresistencia (189).

En la leucemia, la disminucion de la hematopoyesis se ha atribuido a una alteracién de la funcién del
TA de la médula (190). Los adipocitos ademas estimulan la proliferacion y supervivencia de las células
leucémicas mediante la alteracion del metabolismo y la secrecion de diversos factores de crecimiento
(como VEGF e IGF-1), citoquinas y quimioquinas (como IL-6, IL-8 y CCL-2), moléculas de matriz
(fibronectina y colageno), hormonas (LEP y ADI) y metabolitos (como AG y lactato) (190). También
se sabe que el TAP contribuye a la quimiorresistencia porque aqui pueden alojarse las células madre
leucémicas (191) y porque aporta glutamina, que contrarresta la degradacion de asparagina y glutamina

inducida por el farmaco L-asparaginasa (192).

En el melanoma, los adipocitos promueven la proliferacion de células tumorales mediante la secrecion
de adipoquinas (193) y podrian participar en la metastasis regulando positivamente los niveles de la
quimioquina CCL21 en los ganglios linfaticos aumentando la expresion de su receptor (CCR7) en

celulas de melanoma y provocando la expresion de genes asociados a la EMT en el tumor (194).

En céncer de higado, el microambiente inflamatorio cronico de bajo grado tipico de este tumor es
propiciado en parte por la liberacion de LEP y AG por parte del TA visceral (195). En tumores hepéaticos
humanos, se asocia la expresion elevada de URI con un incremento en los niveles de IL-17A y de su
receptor (IL-17RA) en el tejido peritumoral de pacientes obesos tanto a nivel de RNA como de proteina
(196).
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En el cancer de pancreas, se ha establecido que la infiltracidn de la grasa peripancreatica se asocia con
un peor pronostico (197) y que la activacion de una respuesta inflamatoria en el TA intra o
peripancreéatico provoca inflamacidn y fibrosis en el tejido pancreatico promoviendo la progresion del
tumor y quimiorresistencia. Ademas, la liberacion de AG, glicerol, glutamina y metaloproteasas por

parte de los adipocitos peritumorales ayudan en el crecimiento tumoral y la metéstasis (198,199).

En el cancer de colon, el TAP esta expuesto a un proceso de EMT que conduce a la adquisicion de un
fenotipo de adipocito menos diferenciado que favorece la progresion tumoral en ratones (200). También
se ha descrito una mayor secrecion de marcadores inflamatorios en explantes de TAP a través de un
mecanismo independiente de COX-2 y PPARYy (168) que conduce a la activacion de la peroxidacion
lipidica y en ultimo término a la proliferacion, diferenciacion, supervivencia celular, migracion,
apoptosis y angiogénesis (201). Ademas, el aumento de la secrecién de LEP y visfatina por parte del
TAP ejercen propiedades proinflamatorias, mitogénicas, antiapoptoticas, angiogénicas y migratorias
(125,202).

En las células de cancer de estomago, a causa de la proximidad de los adipocitos al tumor, se han
encontrado niveles aumentados de &cido palmitico y &cido oleico que contribuyen a la alta proliferacion

de las células tumorales (203,204).

En cuanto al mieloma mdltiple, se ha demostrado que las adipoquinas y factores inflamatorios
secretados por los adipocitos, estan implicados en todas las fases de tumorigénesis, transformacion,
proliferacién, invasion, angiogénesis, metéstasis y quimiorresistencia (205-207). También se han

descrito mayores concentraciones de IGF-1 asociadas con una peor supervivencia (208).

En la Tabla 10 se detallan los efectos de los adipocitos en los diferentes tipos de cancer descritos

previamente y los mecanismos moleculares asociados y las diferentes moléculas secretadas.

Tipo de cancer

Secrecion TA peritumoral

Mecanismo/s molecular/es

Efectos sobre el tumor

Mama

MARCO, VSIG4, versicano,
CD44 y AdipoR1

Inflamacién

Triacilglicéridos y AG (CLS)

Especies reactivas de nitrdgeno

Tumorigénesis

AG

Captacion de AG, B-oxidacion
mitocondrial y EMT

Proliferacion, migracion,
invasién y metastasis

LEP

Migracion de macrofagos

Crecimiento y
quimiorresistencia

IL-6, IL-8, MMP9, MMP11,

EMT, JAK/STAT3, Akt PLOD2 y

Invasion, metastasis,

PAI-1y MCP-1 respuesta al dafio del ADN radioresistencia y migracion
ATX Hidrolisis de lisofosfatidilcona en Invasion, migracion y
lisofosfatidato supervivencia
TNF-a Aumento de estrégeno Agresividad
IGF-1 PISK/AKT y MAPK Proliferacion
IGFB-P2 MMP2, E-cadherina Migracidn e invasion
Colageno VI 'y endotelina Reclutamiento de macréfagos Tumorigénesis y desarrollo
GDF15 pAkt Resistencia a trastuzumab
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Crecimiento, migracion e

Resistina TLR4/NF-xB/STAT 3, EMT . L
invasion
Mama Adipsina C3a/C3aR Proliferacién y crecimiento
Gadiponectina Autofagia Invasion
B-hidroxibutarato Epigenética Crecimiento tumoral
JAK2, Akt y ERK Anti-apoptosis (proteina Mcl-
LEP 1)
MMP-2 y MMP-7 (ERK y JNK) Invasion mesotelial
Acido araquidénico Akt y apoptosis inducida por cisplatino Quimiorresistencia
Colageno VI Se desconoce Remodelacién de la MEC
HGF, IGF-1, FGF, IL-6, IL-  Reduccion o inhibicién de E-cadherina, Metastasis (Desprendimiento
8, IL-11 e IL-33 B-catenina y caveolina-1 del tumor primario)
IL-8, TIMP-1, IL-33, MCP- ERK, PIBK/AKT/mTOR, EKR1/2 'y Metatasis (Migracion por el
Ovario 1, HGF, LEP e IL-6 INK1/2 y STAT3 liquido peritoneal)
IL-6 VEGF (STAT3) Ascitis (metastasis distantes)
TNFa CD44 (activacion INK 'y HGF) Invasién mesotelial
Acetil Co-A carboxilasa, CPT1y
SIK2 PI3K/Akt L L
SREBPICFASNy SREBPZHMGCR | o/ntesis y oxidacion de AG
Apelina AMPK-CPT1
IL-17A STAT3/FABP4 Captacion de lipidos
Expresion FABP4 y ROS Metéstasis y quimiorresistencia
AG CD36 Invasion, migracién, a({hesif')n,
clonogenicidad y metéstasis
Supervivencia,
AG Metabolismo quimiorresistencia y
crecimiento
ADI AMPK y metabolismo Supervivencia
LEP y CXCL12 Se desconoce Proliferacion, migraciony
quimiorresistencia
PIM-2 Proteccion citotoxicidad
Leucemia Glutamina Fuente local Quimiorresistencia
Aldo-cet_o reductasas y Absorcién y metabolizacion de farmacos
carbonil reductasas
IL-6, CCL-2, IL-8, CXCL12,
CCL-20, IGF-L, VEGF, o cimiento angiogénesis, inflamacion y o o
TGF-p, lactato, AG, ATP ' L L Proliferacién y supervivencia
extracelular, fibronectina y quimiotaxis
colageno
LEP, resisti_na, visfatina, AKT, mTor y ERK Ffro_lifera(_:ién y_
osteopontina y PAI-1 quimiorresistencia
Acido palmitico Akt Proliferacion y crecimiento
tumoral
Proliferacion, invasion,
AG FATP metastasis y crecimiento
tumoral
Melanoma 59 MMP-2, COX-2,
ciclina D1, Bcl-2, Bel-xL, AKT/mTOR

Mcl-1, survivina e |AP-2

IL-6, MMP9 y vimentina KISS1 y E-cadherina

HGF, VEGF y endocan Angiogénesis

Invasion y metastasis

FASN, Cav-1, glicoproteina

Py PD-1 Linfocitos T

Quimiorresistencia
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AG, glicerol y factores
inflamatorios

Inflamacion, resistencia a la insulina,
peroxidacion lipidica y estrés patégeno
del reticulo endoplasmico

Acido linoleico

Interrupcién de la funcién mitocondrial y
pérdida selectiva de células T CD4+
intrahepaticas

Tumorigénesis (microambiente

inflamatorio crénico de bajo
grado)

Higado
IL-6, TNF-0, LEP, MCP-1€ o1 AT3, PI3K/AKT/MTOR, ERK y INK o
HIF-1 Proliferacion
LEP STAT3, hTERT, ciclina D1 y BAX
NF-«B, insulina y Akt/STAT3 Inhlbl?lon.mﬂamamoﬁ
ADI angiogénesis y migracion
AMPK 'y C-Jun Apoptosis
AG Migracion, invasion, EMT y
Se desconoce resistencia a gemcitabina
Glutamina
- TNF-a, IL-1 B, IL-6, LEP,
alcieas istina, li ina- Proliferacion
resistina, lipocalina-2, NF-kB, MAPK/ERK y JNK
apelina, visfatina e IGF-1
(obesos)
MMP-11y colageno | Remodelacion de la MEC Invasion y metastasis
TNF-o PI3K/AKT/mTOR y NF-kB Proliferacion, angiogénesis y
metéstasis
IL-6 JAK/STAT3 Proliferacion
LEP JAK/STAT, PI3K y MAPK Inflamacion, antiapoptosis y
angiogénesis
ERK/MAPK, PI3K/AKT, NF- B y B1- - S
. . Inflamacion y angiogénesis
Colon L integrina
Visfatina —
Union CXCR4 y CXCRY7 a factor 1
derivado de células estromales Supervivencia y migracion
Acido oleico Metabolismo, autofagiay EMT
Proliferacion, diferenciacion,
4-HNE MAPK, PI3K-AKT-mTOR y NF-xB supervivencia, migracion,
apoptosis y angiogénesis
Acido oleico y 4cido .
Estémago L y Akt Invasividad
palmitico
Proliferacion y unién a
LEPelL-6 IAKISTAT elementos de la MEC
Activacion de la autofagia y reduccion de
LEP y adipsina la apoptosis Quimiorresistencia
NF«B y PI3K/Akt
Resistina IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-12 y TNF- a Proaresion
Mieloma activan via INK g
Tumorigénesis, transformacion,
TNF-a Inflamacion proliferacion, supervivencia,

invasion, angiogénesis,

metastasis y quimiorresistencia

Malondialdehido y 4-
hidroxinonenal

Reduccion PTEN y via PI3K/AKT

Expansion

Tabla 10. Mecanismos moleculares involucrados y efectos del TAP sobre algunos tipos de cancer. Adaptado de Dumas et al.,
2021 (209). Abreviaciones: AKT, Proteina quinasa B; AMPK, Subunidad catalitica alfa 1 activada por AMP de proteina
quinasa; ATX, Ectonucledtido Pirofosfatasa/Fosfodiesterasa 2; BAX, BCL2 asociado a X regulador de apoptosis; CD44,
Cluster de diferenciacién 44; ERK, Proteina quinasa 1 activada por mitégenos; FATP, Familia de transportadores de solutos
27 Miembro 1; FGF, Factor de crecimiento de fibroblastos; GDF15, Factor de diferenciacion de crecimiento 15; HMGCR,
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3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa; hTERT, telomerasa transcriptasa inversa; IGFBP2, Proteina 2 de unidn al factor de
crecimiento similar a la insulina; JAK, Janus quinasa; JNK, Proteina quinasa 8 activada por mitégenos; KISS1, Supresor de
metastasis KiSS-1; MAPK, Proteina quinasa activada por mitégenos; MARCO, Receptor de macréfagos con estructura
colagena; mTOR, Mechanistic Target Of Rapamycin Kinase; PAI-1, Miembro 1 de la familia E de Serpin; PD-1, Muerte
celular programada 1; PIM-2, Protooncogén Pim-2, serina/treonina quinasa; PI3K, Fosfatidilinositol-4,5 bisfosfato 3-quinasa;
PLOD?2, Procolageno-lisina, 2-oxoglutarato 5-dioxigenasa 2; SIK2, Salt Inducible Kinase 2; STAT3, Transductor de sefial y
activador de la transcripcion 3; TIMP, Inhibidor de metalopeptidasa; TLR4, Toll Like Receptor 4; uPa, Activador del
plasminégeno tipo uroquinasa; VSIG4, V-Set And Immunoglobulin Domain Containing 4.

5. Tejido adiposo periprostatico y CaP

El tejido adiposo periprostatico (TAPP) es un deposito de grasa especifico que rodea a modo de capa la
superficie de la préstata (Figura 12). Se estima que estd en contacto con aproximadamente la mitad de
la superficie de la prostata y esta separada de ella por
una capa fibromuscular de espesor variable denominada
Veiiga  capsula prostatica (210). EI TAPP varia en grosor y
estructura en diferentes lugares de la préstata y a
menudo se considera que es TA visceral a pesar de que
se localiza en la region pélvica.

El TAPP, a diferencia del TA abdominopélvico, tiene

menos vasos sanguineos siendo un tejido hipéxico y

Prostata

Uretra presentando inflamacién crénica y mas MEC (sobre

Tumor
prostatico

todo colageno). También contiene mas I6bulos, aunque

Figura 12. Ubicacion del CaP y el tejido de menor tamafio, separados por tabiques fibrosos que
adiposo periprostatico. Creado con

Biorender. comm. albergan grupos de adipocitos mas pequefios (211).

Los estudios sobre el grosor del TAPP, la expresion de factores inflamatorios y la participacion de la
obesidad en la progresion del CaP, han demostrado que los cambios en el TA local pueden influir en el
comportamiento del CaP. Aparte, las células del propio CaP inducen la pro-tumorigénesis en el TAPP
(210).

5.1 Asociacion entre el tejido adiposo periprostatico y la agresividad del CaP

El TAPP podria estar implicado en la progresién del CaP dada su composicion estructural y la liberacion
de proteinas, factores de crecimiento, hormonas, citoquinas, quimioquinas y AG que son liberados al
entorno extracelular.

Por una parte, se ha visto que el TAPP podria favorecer la agresividad del CaP dado el estado hipoxico
cronico en el que se encuentra a causa de su gran abundancia de matriz extracelular, sobre todo colageno
(2112).

Se detallan a continuacion los compuestos secretados por el TAPP que se han descrito en la literatura
involucrados en la agresividad del CaP:

43



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

El papel del tejido adiposo periprostatico en el metabolismo lipidico del tumor y el impacto de sus
vesiculas secretadas en la progresidén del céancer de prostata

SILVIA SANCHEZ MARTIN

- LEP: estimula las células endoteliales, estromales e inmunitarias segiin numerosos estudios in
vivo (humanos y ratones) e in vitro (164)

- IL-6: regula la proliferacion y la invasividad activando IGF-IR en modelos celulares in vitro y
en ratones mediante la fosforilacion de STAT3 (estudiado a nivel génico y proteico) (212).
Respecto a lo anterior, Finley et al. (los primeros en estudiar los niveles de adipoquinas en la
grasa periprostatica), encontraron que hay hasta 375 veces mas IL-6 en el TAPP que en el suero
de pacientes con CaP y que STATS3 se encuentra en niveles mas altos en el TAPP de pacientes
con CaP de alto grado (213)

- IGF-1: aumenta la viabilidad y la resistencia a docetaxel segun experimentos de co-cultivo de
TAPP con células DU145 y PC3 (214)

- CCL7 (C-C Motif Chemokine Ligand 7): promueve la extension extraprostatica del tumor
(extension a areas cercanas fuera de la glandula prostéatica), el denominado CaP extraprostatico,
a través de la union al receptor CCR3 expresado por las células tumorales (215). En concreto,
se sabe que esta comunicacion se debe principalmente a los preadipocitos del TAPP que segun
se ha visto son mas abundantes en CaP vs HBP y en el TAPP vs otros tipos de TA visceral
(216)

- MMP-2: proliferacion y migracion tal y como se ha visto in vitro en las células LNCaP y PC3
(213)

- Androgenos: se ha reportado la presencia de andrégenos activos en el TAPP y enzimas
implicadas en su sintesis (CYP17, CYP19 y 5-a-reductasa) segun datos aportados por
cromatografia y espectrometria de masas, que se piensa que podrian favorecer el crecimiento y
la metastasis del CaP y estar relacionados con el CaP resistente a la castracion al estimular las
células cancerosas portadoras de AR, que se vuelven hipersensibles a su ligando (217)

- AG: se hareportado que el medio de las células C4-2B, PC-3 y DU-145, es capaz de inducir la
liberacion de AG en adipocitos aislados del TAPP, que posteriormente son transferidos y
acumulados por estas células tumorales, aumentando el estrés oxidativo por induccién de
NOX5 (NADPH Oxidasa 5) y contribuyendo a la estabilizacion de HIF-1 que, a su vez, aumenta

la expresion de MMP14, lo que confiere una ventaja invasiva a las células tumorales (218)

En cuanto a estudios comparativos de secretoma realizados con TAPP, cabe destacar un estudio reciente
con TAPP de pacientes con HBP, CaP no agresivo o CaP agresivo que report6 profundas diferencias
en productos secretados por este tejido segun la agresividad del CaP, aunque con un nimero reducido
de muestras y con diversos origenes de las proteinas aparte del TAPP, como los vasos sanguineos y las
células inflamatorias. Los autores detectaron que la concentracion y diversidad de proteinas liberadas
por el TAPP de pacientes con CaP, en concreto en estadio T3, era significativamente mayor, en relacion
con los T2 y los de HBP (219). Otro estudio que también aborda el contenido proteico del secretoma

del TAPP de pacientes de CaP comparando los de bajo grado vs de alto grado, mostré un perfil
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metabolico enriquecido en las muestras de TAPP de CaP de alto grado en rutas relacionadas con la
produccién de energia (indicando un mayor requerimiento de energia por parte del tumor), la respuesta
hormonal, la sintesis de poliaminas y el control de sintesis de proteinas mediante el metabolismo de

aminoécidos, ARN y nucleétidos (158).
5.1.1 Grosor/cantidad del tejido adiposo periprostatico

Hay evidencia suficiente que apunta a que el grosor del TAPP esta relacionado con la progresion del

CaP. A continuacion, se describen por orden cronoldgico los estudios que avalan este hecho.

Van Roermund et al., reportaron por primera vez que el area y la densidad de TAPP medida por
tomografia computarizada (TC) se asocia con una puntuacion de Gleason >8 en la biopsia (220).

Un afio mas tarde, en 2012, se confirmé que el grosor del TAPP, medido por ultrasonografia transrectal
(TRUS), es un factor de riesgo para el CaP y puede utilizarse como predictor para el CaP de alto grado
en la biopsia (221).

En 2015 mediante el uso de resonancia magnética (RM), se ratifico que el grosor del TAPP esta
correlacionado significativamente con una mayor puntuacion de Gleason y es un factor predictivo
independiente para el CaP de alto grado (222), respaldado posteriormente por Dahran et al., quienes
analizaron 162 pacientes con CaP localizado que se sometieron a PR (prostatectomia radical) e
informaron que los pacientes con una puntuacion de Gleason posoperatoria > 7 tenian un volumen de
TAPP mas alto (medido con RM) (223).

También se ha reportado que el volumen de TAPP podria identificar a pacientes en riesgo de recaida
bioquimica antes de comenzar la TDA (224) y que su medicion por RM es un predictor significativo y
facilmente disponible en el tiempo hasta el mMCPRC, antes de la biopsia guiada por TRUS o la TDA
(225). En cambio, la relacién entre la recurrencia del CaP tras realizarse una PRy la distribucién del
TAPP, no es significativa segin hallazgos recientes (226). En cuanto a los pacientes que reciben
radioterapia, se ha observado que la abundancia de TAPP medido por TC se asocia con un mayor riesgo
de recurrencia (227) y en el caso de hombres sin tratamiento previo con CaP avanzado, se puede
predecir qué pacientes tienen mas probabilidades de desarrollar mMCPRC mediante el espesor de TAPP
por RM (228).

En pacientes sometidos a PR, el grosor del TAPP obtenido por mpMRI (resonancia magnética
multiparamétrica) junto con el volumen de la préstata y la puntuacion Gleason, se podrian usar como
factores predictivos de la sobre-estadificacion de T1/2 clinico a T3 patoldgico (229).

Recientemente, en el 2021, mediante mpMRI, en hombres con CaP localizado en VA (vigilancia
activa), se detect6 que un mayor espesor de TAPP se asocia significativamente con una puntuacion de

Gleason mas alta (230).
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Y el dltimo estudio reportado hasta la fecha (2023), asocia una mayor cantidad de TAPP (medida por
RMN) sumada al Gleason, con el estadio T patologico en pacientes con CaP sometidos a PR

laparoscépica (231).
5.1.2 Tejido adiposo periprostatico y obesidad

La conexidn entre la obesidad y el riesgo de desarrollar CaP no es del todo concluyente (232,233). De
los datos que se han publicado hasta la fecha, se destaca que hay una clara asociacion positiva entre el
IMC y el riesgo de CaP de alto grado no metastasico (234) y el riesgo de mortalidad (235,236), cifrando
que este Ultimo es 1,07 por cada 5 kg/m? de IMC (237). No obstante, queda por determinar si la pérdida
y el mantenimiento del peso, junto con un mejor tratamiento clinico, puede mejorar el pronéstico del
CaP (238) ya que contradictoriamente, otros estudios con cohortes mayores indican que la obesidad
estad asociada inversamente con el riesgo de CaP en hombres de mediana edad (233). En este sentido,
un estudio in vivo que utiliz6 un modelo de ratén con CaP y obesidad, report6é una deficiencia de p62
(proteina que permite la autofagia selectiva) en el TA que provocaba un aumento en la secrecién de
osteopontina y un aumento de macrdfagos en el TA blanco, que asociaron a la migracién e invasion del
tumor de CaP (239).

Varias modificaciones tienen lugar en el TAPP de pacientes obesos que podrian amplificar la

comunicacién nociva establecida entre este dep6sito de grasa y el CaP.

A raiz de un estudio realizado con paneles de genes (240), se observé que el TAPP de pacientes obesos
puede contribuir a aumentar la adiposidad local, proporcionando un ambiente inmunoinflamatorio de
bajo grado y facilitando la produccién de moléculas con potencial oncogénico. Los diferentes perfiles
de sobreexpresion fueron los que se listan a continuacion:
- Anti-lipolitico: NPY1R y NPY5R (Neuropéptido Y Receptor Y1 e Y5 respectivamente)
- Adipo/lipogénico: LEP, PNPLA, FADS1 (Acido graso desaturasa 1) y SREBP-1
- Antiapoptotico: ANGPT1 (Angiopoyetina 1) y HSPB8 (Proteina de choque térmico Familia B
pequefia Miembro 8)
- Crecimiento y diferenciacion celular: LEP, ANGPT1, NPY1R
- Inflamatorio: LEP, que regula al alza la respuesta inmunoinflamatoria tanto innata como
adaptativa; NPY1R, que se ha demostrado que inhibe la activacion de las células T; CYSTLR2
(Receptor 2 de cisteinil leucotrienos), que aumenta la expresion de citoquinas proinflamatorias;
y FADS1, conocido por mediar en la formacion de mediadores inflamatorios como PGE2
Ademas, se ha descrito que el TAPP de pacientes obesos tiene una mayor actividad de MMP-9y MMP-
2 (medida por zimografia), lo que podria provocar un aumento en la proliferacion de células endoteliales
in vitro (241), y una expresion mas elevada de quimioquinas (CXCL1, CXCL8, CXCL12 y CXCR7)
(164,242), lo que podria favorecer la metastasis (243).
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En un estudio reciente, también se ha reportado que la inflamacién observada en el TAPP en pacientes
con obesidad (medida por inmunohistoquimica por la formacion de CLS) se ha relacionado con CaP de
alto grado por un mayor tamafo de los adipocitos y mayores niveles circulantes de insulina y
triglicéridos (244).

Un metaanalisis de 86.490 pacientes con CaP, revel6 que el TAPP del paciente obeso, va asociado a
cambios en el metabolismo de andrégenos y estrogenos, la insulina y factores de crecimiento similares
a la insulina (213) que podria explicar la asociacion entre la obesidad y la recurrencia bioguimica
después de la PR (245).

Es importante afiadir que, a diferencia de todos los deméas depoésitos adiposos, se sabe que el IMC no
esta relacionado con el volumen del TAPP. De hecho, en situacion de obesidad, la fibrosis e inflamacion
junto a la naturaleza hipéxica del TAPP, explica su fracaso para expandirse. Aparte, el IMC, aunque
sea el parametro tipico que define la obesidad, no es indicador robusto de adiposidad ya que no
proporciona informacion sobre la composicién corporal y no todos los hombres con IMC alto tienen
mas TAPP, y viceversa. De hecho, el TAPP se correlaciona con el volumen prostatico, que esta
influenciado por la edad (211,246). Asi pues, es necesario identificar/buscar mediciones de la salud

metabdlica del paciente cuando se considera el papel de la obesidad en el CaP.
5.2 Transcriptémica del tejido adiposo periprostatico

El TAPP tiene un perfil transcriptomico caracteristico. Un estudio de expresidn génica en el que se
utilizaron paneles de genes se compar6 la expresion génica del TAPP de tres grupos de pacientes (n=6
de cada uno): CaP extraprostatico, CaP confinado al 6rgano e HBP (240).

El resultado revel6 que el TAPP de pacientes con CaP tenia expresion alterada en genes relacionados
con:

- Diferenciacion de adipocitos: PLCB1 y FFAR2 (Receptor de acidos grasos libres 2). Esto se
respald6 con la alteracién de la via ERK5 encontrada (involucrada en la sefializacion
hipertrofica que regula la diferenciacion adipogénica)

- Inmunovigilancia reducida: CFH (Complemento Factor H) y CFHR1 (Complemento Factor H
Relacionado 1) responsables de la inhibicion del complemento; MS4A1 (Membrana que abarca
4 dominios Al) que participa en la activacion de células B; y FFAR2 que esté relacionado con
monocitos, neutréfilos y la secrecion de IL-8

Cuando compararon los resultados de expresion del TAPP de CaP extraprostatico vs HBP detectaron
cambios en genes relacionados con:

- Crecimiento y proliferacion: PLCB1 (Fosfolipasa C Beta 1), que modula la ciclina D3; CDK4
(Quinasa dependiente de ciclina 4), que regula las transiciones G2-M y G1-S; HAUS1 (HAUS
Augmin Like Complex Subunit 1), que genera microtubulos del huso en la mitosis; TSPAN8

(Tetraspanina 8), que codifica una glicoproteina de unidn a integrina que estimula la
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proliferacién de células endoteliales; FGF16 (Factor de crecimiento de fibroblastos 16); y la
regulacidn a la baja de XAF1 (Factor 1 asociado a XIAP), que detiene el ciclo en G2/M

- Apoptosis: expresion a la baja de XAF1 y GADDA45B (Beta inducible de detencion del
crecimiento y dafio del ADN); y al alza de DRAM1 (Modulador de autofagia regulado por dafios
en el ADN 1)

Otro estudio posterior (211) también con TAPP en humanos comparé el TAPP con TA
abdominopélvico de pacientes con CaP localizado, y observaron que la mayoria de los genes
diferencialmente expresados estaban relacionados con hipoxia y la respuesta adaptativa que se produce
tras esta en el metabolismo y la inflamacion:

- Hipoxia: mayor expresién de HIF-2a (Proteina 1 del dominio PAS endotelial), VEGF-A y
VEGF-B

- Metabolismo: mayor expresion de GLUT-2 (Familia de portadores de solutos 2 Miembro 2)

- Fibrosis: aumento de la expresion de genes que codifican marcadores de miofibroblastos
productores de MEC (SNAIL, Represor transcripcional de la familia Snail; INHBA, Inhibina
Subunidad Beta A; y GREM1, Gremlin 1 antagonista de BMP de la familia DAN) y genes
involucrados en codificar diversas isoformas del colageno (como el colageno tipo IV y VI; y
COLIA2, Cadena de colageno tipo | alfa 2)

- Inflamacién (mayor expresion de TNF-a, IL-6, IL-18 'y PAI-1; y menor expresion de ADI)

5.3 Lipidémica del tejido adiposo periprostatico

La asociacion entre los AG circulantes y el riesgo de CaP se ha examinado en varios estudios, pero
hasta la fecha ninguna relacion se ha considerado sélida ni clara. En este sentido, una revision que retne
varias cohortes con un total 5000 pacientes con CaP y 6000 controles, ha reportado asociaciones entre
el riesgo de CaP (aproximadamente un 15%) y niveles altos de acido eicosapentaenoico y acido
docosapentaenoico y niveles bajos de &cido estearico en sangre. Sin embargo, hay cierta contrariedad,
ya que respecto a los dos primeros AG comentados, segin el PHS (Physicians’ Health Study) la
asociacion con el CaP es negativa y respecto al &cido docosapentaenoico, presenta heterogeneidad al

estratificar los pacientes, siendo no significativo en los pacientes con alto riesgo (247).

Sin embargo, posteriormente, los estudios se han centrado mas en la composicion de AG del TAPP que
los circulantes en sangre, cuando se trata de establecer una asociacion con el riesgo de CaP, aunque los
estudios detallados y cuantitativos del lipidoma del TAPP aun son limitados (detallados a continuacion).
Un estudio del 2015 realizado con pacientes con CaP o HBP, revel6 la presencia de triacilgliceroles
como componente principal del TAPP y un perfil de AG dominado por MUFA, seguido de AG
saturados (SFA) y PUFA. En el TAPP de pacientes con CaP en concreto, se detectaron altos niveles de
acido palmitico y acido dihomo-y-linolénico y bajos niveles de &cido araquiddnico, aungque no

estudiaron correlacion entre el grado Gleason y los niveles de lipidos (probablemente por tratarse de
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una cohorte que solo utiliza n=12 CaP y n=11 HBP) (248). Correlacién que si se encontrd en otro
estudio del afio anterior (2014) que utiliz6 resonancia magnética espectroscépica ex vivo e informé que
el TAPP de un total de 4 pacientes con CaP de tipo extraprostatico, contiene una mayor proporcion de
MUFA/SFA (249).

En 2018, en un abordaje etnogeogréfico con cohortes de pacientes afrocaribefios y caucésicos con CaP,
se vio que, en los primeros, el TAPP contenia menos MUFA y n-3 PUFA (&cido eicosapentaenoico y
acido docosapentaenoico), y dos veces mas n-6 PUFA, principalmente &cido linoleico. Factores como
la dieta y la variacion genética en el metabolismo de los AG podrian ser las causas en estas diferencias
observadas. En cuanto a la agresividad del CaP, en la poblacion de afrocaribefios, se observo una
asociacion entre el aumento de los niveles de SFA y MUFA y una disminucion de &cido linoleico
mientras que, en los caucasicos, la asociacion con la agresividad del CaP se establecié con niveles bajos
de acido eicosapentaenoico (250). Hay que destacar que este estudio solo tiene en cuenta en su cohorte
CaP indolente y de alto riesgo, siendo no representativa de todos los pacientes enfermos tratados
mediante PR, lo cual, se necesitarian mas experimentos para validar estos hallazgos.

Respecto a la influencia de la dieta en la composicion de AG del TAPP, en 2016 ya se reporté una
relacién entre la progresion del CaP y la ingesta de grasas saturadas en americanos europeos respecto a
afroamericanos y entre la agresividad del CaP y el colesterol en los primeros (modificable con

suplementos o restricciones) (251).

Un estudio posterior, del 2020, analiz6 en este caso el perfil basal de AG secretados a partir de explantes
de TAPP y TA subcutaneo, y detect6 una menor liberacion por parte del TAPP de especies PUFA (18:3
n-6, 20:3 n-6, 22:5 n-3 y 22:6 n-3) y una mayor liberacion de SFA (16:0 y 20:0). Sin embargo, ninguna
diferencia significativa fue detectada en relacion con la agresividad del tumor (estratificacién por
Gleason score) (252). En consonancia, estos hallazgos también se han obtenido en muestras prostaticas:
menor abundancia de las especies PUFA 20:3 n-6, 22:5 n-3, 22:6 n-3 y niveles elevados de SFA en

pacientes con CaP (n=36) en comparacion con los que padecian HBP (n=35) (253).

En resumen, a pesar de que se han realizado varios estudios de la composicién lipidémica del TAPP,
estos son variables en cuanto a la tecnologia utilizada, el tipo de poblacion o grupo y el tamafio muestral.
Dado su gran interés, una caracterizacion mas completa del lipidoma del TAPP mediante técnicas mas
avanzadas como la cromatografia liquida y de gases en conjunto con la espectrometria de masas, podria
brindar una mejor compresion del CaP y ademdas permitiria proporcionar nuevos factores de
estratificacion y por ende permitir el desarrollo de posibles vias para la intervencién de la progresion
del CaP.

6. Vesiculas extracelulares (VES) y cadncer

Las particulas extracelulares han sido consideradas durante mucho tiempo "desechos" celulares hasta

1967, cuando se observd que las plaquetas secretaban particulas ricas en lipidos con actividad
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procoagulante (254). La designacion de “vesiculas extracelulares” (VEs) surgié en 2011 (255) y el
ISEV (International Society for Extracellular Vesicles) las define como particulas liberadas por la
célula, delimitadas por una bicapa lipidica que no pueden replicarse (256).

Estas VEs participan en la comunicacion intercelular y se distribuyen en el liquido extracelular y en
fluidos bioldgicos (256,257). En situaciones patoldgicas como el cancer, las VES han recibido gran

interés por su participacion en cada paso del desarrollo de esta enfermedad (258).
6.1 Clasificacion, métodos de aislamiento y caracterizacion de las VES

La heterogeneidad de las VEs también viene dada por la variedad de tipos y estados funcionales de las
células liberadoras (concentraciones de factores de crecimiento (259), niveles de oxigeno (260),
inflamacion (261), etapa del ciclo celular, estrés y fase del ritmo circadiano (256)). Dependiendo del
tamafio, las VESs pueden clasificarse en pequefias (30-1.000 nm: exosomas y ectosomas) y grandes (500-
10.000 nm: ectosomas, migrasomas, cuerpos apoptoticos y oncosomas grandes). Recientemente, se ha
identificado un nuevo tipo: microvesiculas mediadas por la proteina 1 que contienen el dominio de
arrestina (ARMMSs) (256) (Figura 13).

Cuerpos apoptoticos

Endosoma
Endosoma tardio

temprano
MVBs
Vel N
>
Exosomas
ARMMs
Ectosoma
Migrasoma
Oncosomas
grandes
’7 VEs pequeinas VEs grandes
| 30-150 nm 50-1000 nm 500-3000 nm 50-5000 nm 1000-10000 nm [
]
Exosoma Ectosoma l Migrasoma Cuerpo apoptético | Oncosoma grande l ARMMs '

Figura 13. Heterogeneidad de las VEs. Adaptado de Salomon, C. et al., 2022 (256).

Otra forma de clasificacion de las VEs es la que atiende a su biogénesis (255) (Tabla 11).
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Subtipos de VEs Biogénesis Marcadores de identificacion
Fusion de los MVBs con la membrana Integrinas, anexinas, flotilinas ALIX,
Exosomas plasmatica y liberacion del contenido al TSG101, HSP70, CD62, CD63,
exterior CD9, CD81y CD82

Gemacion directa desde la membrana
Ectosomas (o microvesiculas,  plasmatica. La formacidn de microvesiculas
microparticulas) implica la entrada de calcio y la contraccién de
actina cortical
Liberacion por células migratorias

Fosfatidilserina, proteinas anexina
Al, algunas integrinas y selectinas,
CD40 y factor de ribosilacion ADP 6

Migrasomas dependientes de la polimerizacion de actina Proteina TSPAN4
OV Extrusion de la membrana cel’u.lar como parte FosfatidiIserinaz anexina 'V,
del proceso apoptético trombospondina 'y C3b
Oncosomas grandes Liberacidn por células cancerosas ameboides Proteina citoqueratina 18

Gemacion externa de la membrana plasmatica

ARMMs impulsada por ARRDC1

Proteina ARRDC1

Tabla 11. Clasificacion de las VEs. Adaptado de Salomon, C. etal., 2022 (256) y Kalluri, R. et al., 2020 (262). Abreviaciones:
ADP, Adenosina difosfato; ALIX, Proteina de interaccion 6 de muerte celular programada; ARRDC1, Proteina 1 que
contienen el dominio de arrestina; CD, Cluster de diferenciacién; C3b, Opsonina principal del complemento; HSP70, Proteina
de choque térmico; MVBs, Cuerpos multivesiculares; TSG101, Gen de susceptibilidad tumoral 101; TSPAN4, Tetraspanina
4,

En cuanto a las VEs secretadas por la prostata, la poblacion mas estudiada son los “exosomas de
prostata” y los primeros descritos fueron los “prostasomas” (a finales de los afios 70 en plasma seminal)
cuyo tamafio es mayor que los exosomas (50-500 nm) y su produccion parece correlacionarse
inversamente con el Gleason score. Si se da la situacion de sobreexpresion de oncoproteinas, la prostata

también puede liberar VEs del tipo “oncosomas grandes de prostata” (263,264).

Respecto al aislamiento de las VEs, los métodos se basan en técnicas de tamafio molecular
(ultrafiltracion, filtracion tangencial y cromatografia de exclusién molecular), ultracentrifugacion,
precipitacion y/o agentes agregantes, afinidad (citometria de flujo o inmunoafinidad) y microfluidica
en exosomas (chips que aprovechan las propiedades fisicas y bioguimicas en combinacién con
mecanismos acusticos, electroforéticos y electromagnéticos). La mejor aproximacion es filtrar primero

por exclusion molecular y después por afinidad (265).

La cuantificacion de VEs se puede realizar de manera indirecta mediante la cuantificacion de la cantidad

de proteinas, lipidos, contenido de ARN y nimero de particulas (266).

La presencia de VEs debe ser siempre verificada por la presencia de biomarcadores especificos que
incluyen lipidos, &cidos nucleicos y proteinas. EI ISEV recomienda determinar al menos un marcador
proteico de la categoria 1, otro de la categoria 2 y otro de la categoria 3 (esta Gltima para evaluar su
pureza frente a contaminantes comunes), incluida al menos 1 proteina transmembrana o citosélica
(Tabla 12). En esta caracterizacion de VEs, también es importante proporcionar otra informacion sobre
la estructura y composicion obtenida mediante diferentes tipos de microscopia, asi como técnicas que

aportan parametros biofisicos como el tamafio (266).
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Categoria 1: Proteinas transmembrana o ancladas a GPI asociadas a la membrana plasmatica y/o endosomas

Tetraspaninas (CD9, CD63, CD81, CD82, CD47), GNA, MHC-I (HLA-A/BI/C,
1a: No especificas de tejido H2-K/D/Q), ITGA/ITGB, TFR2, LAMP1/2, SDC, EMPRIN (BSG), ADAM10,
NT5E, proteinas de unién al complemento (CD55 y CD59), SHH
TSPANS8 y EPCAM (epiteliales), CD37 y CD53 (leucocitos), PECAM1
(endotelio), ERBB2 (cancer de mama), CD45 (PTPRC) y CD14 (células
1b: Especificas de célula/tejido inmunes), CD41 (ITGA2B) y CD42a (GP9) (plaquetas), Glicoforina A (GYPA)
(RBC), MHC-11 (HLA-DR/DP/DQ, H2-A); CD3 (células T),
Acetilcolinesterasa/AChE-S y E, y B-amiloide A4/APP (neuronas)
Categoria 2: Proteinas citosolicas
ESCRT-I/II/111 (TSG101, CHMP), ALIX (PDCD6IP), VPS4A/B, ARRDCL,
FLOT1/2, CAV, ANXA, HSPA8, HSP90AB1, SDCBP; Tau asociado a
microtGbulos (MAPT, neuronas)
Proteina de choque térmico HSP70 (HSPA1A), actina (ACT), tubulina (TUB) y
enzimas (GAPDH)
Categoria 3: Estructuras coaisladas que no son VEs
3a: Lipoproteinas (producidas por
el higado)
3b: Agregados de proteinas y
&cidos nucleicos

2a: Con capacidad de unién a
lipidos o proteinas de membrana

2b: Incorporacion frecuente

Apolipoproteinas A1/2 y B APOA1/2, APOB; APOB100; albimina (ALB)

Proteina Tamm-Horsfall (uromodulina/lUMOD) (orina); proteinas ribosémicas

Tabla 12. Categorias de marcadores que deben analizarse para demostrar la presencia de VEs. Traducido de Théry, C. et al.,
2018 (266). Abreviaciones: ANXA, Anexinas; CAV, caveolinas; ESCRT, Complejos de clasificacion endosdmica necesarios
para la maquinaria de transporte; FLOT, flotilinas; GADPH, Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; GNA, Proteinas G
heterotriméricas; GPI, Glicosilfosfatidilinositol; HSPA8 y HSP90ABL, Proteinas de choque térmico; ITGA, Integrinas;
MHCI y MHCII, Complejo mayor de histocompatibilidad I y 1I; NT5E, 5'nucleotidasa CD73 anclada a GPI; NK, Células
Natural Killer; RBC, Recuento de glébulos rojos; SDC, Proteoglicanos de heparan sulfato incluyendo sindecanos; SDCBP,
Sintetina; SHH, Sonic Hedgehog; TFR2, Receptor de transferrina.

6.2 Internalizacion de VEs por células diana

Las VEs pueden interactuar sobre las células receptoras de manera autocrina, o sobre otras células de
manera paracrina 0 endocrina mediante sefializacion mediada por receptores, macropinocitosis,
fagocitosis, caveolas o endocitosis induciendo la sefializacion celular tanto por proteinas, lipidos o
liberando la carga al citoplasma de la célula diana en caso de fusionarse con la membrana de esta
(267,268).

Las VEs transportan ademéas moléculas de adhesion que pueden aumentar la unién y absorcion de VES

a través de lectinas (268).
6.3 Composicion de las VES

El contenido interno de las VEs se deriva de moléculas y organulos que se encuentran en el citoplasma
de las células liberadoras (269) y parte de su contenido esté relacionada con el microambiente en el que
se originan. La mayoria de los estudios sobre la composicién de las VEs han identificado una amplia
gama de moléculas bioactivas, incluidas proteinas, lipidos y &cidos nucleicos.

ExoCarta (270), EVpedia y Vesiclepedia (271) son bases de datos en las que se describe de forma
detallada datos moleculares (lipidos, metabolitos, &cidos nucleicos y proteinas) que se han acumulado
de diversos estudios en VEs. A continuacion, se describe brevemente algunos de sus componentes mas

importantes y que se representan en la Figura 14.
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6.3.1 Proteinas

Uno de los principales componentes de la superficie de las VEs son las proteinas y es por ello por lo
que su uso como marcadores es muy comun y necesario tal y como se ha visto anteriormente. Se
incluyen proteinas de superficie transmembrana como las tetraspaninas (como CD9, CD63, CD81 y
CD82 entre otras) o moléculas responsables de la adhesion celular. Incluso se ha visto que los exosomas
que han sido liberadas por células presentadoras de antigenos, presentaran en su superficie proteinas

MHC-1 y Il con capacidad de modular la respuesta inmunolégicas (262).

No obstante, las proteinas también se localizan en el interior de las VE, las denominadas proteinas
citosdlicas, que transportan moléculas que participan en la traduccion de sefiales (como HSP70 vy
HSP90), en la liberacion de VEs (como ALIX y TSG101) y en el transporte y fusién con la membrana
(como anexinas o proteinas de la familia Rab GTPasas) (266,272).

Otras proteinas por destacar serian las transductoras de sefiales, las relacionadas con la adhesién celular,

las enzimas metabdlicas y las quimioquinas y citoquinas.
6.3.2 Lipidos

Como las VEs se derivan de las membranas lipidicas de las células, los lipidos son el cargo de las VES
mas estudiado e informado en la literatura, como es la fosfatidilserina, la fosfatidilcolina, la
fosfatidiletanolamina, la esfingomielina, el colesterol y los glicolipidos. Se han catalogado mas de 1.900
moléculas lipidicas identificadas en aislados de VES segun revisiones recientes (273-275).

Es importante destacar que estos lipidos, aparte de encapsular la carga de las VEs, pueden afectar la
funcidn de sus células diana mediante la activacion directa de receptores de la superficie celular o como

mensajeros secundarios (256).
6.3.3 Acidos nucleicos

Las VEs pueden transportar ADN incluyendo el nuclear, el mitocondrial y el viral y muchas especies
de ARN como el circular, el mitocondrial, el de inferencia, el ribosomal, el condicional pequefio, el
nuclear pequefio, el nucleolar pequefio, el pequefio derivado de transferencia, el de cadena larga no
codificante, el de la particula de reconocimiento de sefial y los pequefios no codificantes (276) (Figura
14).

Las observaciones iniciales de que la carga de VEs contiene ARN (277), lanzaron el campo de los ARN
extracelulares (exARN). La distribucion de los exARN depende del origen, estimulo y condicion
fisioldgica celular y la diversidad puede atribuirse incluso a la preparacion de las muestras, los métodos
de purificacion de VEs y ARN, técnicas de estudio de ARN y la plataforma de secuenciacion utilizada
(276).
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En concreto, existe un creciente interés en la deteccidn de fragmentos de ARNm y ARNnc (ARN no
codificante) para seguir la trayectoria de varias enfermedades ya que parecen reflejar mejor la célula de
origen (278). Es aqui donde se incluyen los microARNs (miRNA en inglés), un tipo de ARNnNc
monocatenario de 17 a 24 nucleétidos, que constituye la especie de ARN mas abundante en las VEs,
cuya capacidad de transporte entre células dentro de VEs (exomiARNS) se demostré en 2007 (279).
Estos exomiARNS son en parte responsables de la implicacion de las VEs en la comunicacion celular
por su implicacién en la regulacion epigenética de la expresion de genes, tal y como se desarrollara

posteriormente en el apartado 6.
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Figura 14. Composicion y cargo de las VEs. Basado en Zheng, C. et al., 2022 (280). Creado con Biorender.com.
Abreviaciones: ADN, &cido desoxirribonucleico; ADNn, Acido desoxirribonucleico nuclear; ADNv, Acido
desoxirribonucleico viral; ARN, &cido ribonucleico; ARNc, ARN circular; ARNmt, ARN mitocondrial; ARNpi, ARN
pequefio de interferencia; ARNr, ARN ribosomal; ARNsc, ARN condicional pequefio; ARNsn, ARN nuclear pequefio;
ARNSsno, ARN pequefio nucleolar; ARNts, ARN pequefio derivado de transferencia; CAMs, Moléculas de adhesion celular;
GTPasas, Trifosfatasas de Guanosina; ICAM-1, Molécula de adhesion intercelular 1; LAMP2, Glicoproteinas de membrana
asociadas a lisosomas; INcCARN, ARN de cadena larga no codificante; MFGES, Milk Fat Globule EGF And Factor V/VIII
Domain Containing; miARN, microARNSs; pre-miARN, microRNA premaduro; Ras, Miembro de la superfamilia Ras de
proteinas G monoméricas; SRP-ARN, ARN de la particula de reconocimiento de sefial; Y-ARN, ARN pequefios no
codificantes.

6.4 VEs en el lenguaje cruzado cancer-estroma y efectos sobre el tumor

Las VEs derivadas de células tumorales, asi como las secretadas por células circundantes al tumor,

pueden modular las células cancerosas y el microambiente tumoral en general (281).

En la Tabla 13 se resumen VEs de diferentes origenes y el efecto que se ha descrito que ejerce en la

célula diana.
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Efecto celular

Fuente de las VEs o

Via/mecanismo de

Efecto/s en célula/s diana/s

Apoptosis/antiapoptosis

Condicioén accion
Via Hippo (reggla_ . Proteger a las células de cancer de
factores de transcripcion . .
ADMSC implicados en mama de_la apoptosis inducida por
g el tratamiento con 5-fluorouracilo
crecimiento y
ITTe (282)
supervivencia celular)

Proteger a las células tumorales de

Obesidad Cambios en el contenido la apoptosis y aumentar su

progresion (281)

Citotoxicidad y apoptosis de

Proliferaciéon

Células cancerosas Ligando Fas células Ty NK (283)
Proteger a las células de mieloma
TA METTL7A multiple de la apoptosis inducida
por la quimioterapia (284)
Proliferacion y crecimiento de
ADMSC COLGALT2 células de osteosarcoma
metastasico (285)
TA Agregacion celular y Proliferacion de células de cancer
fosforilacion de CREB de mama (286)
Plaguetas ND Proliferacion y metéstasis en

cancer de pulmon (287)

Células de cancer de

Activacion de NF-kB en

Proliferacion de células de cancer

estomago macrdfagos de estdmago (288)
Proliferacion y transicion EMT de
FAC IL-6 células de cancer de vejiga (289)
Células precursoras del TA Cargo: ADI Proliferacion de células de cancer

de mama (186)

Angiogeénesis

ADMSC

Cargo: IL-8, CCL2y
VEGF

Promover la angiogénesis en
células endoteliales (290)

Células de melanoma

Reclutamiento células de
melanoma diseminado

Angiogénesis y remodelacion de la
MEC (291)

Células madre de glioma

VEGF

Aumentar el potencial angiogénico
de las células endoteliales (292)

Invasion y metastasis

EGFR-1, IL-6 y via

Migracion y metéstasis de células
de cancer de mama en pacientes

JAKISTAT-3 con Diabetes mellitus tipo 2 (293)
ADMSC igracién cé ;
Via Wnt Migracion células de cancer de
mama (294)
TGF-B/Smad y Migracién, EMT e invasion células
PI3K/AKT de cancer de mama (295)
CAA EAO Migracién células de melanoma

(296)
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Proteinas relacionadas
con la dindmica
mitocondrial y FAO

Migracién y agresividad del
melanoma (297)

Invasion y metéstasis TA
Invasion de células de cancer de
pulmén in vitro e in vivo por
MMP3 aumento de la actividad MMP-9
(298)
Enzimas implicadas en el

metabolismo de los AG Mejorar el metabolismo de los

TA (como la hidroxiacil- lipidos y la actividad de la cadena
’ coenzima A respiratoria (296)
Energia celular deshidrogenasa)

Células de cancer de

pulmén Cargo: IL-6. Via STAT3

Lipdlisis de los adipocitos (299)

Células de leucemia Cargo: ARNm de

Proliferacion de fibroblastos (300)

hTERT
Inmortalidad celular . . Aumento de la actividad de la
TA Cargo: LEPéV'a' STAT- telomerasa en células MCF-7
(cancer de mama) (301)
Cargo: STAT-3 Polarlz_amon M2 de los macrofagos
- (mediante aumento arginasa-1 e
fosforilado IL-10) (303)
ADMSC
Disminucion IFN-y y N .
MHC-11 Inactivacion de las células T (304)
Células de Fenotipo inflamatorio en los
L hepatocarcinoma Via NFkB adipocitos (con secrecion IL-6, IL-
DeStl’_UCCIOI’l |r_1[nune € p 8 y MCP-1) (305)
inflamacion
Células de cAncer qastrico Via NF«B en Proliferacion y migracion de
g macrofagos células tumorales (288)

Desfosforilacion del
ATP y el 5AMP
exdgenos para formar
adenosina (gracias a la
expresion exosomal de
CD39y CD73)

Células cancerosas de
vejiga (HT1376), colon
(CACO2) y mama (MCF7)

Atenuacion de la funcién de las
células T (306)

Tabla 13. Funciones de las VEs en la comunicacidn cruzada entre el cancer y el estroma y vias implicadas en el/los efecto/s
que supone para el tumor. Abreviaciones: CAM, Cancer de mama; COLGALT2, Procolageno galactosiltransferasa 2;
CREB, Unio6n de elementos de respuesta CAMP; EGFR, Receptor del factor de crecimiento epidérmico; FAC, Fibroblastos
asociados al cancer; FAO, p-oxidacion mitocondrial de los acidos grasos; METTLT7A, Proteina similar a la metiltransferasa

7A; ND, no datos; NK, Células Natural Killer; SOX-9, SRY-box transcription factor 9.

6.4.1 Lenguaje cruzado CaP-estroma mediante VEs

El CaP no escapa a la comunicacion cruzada estroma-tumor comentada y se investiga con objetivo de

una mejor comprension de los mecanismos celulares y moleculares que subyacen a la aparicion y el

desarrollo de este tipo de tumor (263) (Tabla 14).
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Fuente de las VEs

Via/mecanismo de accion

Efecto/s tumoral/es

Exosomas de DU145 y PC3

Desfosforilacion del ATP y el
5'AMP exdgenos para formar
adenosina (gracias a la expresion
exosomal de CD39 y CD73)

Escape inmunoldgico por atenuacion de la
funcién de las células T (306)

Exosomas de DU145

Exosomas de C4-2B

Sefalizacion TGF-p/Smad

Suprimen la presentacion de
antigenos tumorales (mediante
induccidn de la expresion de CD73
en células dendriticas)

Angiogénesis por diferenciacion de fibroblastos
a miofibroblastos (una caracteristica de los FAC)
en estromas humanos y de ratén (307)

Diferenciacion de células madre mesenquimales
de médula 6sea en miofibroblastos provocando
invasion in vitro (308)

Escape inmunoldgico in vitro (309)

H-ras y GTPasas

Reprogramacion neoplésica similar al CaP en
células madre adiposas humanas (310)

Exosomas de DU145 y LNCaP

Proteina relacionada con la
diferenciacion de adipocitos

Diferenciacién neuroendocrina en células de
CaP resistentes a la castracion (311)

Exosomas de LNCaP

FasL

Inhibicion de la proliferacion e induccién de la
apoptosis de células T (312)

Microvesiculas de PC3y
LNCaP

MMP9 y MMP14

Modificacion de la accion de fibroblastos que se
traduce en alteraciones de la MEC in vitro (313)

Exosomas de 3T3-F442A
(linea celular de adipocitos de

raton Regulacion positiva de los genes de PR .
) — g P g Migracion e invasion de PC3 (296)
Exosomas de adipocitos FAO
maduros subcutaneos y
viscerales de raton
Proliferacion, migracion, invasion
VEs de 3T3-L1 (linea celular Oliferacion, migracion, Invasion,
D a— ND reprogramacion del metabolismo de la glucosa y
P quimiorresistencia en PC3 y DU145 (314)
VEs de TA omental y
subcutaneo humano Proliferacion, invasién y cambios en la tasa
TWISTL/EMT licoliti PC-3ML (li lul P
VEs de HAMVEC (inea ST1/ glicolitica en PC-3 L (linea celular de Cal
. metastasica) (315)
celular de endotelio
microvascular adiposo humano)
VEs de SV-HFO (linea celular ND Supervivencia y crecimiento celular de PC3

de osteoblastos humanos)

(316)

Tabla 14. Funciones de las VEs en la comunicacion cruzada entre el CaP y el estroma y vias implicadas en el/los efecto/s que
supone para el tumor. Respecto a los estudios con exosomas, algunos autores utilizaron el método de gradiente lineal de
sacarosa obteniendo el rango tipico de densidad de exosomas (1.1-1.2 g/ml) (306,307); y/o analizaron el tamafio mediante
NanoSight: <300 nm (307), <300 nm (308), <200 nm (309) o citometria de flujo: 60-500 nm (312); o realizaron ultrafiltracion
(peso molecular de corte=100.000) tras previa utilizacion del kit comercial de afinidad exoEasy (Qiagen) (311). En cuanto al
estudio de microvesiculas baso su aislamiento en repetidas centrifugaciones y la deteccion de fosfolipidos procoagulantes
tipicos en superficie (313). Con relacion a los autores que se refieren a VEs de manera genérica, algunos reportaron el tamafio
por NanoSight: 30-160 nm (314) y 50-300 nm (315). Abreviaciones: ND, No Datos.

Cabe destacar que también el TAPP tiene un papel procarcinogénico fruto de sus VEs liberadas

(componente celular més representado en su secretoma) (158). En este sentido, se estima que

aproximadamente el 27-53% de los pacientes con CaP pueden desarrollar recurrencia bioquimica
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después de la PR y podria estar relacionado con la liberacién de exosomas del TAPP en el estado obeso.
No obstante, no existen estudios hasta la fecha que aborden las VEs secretadas por el TAPP humano y

su efecto en la agresividad o progresion del tumor de proéstata.
6.5 VEs como biomarcadores y terapia en cancer

Las VEs constituyen una plataforma multicomponente de biomarcadores (Tabla 15) que podrian ser de
utilidad en el diagnéstico de muchos tipos de tumores y sustituir otros métodos mas invasivos como la
biopsia (256).

Tipo biomarcador VESs biomarcador Cancer Biofluido Indicacion
MEGS3 (317) ) Suero Diagnostico,

Vejiga recurrencia

HOTAIR (318) Orina Pronostico
1 . Diagnostico y

MALAT-1 (319) Pulmon prondstico

ARN Suero
Hipofisiario

IncRNA H19 (320) Respuesta terapéutica

distal

Deteccion temprana,
GOLM1, NAA35 (321) Esofagico Saliva recurrencia, respuesta
terapéutica

RET, HIF2A, VHL, SDH (322) Neuroendocrino

. Suero Diagnostico genético
KRAS G12D, TP53 R273H (323) Pancreéatico
ADN
Niveles de nimero de copias de Ovario epitelial coiwanlg‘lartg Diaanéstico
ADNmMt (324) Seroso pletay g
plasma
LRG1 (325) Pulmén
Fetuina-A , proteinas asociadas con
la via EGFR, resistina y proteina 3
inducida por &cido retinoico (326) Vejiga Orina
CD36, CD44, TPBG, EMMPRIN, Diagndstico
CD73 (327)
MMP9 (328) Rifion
R BARF1 (329) Nasofaringeo Suero y saliva
CD63y caveolina-1 (330) Melanoma
Plasma Deteccion temprana y
Receptor de folato o (331) seguimiento de la
progresion
Ovario
CD24, EpCAM, TGF-B1, MAGE3/6 Plasma, liquido mnc,'?s't?ggos:g;o’uesta
(333, 334) ascitico P Y resp

terapéutica

Ovario seroso de

HGF, STATS, IL-6 (336) alto grado

Suero Detecci6n temprana
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tumor y el

impacto de sus

Fluido de

SOX-2, SOX-9 (332) gt Agresividad
efusion
Proteémica .
GPC1 (337) Pancreético Suero Dlagno,stl.co y
prondstico
Fibronectina (335) Mama Plasma Deteccion temprana

Tabla 15. VEs como biomarcadores en fluidos corporales humanos en diferentes tipos de cancer. Abreviaciones: BARF1,
Proteina secretada por el virus de Epstein-Barr recombinante; EMMPRIN, Inductor de metaloproteinasa de matriz
extracelular; EpCAM, Molécula de adhesion de células epiteliales; GOLML, Proteina 1 de la membrana de Golgi; GPC1,
Glipcano 1; HOTAIR, HOX Transcript Antisense RNA; KRAS G12D, Mutacién Protooncogén KRAS, GTPasa; LRGL,
Alfa-2-glicoproteina 1 rica en leucina; MAGE3/6, Antigeno 3 asociado al melanoma; MALAT-1, Transcripcion 1 del
adenocarcinoma de pulmdn asociado a metastasis; MEG3, Maternally Expressed 3; NAA35, N-Alfa-Acetiltransferasa 35,
Subunidad Auxiliar NatC; RET, Protooncogén Ret; SDHB, Subunidad B del complejo succinato deshidrogenasa hierro azufre;
TPBG, Glicoproteina del trofoblasto; TP53 R273H, Pérdida de funcion TP53; VHL, Supresor de tumores de Von Hippel-
Lindau.

Hace dos décadas surgio la idea de utilizar VEs como vacunas antitumorales (338) dando lugar a
ensayos clinicos contra el melanoma en Francia (339) y el cancer de pulmon de células no pequefias en
Estados Unidos (340). También se vio que las VESs obtenidas a partir de células dendriticas pulsadas
con un antigeno tumoral completo, promovian rechazo del tumor (341) beneficiando a un pequefio
namero de pacientes (342). Tres afios méas tarde, surgié en China otro ensayo clinico en fase | donde las
VEs del liquido ascitico de pacientes con cancer de colon se combinaron con el factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos para estimular la actividad de las células dendriticas
antitumorales (343). Las VEs también pueden servir como administradores de farmacos por su baja
inmunogenicidad y toxicidad, gran estabilidad en circulacion y tejidos, y capacidades intrinsecas de
localizacion (344). Primero las VEs se pueden disefiar a partir de células in vitro y después, mediante
electroporacion, se puede incorporar la carga deseada y limitada a las lesiones cancerosas (345). En este
sentido, se estan investigando farmacos antiinflamatorios (curcumina) (346); agentes
quimioterapéuticos (paclitaxel, doxorrubicina y withaferina); y fitoquimicos (345,347,348). No

obstante, se esta trabajando el abordaje en cuanto a fabricacién y seguridad (342).

Otro enfoque en el que se esta investigando actualmente es inhibir la produccion, liberacion, circulacion
0 absorcion de las VEs (258).

6.5.1 VEs para el diagndstico y tratamiento del CaP

La aplicacion de VEs con finalidad terapéutica para el CaP es una aproximacion muy incipiente que
requiere de estudios in vivo para que sea posible aplicarlo clinicamente orientando ademas a cada

paciente de manera personalizada, sin embargo, se han realizado varias aproximaciones.

En cuanto al diagndstico temprano del CaP, se ha detectado que los pacientes con este tumor tienen
niveles plasmaticos de exosomas significativamente mas altos y de menor tamafio vs personas sanas

(aunque necesita validacion clinica) (349) y una expresion mas elevada de PSA en las VEs plasmaticas

59



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

El papel del tejido adiposo periprostatico en el metabolismo lipidico del tumor y el impacto de sus
vesiculas secretadas en la progresidén del céancer de prostata

SILVIA SANCHEZ MARTIN

de los pacientes con CaP vs HBP o0 estan sanos (aunque estos ultimos menores de 30 afios todos ellos)
(350). Otros estudios han reportado que las VEs de pacientes con CaP vs controles sanos, exhiben una
sobreexpresion de anhidrasa carbdnica IX (relacionado con el pH intraluminal (351) y que se asocia a
un aumento de algunas proteinas exosomales en sangre u orina (PSMA, PCA3, PSA, PTEN, survivina,
p-gp, claudina 3, FABP5, gammaglutamil transferasa, EGFR, las subunidades a3 y 1 de la integrina,
la proteina transmembrana 256, y Transglutaminasa 4-adseverina entre otras) (263,352). En este
sentido, Cho S et al., han desarrollado una nanoplataforma en la que se detectan al mismo tiempo

proteinas de superficie de VEs y miARNSs (353) e incluso los autores Wang Y et al., proponen el

uso de un biochip que podria utilizarse para el diagndstico de pacientes con CaP (354).

En lo que respecta al tratamiento del CaP, hay un estudio que propone la administracion de ARNpi
mediante VEs aisladas de la linea celular HEK293T, blogueando asi la metastasis y el crecimiento
tumoral in vitro de células C42B y DU145 e in vivo mediante modelos de ratones utilizando xenoinjertos
(355). En otros estudios, la inclusion de ARNpi en VEs aisladas de células de CaP DU145, parece
regular la adhesion y migracién in vitro de otra linea celular de CaP mas agresiva, las células PC3 (356).
En cuanto a la administracién de farmacos en VES, se ha probado que el paclitaxel administrado en

microvesiculas y exosomas sobre células LNCaP y PC3 mejora el efecto citotdxico in vitro (357).

7. ExomiARNSs y cancer

En 1993 se descubri6 la presencia de un ARN de pequefio tamafio, origen enddgeno y con funcién
reguladora en Caenorhabditis elegans (358) y no fue hasta 2001 cuando surgi6é la denominacion
miARN (miRNA en inglés) (359). EI método estandar de nomenclatura se recoge en la base de datos
denominada miRBase (360). Los miARNSs se unen de forma complementaria a diferentes ARNm diana
por la region 3’UTR (untranslated region) e inhiben su expresion a nivel postranscripcional (157). Un
Gnico miARN normalmente regula varios genes diana, al mismo tiempo que un mismo gen puede estar
regulado por maltiples miARNs (361). Esta bien reportado que los miARNS transportados entre células
en VEs, que denominados exomiARNs de aqui en adelante, pueden transferirse a células inmunitarias
(362), cancerosas (363) o endoteliales (364). En el cancer en concreto, la primera evidencia de la
participacion de los miRNAs fue el estudio del papel de miR-15 y miR-16 en la leucemia linfocitica
cronica tras ver que sus genes se encuentran dentro de una pequefia region del cromosoma 13q14 que
esta delecionada en més del 65% de estos pacientes correlaciondndose con una regulacion negativa de
la expresion de ambos miRNAs que regulan la patogénesis de células B (365). A partir de aqui, el
nimero de estudios que relacionan miRNAs con la patogénesis del cancer ha ido aumentando

considerablemente.
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7.1 Biogénesis y empaquetamiento de los miARNSs

El proceso de biogénesis de los miARNs comienza con la transcripcion de los genes de miARNS por la
ARN Polimerasa Il dando lugar al Pri-miARN, reconocido y procesado por la endoribonucleasa I11
Drosha que forma un complejo con su cofactor DGCR8 (Gen 8 de la Regidn critica del sindrome de
DiGeorge) introduciendo un corte y formando el pre-miARN.

El transporte activo del pre-miARN desde el nucleo al citoplasma, lo realiza la Ecportin-5 dependiente
de Ran-GTP, donde es cortado en cada hebra dando lugar al miARN duplex gracias a DICER
(endorribonucleasa tipo 111) en colaboracion con la TRBP (Subunidad TARBP2 del complejo de carga
RISC) y PACT (Activador de proteinas de la proteina quinasa inducida por interferon). Por Gltimo, la
proteina AGO (Componente catalitico Argonauta RISC) libera la hebra pasajera que corresponde al
miARN maduro, formando asi el miRISC (Complejo silenciador inducido por miARN), encargado de
dirigir el miARN hasta su ARNm diana (366) (Figura 16).

En cuanto al empaquetamiento de los miARNS en las VEs, se postulan varios mecanismos: un aumento
de Esfingomielinasa 2 (367); el reconocimiento de la proteina ribonucleoproteina nuclear heterogénea
de algunas secuencias del extremo 3’ (368); K-ras; y la activacion del inflamasoma. También los
miARNSs con una alta concentracion en el extremo 3’ de uracilo (369) son candidatos, mecanismo

controlado también por los niveles celulares de sus transcripciones diana (370).
7.2 Herramientas de prediccion de dianas de miARNSs

La zona de acoplamiento del miARN al ARNm diana de forma complementaria es la “region semilla”,

gue contiene de 6-8 nucledtidos en el extremo 5° de la hebra del miARN (Figura 15).

3081744, Region semilla
a7

5" miRNA
AC GUACGGCU
CACGACGUUAUGACGA CAUGCUCGACACGACGU
SllAllllllllllllllllllllllllllllll3'_\K\n|
-

Flanco Flanco

Figura 15. Esquema modelo de la interaccion miARN con su ARNm diana. Adaptada de Peterson, S. et al., 2014 (371).

Esta union miARN-ARNmM, se reporta informaticamente en bases de datos basadas en algoritmos de
prediccion atendiendo al grado de complementariedad de la region semilla, la energia libre de union, el
contenido de repeticiones AU, la accesibilidad de la estructura secundaria del miARN, la abundancia
de sitios de union en el RNAm diana y el grado de conservacion evolutiva de las secuencias (372). Estas
bases de datos disponibles son: STarMIR, miRanda-mirSVR, TargetScan, DIANA-microT-CDS,
MirTarget2, RNA22-GUI, TargetMiner, SVMicrO, PITA, RNAhybrid y miRWalk (373,374).

No obstante, este analisis MiARN-ARNmM obtenido in silico debe ser validado experimentalmente para
confirmar si la interaccion/es encontrada/s es real. Para ello hay varios métodos: sobreexpresar

transitoriamente miARNSs artificiales mediante mimics o en co-transfeccidn con un sistema de expresion
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de luciferasa conjugada a la regiéon 3’UTR del gen diana, inhibir miARNs endogenos mediante
antimiRs, analizar mediante microarray la interaccién miARN-ARNmM o inmunoprecipitar complejos
proteina AGO-miARN-ARNmM y posteriormente secuenciar por HITS-CLIP (secuenciacion de alto
rendimiento de ARN aislado mediante inmunoprecipitacion entrecruzada) (375,376).

7.3 ExomiARNSs y su participacion en el desarrollo del cancer

Los exomiARNs estan involucradas en cada paso del desarrollo del cancer desde el inicio donde las
células epiteliales intentan prevenir el crecimiento de células precancerosas (como miR-143 en CaP)
(377), hasta el punto en el que las células cancerosas escapan de esta inhibicion gracias a exomiARNs
gue promueven la inflamacion (como miR-203 en cancer de pancreas) (378), la EMT (como miR-200
en cancer de mama) (379), la migracion, la angiogénesis, la superacion de la hipoxia y la falta de
nutrientes (como miR-1227, miR-210 y miR-9 en cancer de pulmoén, melanoma, pancreas, glioblastoma
y colorrectal) (380,381) y la diseminacion metastasica de las células endoteliales (como miR-105, miR-
21 y miR-29a en cancer de rifibn y mama) (382,383).

Cabe destacar que estos estudios han sido realizados en ratones y modelos in vitro (lineas celulares

tumorales).

En la Tabla 16 se listan estudios que demuestran la implicacion de los exomiARNs en procesos

cancerigenos en diversos tumores cuyo origen es diverso.

Tipo de tumor exomiARNSs Origen Efectol/s celular observadol/s
MiR-148b Adipocitos viscerales y Supresién tumoral via TGF-p y Wnt/ B-catenina
subcutaneos humanos (salvo en obesidad) (384)

. , Tumorigénesis mejorada en etapas tempranas
Preadipocitos de raton g ) P P

miR-140 (3T3L1, MBA-1) mediante el eje SOX2/SOX9 in vitro y en raton
(302)
Lineas celulares de cancer de  Supresion de la absorcién de glucosa por células
MiR-122 mama (MCF7; MCFDCIS; no tumorales en el nicho premetastasico
Mama MDA-MB 361, 468 y 231, mediante regulacion negativa de PKM in vitro y
BT474 y SKBR3) en ratones (385)

Resistencia al tamoxifeno mediante la regulacion
miR-221 y miR-222  Linea celular tumoral MCF-7  de CDKN1B y ERa in vitro (linea celular MCF-
7) (386)

Resistencia a farmacos anti-HSP 90 por reprimir
miR-134 Linea celular tumoral Hs578T STATS5B, HSP90 y BCL2 in vitro (linea celular
Hs578T) (387)

Inhibicion del crecimiento del carcinomay
aumento de sensibilidad a la quimioterapia en
modelos de xenoinjerto de raton (388)

miR-122 ADMSC humanas Sensibilidad a sorafenib al reprimir la ciclina
G1, ADAM10 e IGF1R in vitro (linea celular
Higado HepG2) (388)

miR-4429 TA visceral humano Desregulacion TGF-B en células estrelladas

y miR-23b hepaticas y en la linea celular HepG2 (389)

Crecimiento, migracién y quimiorresistencia

miR-23ay miR-23-b Adipocitos 3TL mediante el eje VHL/HIF in vitro y en raton

(390)
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miR-4792 y miR- Apoptosis in vitro (lineas celulares A2780 y
320b ADMSC humanas SKOV-3) (391)
Motilidad, invasion y resistencia al paclitaxel al
e miR-21 CAA 'y FAC humanos unirse a APAF1 in vitro (SKOV3y OVCA432)
y en raton (392)
Resistencia a paclitaxel mediante represion
miR-433 Linea celular tumoral A2780  CDKG® in vitro (lineas celulares PEO1 y PEO4)
(393)
Inhibicion de la proliferacion tumoral in vitro
Glioma miR-146b Célu/las de! estroma de la (I_inea celular9L) e i_n vivo_(xen_oinj_erto de
médula 6sea de ratas glioma de ratas) mediante silenciamiento de
EGFR (394)
MiR-24-3p, miR- Alteracion de la proliferacion y diferenciacion
; 891a, miR106a-5p, . . . . .
Nasofaringeo . Linea celular tumoral TW03 de linfocitos T al regular negativamente la via
MiR-20a-5p MARKZ in vitro (395)
y miR-1908
Linea celular tumoral A549 Quimiorresistencia al cisplatino en células
Pulmén miR-100-5p modificada con resistenciaa  sensibles actuando sobre mTOR in vitro (linea
Cisplatino celular A5449) e in vivo (ratén) (396)
. . Supresion de la apoptosis y quimiorresistencia al
miR-21 d:::i;g:?jzslgﬂriégﬂlr;n;;a cisplatino al actuar sobre la via PI3K/AKT y
Estémado PTEN en la linea celular MGC-803 (397)
> 9 Linea celular tumoral MGC- Transicion EMT y quimiorresistencia al
miR-155-5p 803 modificada con resistencia  paclitaxel al suprimir GATA3 y TP53INP1 in
a paclitaxel vitro (linea celular sensible MGC-803) (398)
Resistencia a la gemcitabina al reprimir la
Linea celular tumoral Pancl traduccion de TP53INP1 in vitro (lineas
miR-155 modificada con resistencia a celulares sensibles de adenocarcinoma ductal
gemcitabina pancreético) e in vivo (xenoinjerto de raton y
tejido tumoral pancreatico humano) (399)
, Células madre tumorales Resistencia a la gemcitabina al actuar sobre el
Pancreas . - . - - .
MiR-210 resistentes a gemcitabina ciclo celular mediante Mtor in vitro (lineas
aisladas de la linea celular celulares sensibles BXPC-3y PANC-1) y en
BxPC-3 raton (399)
Macréfagos peritoneales Resistencia a la gemcitabina in vitro (lineas
miR-365 . celulares PDACK989, NIH-3T3 y Mia PaCa2) y
murinos .
en ratén (400)
Proliferacion y resistencia al cisplatino mediante
Cabezay . CDKN1B e INGS5 in vitro (lineas celulares HN4,
cuello miR-196a FAC humanos HN6 y HN30) e in vivo (xenoinjerto de ratén)
(401)
Mieloma _ Ll’?egs celulares de mieloma Angiogénesis_mediante HIF-_1 in_vitro (Iin_ea
miltiple miR-135b multiple (RPM18226, KMS- celular endotelial HUVEC) e in vivo (matrigel

11, U266) traspantada en raton) (402)

Tabla 16. ExomiARNSs de varias fuentes celulares relacionados con diversos procesos cancerigenos en diferentes tipos de
tumor. Abreviaciones: ADAM10, Dominio 10 de metalopeptidasa; APAF1, Factor activador de peptidasa apoptética 1;
BCL2, Regulador de apoptosis BCL2; CDKN1B, Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1B; CDK®6, Quinasa 6
dependiente de ciclina; FADD, Fas asociado a través del dominio de muerte; GATAS, Proteina de unién a GATA 3; IGFR1,
Receptor del factor 1 de crecimiento similar a la insulina; ING5, Inhibidor del crecimiento Miembro de la familia 5; MARK1,
Microtubule Affinity Regulating Kinase 1; PKM, enzima glucolitica piruvato quinasa; STAT5B, Transductor De Sefial Y
Activador De Transcripcion 5B; TP53INP1, Tumor Protein P53 Inducible Nuclear Protein 1.
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7.3.1 ExXomiARNs y CaP

La expresion anormal de exomiARNs (desencadenada por modificaciones cromosémicas, biogénesis

aberrante y regulacién epigenética alterada), se ha relacionado con el CaP y se han asociado a procesos

epigenéticos de regulacion de la proliferacion, la apoptosis, la EMT y la metéstasis (366).

En la Tabla 17 se resumen los exomiARNs derivados de diferentes fuentes del CaP (lineas celulares o

fluidos) y el efecto celular y/o posible diana (gen). A pesar de que se han descrito muchos exomiARNS

en este tipo de tumor, escasean estudios que revelen exomiARNS procedentes de muestras humanas de

pacientes con CaP (tejidos y biofluidos).

exomiARNS Origen

Efecto/s celular observado/s en CaP

miR-375 LNCaP

Incremento de la actividad de osteoblastos in vitro (linea celular de
osteoblastos hFOB1.19) (403)

miR-3176, -141-3p,
-5004-5p, -16-5p,
-3915, -488-3p, -23c,
-3673 y -3654
miR-32-5p, -141-3p,
-606, -381 y -429

Aislado y corroborado
en DU-145y PC-3

Regulacion de la expresion del AR 'y PTEN (404)

Regulacién de la expresion de factores de células T (404)

Supresion de la proliferacion mediante regulacion de AKT1 in vitro

miR-125-a DU-145 . .
! (macrdfagos de raton RAW264.7) (405)
Diferenciacion osteogénica de lineas de células madre
MiR-940 Ca-2B m’es_enqulmales humanas_ln vitro _e |nducu0n’d¢_a Ies’lonesf _
osteoblasticas extensas en el microambiente metastasico 6seo in vivo
(raton) (406)
miR-21 PC-3 Promocion de metéstasis in vitro (linea celular de osteoblastos hOB)
(407)
miR-7-5p, -203a-3p,
-193b-3p, -34a-5p, -324-
5p, -219a-5p, -497-5p, PC3 v LNCaP Proliferacién y agresividad tumoral mediante la regulacion de
-744-5p, -193a-5p, -200c- y TNRC6B, TNRC6A, AGO1, AGO3 y CDKG®6 segun analisis in silico
3p, -195-5p, 148a-3p, -28-
3p, -1972
Diferenciacion de osteoclastos e inhibicidn de osteogénesis mediante
miR-92a-1-5p COL1AL invitro (linea celular precursora de osteoblastos MC3T3-
MDA PCa 2a/2b E1) e in vivo (raton) (408)
. Metéstasis osteoblastica in vitro (linea celular de osteoblastos
miR-141-3p - .
hFOB1.19) e in vivo (ratdn) (371)
PNT-2 (li lul
. ) (.mea Ce ’u.ar Inhibicion del crecimiento celular mediante KRAS in vitro (PC-3MI)
miR-143 de epitelio prostatico (409)
no tumoral)
. Células de estroma Induccion de la proliferacion y la EMT in vitro (C4-2B y ARCaP)
miR-409 o,
prostatico humano (410)
. L Reduccidn de la degradacion caspasa 3 y quimiorresistencia a la
R-21 A T3-L1 AN
m dipocitos 3T3 doxorrubicina in vitro (PC-3 y DU145) (314)
Célula estromal
MiR-145 derivada del TA Inhibicion del crecimiento mediante reduccion de BelxL in vitro (PC-

aisladas de TA
subcutaneo

3) (411)
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Inhibicion de la EMT, la proliferacion celular, la supervivencia y
miR-1246 Suero promocién de la apoptosis mediante la inhibicién de CDH2, VIM y
ZEBL in vitro (LNCaP, DU145 y PC-3) (412)

Progresién y mal pronéstico mediante la regulacion de Bcel-2 'y

iR-34- Ori ; - Lo
m a fiha resistencia al docetaxel in vitro (22Rv1, PC3 y DU145) (413)

Células COS-7 (lineas
miR-146a celulares similares a
fibroblastos)

Inhibicion del crecimiento celular mediante ROCK1 in vitro (PC-
3MI) (363)

PSC-27 (linea celular  Resistencia a cisplatino y doxorrubicina mediante p53 in vitro (PC-3)

miR-27a de fibroblastos) (414)

Tabla 17. ExomiARNS relacionados con procesos proliferativos, invasivos y metastasicos, de modulacion del sistema inmune
y de respuesta a tratamiento en el contexto del CaP. Abreviaciones: AGO1, Componente catalitico Argonauta RISC 1; AGO3,
Componente catalitico Argonauta RISC 3; AKT1, AKT Serina/Treonina Quinasa 1; CDH2, Cadherina 2; COL1A1, Cadena
Alfa 1 de Colageno Tipo I; KRAS, Protooncogén KRAS, GTPasa; ROCK1, Rho Associated Coiled-Coil Containing Protein
Kinase 1; TNRC6A, Gen 6A que contiene repeticiones de trinucledtidos; TNRC6B, Gen 6B que contiene repeticiones de
trinucledtidos.

7.4 Aplicaciones clinicas de los exomiARNs en cancer: diagnoéstico, prondstico y abordaje
terapéutico

El uso de exomiARNs como biomarcadores de diversos tipos de cancer (Tabla 18) tiene como finalidad
entre otras la deteccion temprana. Asi, la eleccion del tratamiento podria ser personalizada basandose
en las caracteristicas de cada paciente y su tumor. Estos exomiARNS al encontrarse en el interior de las
VEs, son mas estables ya que estan protegidos de la degradacién (415,416). Ademas, permiten una
deteccidn no invasiva puesto que requiere biofluidos para su aislamiento y de técnicas poco costosas
como la PCR cuantitativa en tiempo real (417). Sin embargo, los exomiARNSs como biomarcadores aln
se encuentran en la etapa inicial de descubrimiento/desarrollo (417) puesto que requiere cohortes de
validacion para poder ser aplicados a la practica clinica debido a limitaciones como un menor nimero
de pacientes sanos vs enfermos en el estudio y/o un tamafio muestral pequefio (estudios expuestos en la
Tabla 18).

Sin embargo, los biomarcadores de miARN exosomales ain se encuentran en la etapa inicial de
descubrimiento/desarrollo y su valor potencial en el diagnostico clinico espera ser explorado por
completo. Es seguro que futuras investigaciones para identificar los nuevos miARN, sus funciones
bioldgicas y sus genes diana aumentaran nuestro conocimiento sobre las funciones de los miARN en la
tumorigénesis y garantizaran el desarrollo de prondstico, diagndstico y tratamiento del cancer

relacionados con los miARN

En la Tabla 18 se muestras algunos ejemplos de exomiARNSs con posible utilidad para el prondstico y/o

diagndstico de algunos tumores.

Tipo de tumor exomiARNSs Biofluido Indicacion
Esofagico 1 miR-21 (370) Suero Diagnostico y pronéstico
Cfircmoma oral de | miR-375 (368) Mucosa oral Deteccién temprana
células escamosas
Colon | miR-4772-3p (418) Suero Recurrencia en estadio 11 'y 111
Glioblastoma 1 miR-21 (419) Suero Diagnoéstico
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| miR-378a, 1 miR-379, 1 miR-139-5p,

Pulmé o
e 1miR-200-5p (420) asma | |
Higado 1 miR-21 (421) Suero Diagnostico

Cervical  miR-21, 1 miR-146a (422) Lavados

cervicovaginales

Tabla 18. Ejemplos de exomiARNSs con utilidad prondstica y/o diagndstica en diferentes tumores.

La regulacion de la epigenética a través de los exomiARNS les confiere un enorme potencial terapéutico
en oncologia, mediante la utilizacion de mimics (para aumentar su expresion) o de antimiRs (para
inhibirla) (278). Este campo, aln esta en una etapa temprana, pero se pueden encontrar algunos estudios
en diferentes fases clinicas de desarrollo (Tabla 19).

. Agente o
Tipo de tumor d - Compaiiia Estado Efecto/s
terapéutico
AntimiR de miR- L |Proliferacion
Cerebro Preclinico
10b . 1 Muerte celular
— - Regulus Therapeutics —
p AntimiR de miR- . | Progresion tumoral
Higado Preclinico . .
221 1 Supervivencia
Linfoma cutaneo de células | Proliferacion celular
RN MRG-106 . .
T y leucemia linfocitica (AntimiR-155) miRagen Therapeutics Fase Il aberrante
cronicay de células T | Sobreexpresion miARNs
Mesotelioma pleural MesomiR-1 Asbestos Diseases Fase |
maligno y pulmén no (mimic del miR-  Research Foundationy multicéntrica | Crecimiento tumoral
microcitico 16) EnGenelC Limited terminada

Pulmon de células Fase |
pequefias, linfoma, higado, MRX34 (mimic MiARN Therapeutics. . | Oncogenes y proliferacion 1
. . multicéntrica . .
melanoma, mieloma de miR-34) Inc . Supervivencia
- e terminada
multiple y rifion

Tabla 19. Ensayos clinicos de miARNs como terapia contra el cancer. Adaptado de Rupaimoole, R. et al, 2017 (423).
7.4.1 Aplicaciones clinicas de los exomiARNSs en el CaP

Los exomiARNSs de biofluidos (sangre, orina y semana) podrian ser Utiles para el diagndstico del CaP
e incluso permitir dirigir a los pacientes durante la vigilancia activa (424,425). Sin embargo, en la
literatura hay contradicciones en los perfiles de expresion identificados, probablemente debido a la falta
de métodos estandarizados de aislamiento de VEs y cuantificacion de exomiARNs (426). No obstante,

siguen siendo prometedores biomarcadores con gran potencial diagnostico y/o prondstico del CaP.

En la Tabla 20 se recogen algunos exomiARNS aislados de buiofuidos para el diagnostico/pronéstico
del CaP.

Biofluido exomiARNSs Indicacion
1 miR-107, 1 -574-3p (427)
1 miR-21-5p, 1 -574-3p, 1 -141-5p (428)

1 miR-19b (429)
Orina | miR-196a-5p, | -501-3p (430) Diagndstico

1 miR-21, 1 -375

1 Let-7c (431)
1 miR-145 (432)
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Orina 1 miR-146a, |-34a, |-598, |-148a (428) Prondstico (resistencia al docetaxel)
1 miR-2909 (433) Peor prondstico
1 miR-200c-3p, 1 -21-5p (434)
1 miR-141, |-125 (435) Diagnéstico
Plasma 1 miR-217, |-23b (436)
| Let-7a-5p (434) Pronostico
1 miR-1290, 1 -375 (437) Prondstico (resistencia tras castracion)
Plasma y suero 1 miR-107, 1 -375 (427) Prondstico
miR-324, 1 -885, |-521 (438 .
Suero T 1 miR-3L, B -122 (439() : Diagnostico
1 miR-1246 (411) Prondstico
SUEe 1 miR-141, 1 -375 (427) CaP recurrente (metastasico) después de la PR
Semen 1 miR-221, 1 -222 (440) Pronostico

Tabla 20. Estudios clinicos que exploran exomiARNs como posibles biomarcadores del CaP.

Las terapias basadas en exomiARNSs son prometedoras para revertir las alteraciones patoldgicas de los
miARNS y controlar el CaP.

En este sentido, en la Tabla 21 se muestran varias estrategias terapéuticas basadas en miARNs
investigadas en modelos de CaP in vivo (sobre animales) o ex vivo (usando tejido vivo que ha sido

creado de manera artificial en el laboratorio o donado por organismos vivos) y sus efectos.

Estrategia . Modelo .
> , g.' miARN . Via Vector Efecto
terapéutica estudio
Inhibicion del Inyeccion Inhibicion proliferacion células
miARN (AMOsy  miR-221/222 In vivo . y - P
. intratumoral PC3
Antagomir)
Inhibicion del
miARN (AMOs Ex-vivo - -
LNA) miR-21 Apoptosis células DU145
Inhibicion del R Pop
miARN (AMOs In-vivo o tévenosa -
PNA)

Inhibicion del miR-141/ In-vivo Intraperitoneal Nanoparticulas Reduccion de crecimiento
miARN -375 P PEI tumoral derivado de PC3
Inhibicion del Inhibicion de proliferacion e

miARN (esponjade miR-767-5p Ex-vivo - - invasion de células resistentes a
miARN) la enzalutamida
. . Inhibicién migracion, invasion y
miR-1 Ex- — - y .
IR-185 Xvvo formacion de células LNCaP
. Disminucién crecimiento del
. . Venadela  Nanoparticulas (e .
miR-34a In-vivo . CaP metastésico 6seo derivado
cola de quitosano . i .
de PC3 e induccion de autofagia
., PEIl conjugada . . . )
. . Inyeccién Disminucion crecimiento células
miR-145 In-vivo . con . .
Reemplazo de intravenosa . PC3 y aumento supervivencia
. . poliarginina
miARN (mimics) — —
ATE Disminucién crecimiento y
miR-15a . Inyeccion . aumento supervivencia en
In-vivo . conjugado con o i
y-16-1 intravenosa ! ratones con metastasis dsea de
aptamero
CaP humano
. Mimic . -
MiR-145 In-vivo Inyeccion coniucado con Tumores radiosensibilizantes
intravenosa J.g . PC3y LNCaP
poliarginina
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Tabla 21. Estudios clinicos que exploran miARNs Utiles para terapia en CaP. Adaptado de Gamlouche, F. et al., 2023 (365).
Abreviaciones: AMOs, oligonucleétidos anti-miARN; ATE, Atelocolageno; LNA, Acido nucleico bloqueado; PEI,
polietilenimina de nanoparticulas de polimero; PNA, &cido nucleico peptidico.
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Teniendo en cuenta que:

- EI'TAP tiene un papel relevante en el desarrollo y progresion de algunos tipos de cancer como
el de mama, ovario, mieloma maltiple, colon y endometrio entre otros

- ElI TAP puede influir en los tejidos cercanos al tumor mediante la secrecion de mediadores
inflamatorios, proangiogénicos, secrecion de AGsy liberacion de VEs

- La cantidad/grosor de TAPP medido por diferentes técnicas de imagen se ha asociado con
tumores de CaP mas agresivos y con el riesgo de recurrencia de estos

- El contenido de exomicroARNSs de las VESs secretadas por el TAP, actlan a nivel epigenético
en tumores como el de mama e higado potenciando su agresividad

Postulamos que:

El TAPP tiene un papel relevante en el microambiente del CaP y podria potenciar la agresividad del
tumor influyendo en el metabolismo y regulando la expresion génica a través de exomiARNS
contenidos en vesiculas

Nuestro objetivo principal es:

Estudiar el impacto metabdlico y epigenético del TAPP en la agresividad del CaP

70



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

El papel del tejido adiposo periprostatico en el metabolismo lipidico del tumor y el impacto de sus
vesiculas secretadas en la progresidén del céancer de prostata

SILVIA SANCHEZ MARTIN

Estudio 1

Objetivo Principal: Estudiar la interaccion del TAPP en el metabolismo lipidico del CaP y su relacion

con la agresividad del tumor.

Objetivos Secundarios:

a) Comparar el perfil lipidico del TAPP derivado de tumores de préstata de bajo riesgo (ISUP |y
I1) con los de alto riesgo (ISUP llII, 1V y V) mediante un analisis lipidémico no dirigido

b) Identificar los metabolitos lipidicos asociados a la agresividad del tumor y estudiar su utilidad
en el pronostico del CaP

c) Identificar las vias metabdlicas alteradas asociadas a los metabolitos desregulados

d) Estudiar in vitro la interaccion metabdlica entre el TAPP y el CaP utilizando lineas celulares
de CaP y co-cultivo ex vivo mediante:
1. Andlisis de la expresion de genes relacionados con el metabolismo de los lipidos y

agresividad tumoral
2. Anélisis de la acumulacién y captacion de lipidos
Estudio 2

Objetivo Principal: Identificar y caracterizar funcionalmente el contenido de exomicroARNSs de las

VEs secretadas por el TAPP al microambiente del CaP.

Objetivos Secundarios:

a)
b)

a)

b)

c)

Aislar y caracterizar las VEs secretadas por el TAPP

Determinar la expresion de exomicroARNs contenidos en las VEs aisladas del TAPP
comparativamente con las del tejido adiposo perivesical sano (TAPV)

Analizar in silico las posibles dianas genéticas de los exomicroARNSs desregulados y las vias
metabdlicas en la que los genes identificados y las proteinas que codifican estan implicadas
Validar in vitro las dianas genéticas identificadas para los exomicroARNSs candidatos mediante
el uso de inhibidores de miARNS y/o silenciadores de genes (SiRNAS)

Determinar in vitro en lineas de CaP, el efecto celular de la accidén epigenética de los

exomicroARNSs desregulados sobre sus dianas
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The lipidomic profile of the tumoral e
periprostatic adipose tissue reveals alterations
in tumor cell’s metabolic crosstalk

Antonio Altuna-Coy'", Xavier Ruiz-Plazas'?", Silvia Sdnchez-Martin', Helena Ascaso-Til?,
Manuel Prados-Saavedra?, Marta Alves-Santiago', Xana Bernal-Escoté?, José Segarra-Tomas'?™" and
Matilde R. Chacon'"@®

Abstract

Background: Periprostatic adipose tissue (PPAT) plays a role in prostate cancer (PCa) progression. PPAT lipidomic
composition study may allow us to understand the tumor metabolic microenvironment and provide new stratifica-
tion factors.

Methods: We used ultra-high-performance liquid chromatography-mass spectrometry-based non-targeted lipidom-
ics to profile lipids in the PPAT of 40 patients with PCa (n=20 with low-risk and n= 20 high-risk). Partial least squares-
discriminant analysis (PLS-DA) and variable importance in projection (VIP) analysis were used to identify the most
relevant features of PPAT between low- and high-risk PCa, and metabolite set enrichment analysis was used to detect
disrupted metabolic pathways. Metabolic crosstalk between PPAT and PCa cell lines (PC-3 and LNCaP) was stud-

ied using ex vivo experiments. Lipid uptake and lipid accumulation were measured. Lipid metabolic-related genes
(SREBP1, FASN, ACACA, LIPE, PPARG, CD36, PNPLA2, FABP4, CPT 1A, FATPS, ADIPOQ), inflammatory markers (IL-6, IL-1B, TNFa),
and tumor-related markers (ESRRA, MMP-9, TWIST1) were measured by RT-qPCR.

Results: Significant differences in the content of 67 lipid species were identified in PPAT samples between high- and
low-risk PCa. PLS-DA and VIP analyses revealed a discriminating lipidomic panel between low- and high-risk PCa, sug-
gesting the occurrence of disordered lipid metabolism in patients related to PCa aggressiveness. Functional analysis
revealed that alterations in fatty acid biosynthesis, linoleic acid metabolism, and B-oxidation of very long-chain fatty
acids had the greatest impact in the PPAT lipidome. Gene analyses of PPAT samples demonstrated that the expression
of genes associated with de novo fatty acid synthesis such as FASN and ACACA were significantly lower in PPAT from
high-risk PCa than in low-risk counterparts. This was accompanied by the overexpression of inflammatory mark-

ers (IL-6, IL-18, and TNFa). Co-culture of PPAT explants with PCa cell lines revealed a reduced gene expression of lipid
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metabolic-related genes (CD36, FASN, PPARG, and CPT1A), contrary to that observed in co-cultured PCa cell lines. This
was followed by an increase in lipid uptake and lipid accumulation in PCa cells. Tumor-related genes were increased

in co-cultured PCa cell lines.

Conclusions: Disturbances in PPAT lipid metabolism of patients with high-risk PCa are associated with tumor cell

metabolic changes.

Keywords: Periprostatic adipose tissue, Lipidomic, Lipid metabolism, De novo fatty acid synthesis, Prostate cancer

Background

Periprostatic adipose tissue (PPAT) is a specific fat depot
that surrounds the prostate and may constitute an impor-
tant active component in the metabolic tumor interplay,
adapting to the metabolic needs of prostate cancer (PCa)
cells, thus participating in tumorigenesis and resistance
to treatments [1].

Lipid metabolism has been found to be important in
PCa [2]. Fatty acid (FA) biosynthesis is dysregulated in
PCa [3]. Tumor cells can establish bidirectional cross-
talk with adipose tissue, inducing lipolysis and FA release
that can be subsequently stored and used by tumor cells
[4]. Indeed, cell co-culture studies have shown that PCa
cell lines incorporate FA from neighboring isolated adi-
pocytes [5]. Because PCa cells can induce adipocyte
lipolysis to increase their intake of FA [6], suppressing
FA uptake might be an interesting strategic point for
designing future therapies in patients with localized PCa
tumors.

Detailed and quantitative studies of the PPAT lipidome
are limited and have been focused on fatty acids (FAs),
considered important determinants of the lipid compo-
sition of adipose tissue [7—10]. PPAT FA profile analy-
sis reported few significant differences only according
to the ethno-geographical origin [8], particularly when
comparing Caucasian with African-Caribbean where
aggressiveness was associated with lower levels of linoleic
acid. Others found differences in FA composition when
comparing PPAT samples with benign prostate hyper-
plasia, with higher levels of palmitic in PPAT tissue [7].
Interestingly, a study analyzing basal secreted FA profile
from PPAT explants revealed no differences in relation to
tumor aggressiveness when patients were dichotomized
by Gleason score into less or more aggressive PCa [9].

A deeper characterization of PPAT may lead to a bet-
ter understanding of the disease and possibly allow new
stratification factors. Therefore, in the present study, we
aimed to analyze the lipidome of PPAT using an untar-
geted lipidomic approach. We obtained PPAT samples
from patients undergoing radical prostatectomy in an
attempt to identify lipid signatures associated with PCa
aggressiveness. Additionally, we performed metabolite
enrichment and gene expression analysis to identify bio-
logically meaningful patterns and to search for possible
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correlations between PPAT lipidomic metabolites and
metabolic-related genes. Finally, we performed co-cul-
ture experiments to question lipid microenvironment
crosstalk.

Methods

Patients and tissues

A total of 40 PPAT samples were obtained during surgi-
cal procedures in patients with PCa consecutively treated
by radical prostatectomy at the University Hospital Joan
XXIIL, Tarragona (Spain). The surgery was performed
laparoscopically assisted by a Da Vinci robot. Once
the anterior surface of the prostate had been surgically
exposed, the surrounding PPAT surface was removed and
1-2 g of this fat tissue was immediately placed in a ster-
ile container, washed twice in PBS, and stored in vapor
phase of liquid nitrogen.

All patients signed an informed consent. Clinical char-
acteristics are summarized in Additional file 1. Patients
were stratified based on the International Society of Uro-
logical Pathology (ISUP) consensus conference on Glea-
son grading of prostatic carcinoma [11] as high-risk (III,
IV, and V) (n=20) and low-risk (I and II) (#=20). The
study was performed according to the provisions of the
Declaration of Helsinki and was approved by the local
ethics committee and adhered to current legal regula-
tions (Biomedical Research Law 14/2007, Royal Decree
of Biobanks 1716/2011, Organic Law15/1999 of Septem-
ber 13 Protection of Personal Data). All methods were
approved and performed in accordance with guidelines
and regulations of the Ethical Committee for Clinical
Research (CEIM) from the Pere Virgili Research Institute
(CEIM205/2020).

Metabolomics multiplatform

To characterize adipose tissue metabolic profiles, FA
methyl ester (FAME), acylcarnitine, and lipidomic
analysis was carried out using gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS/MS), liquid chromatog-
raphy-mass spectrometry (LC-MS/MS), and liquid
chromatography quadrupole time-of-flight mass spec-
trometry (LC-QTOF-MS), respectively. For lipidomic
analysis, two different LC-QTOF-MS-based platforms
were used to analyze methanolic tissue extracts (LIP-I)
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and chloroform/methanol tissue extracts (LIP-II). The
methanol extract platform included free FA, bile acids,
steroids, oxylipins, and lysophospholipids (LP). The chlo-
roform/methanol extract platform provided coverage
over sphingolipids (SM), monoacylglycerols (MG), dia-
cylglycerols (DG), triacylglycerols (TG), phosphatidyl-
cholines (PC), and ether-phosphatidylcholines (PC-O).

Total FAs were derived from the quantitative analysis of
FAME. The acylcarnitine and lipidomic characterizations
were performed using internal standards to correct the
response of each detected compound based on their fam-
ily similarity, providing a semi-quantitation as an internal
standard response ratio. Specific extraction protocols and
mass spectrometry-based analyses are detailed in Addi-
tional file 2: Additional Material and Methods.

The number of metabolites obtained by the three dif-
ferent techniques was as follows: LIP-I, n=120 lipids;
LIP-II, =122 lipids; and FAME, n=22.

Exvivo co-culture of PPAT explants and PCa cell lines

We designed Transwell co-culture assays of PPAT
explants (7 low-risk and 3 high-risk) with 2 PCa cell
lines. The prostate cancer cell lines PC-3 (androgen-
insensitive) and LNCaP (androgen-sensitive) were pur-
chased from Sigma-Aldrich (Barcelona, Spain). PC-3
cells were cultured in Ham’s F-12 K (Kaighn’s) Medium
(1:1 mixture) with L-glutamate (Invitrogen/Gibco, Fisher
Scientific SL, Madrid, Spain). LNCaP cells were cul-
tured in RPMI 1640 medium (Merck KGaA, Darmstadet,
Germany) supplemented with 1 mM sodium pyruvate
(Gibco). PC-3 and LNCaP cultures were supplemented
with 10% fetal bovine serum, 1% penicillin/streptomycin,
and 5 pg/mL Plasmocin® (Invivogen, IBIAN Technolo-
gies, Zaragoza, Spain). Cells were seeded into Transwell
0.4-um pore size cell culture inserts (Fisher scientific,
Barcelona, Spain) at 50,000 cells/0.9 cm? in the same
medium at 37 °C and 5% CO, during 24 h. The next day,
the medium was exchanged for serum-free medium, for
24 h. Subsequently, 50 mg of fresh PPAT was washed
with PBS twice and added to the lower Transwell cham-
ber in 1 mL of M199 medium with 10% FBS and 1% peni-
cillin/streptomycin in 25 mM HEPES. Each sample was
tested in duplicate. The co-culture was maintained at
37 °C and 5% CO, for 48 h in the same medium. Subse-
quently, cells and tissue explants were removed, and RNA
was extracted.

RNA extraction and real-time gene expression

Total RNA was extracted from 50 mg of either frozen
PPAT or fresh PPAT explants (after co-culture) using the
RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Germantown,
MD). PC-3 and LNCaP RNA was extracted using the
RNeasy Mini Kit (Qiagen). Total RNA was quantified by
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absorbance measurement, and its purity was assessed by
the OD260/OD280 ratio. RNA was retrotranscribed to
c¢DNA using a High Capacity cDNA-to-RNA Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA) and the following genes
were tested using Taqman assays (Applied Biosystems):
SREBP1 (hs01088691_m1), PPARG (hs00234592_m]l),
FASN (hs01005622_m1), ACACA (hs01046047_ml),
LIPE (hs00193510_m1), IL-6 (hs00985639_m1l), IL-
1B (hs01555410_m1), TNFa (hs99999043_m1l), CD36
(hs00169627_m1), FABP4 (hs00609791_m1l), CPTIA
(hs00912671_m1), PNPLA2 (hs00386101_m1l), FATPS
(hs00202073_m1), ADIPOQ (hs00605917_ml), ESRRA
(hs01067166_g1), TWIST1 (hs00361186_m1), and MMP-
9 (hs00957662_m1). The value for each sample was nor-
malized to the expression of GAPDH. SDS software 2.3
and RQ Manager 1.2 (Applied Biosystems) were used
to analyze the results with the comparative Ct method
(2722, To compare low- versus high-risk, PPAT data
were expressed as an n-fold difference relative to a cali-
brator (a mix of 1 sample of PPAT and 1 sample of
abdominal adipose tissue from our Biobanc collection).
Co-culture cell lines and co-culture explant PPAT data
were expressed as an n-fold difference relative to control.

Lipid uptake and lipid accumulation assays

PCa cells were seeded in 96-well clear flat-bottom black
plates (Thermo Fisher Scientific, Barcelona, Spain) and
co-cultured with 10 mg of PPAT for 48 h. To quantify
fatty acid uptake, the growth medium was exchanged
with TF2-C12 fatty acid (Sigma-Aldrich), and cells were
incubated at 37 °C for 30 and 60 min. Cellular uptake
was measured on Varioskan Lux Reader (Thermo Fisher
Scientific) by measurement of fluorescence intensity (A
exposition=485/1 emission=>515 nm). Lipid content
was measured with Nile Red (Sigma-Aldrich). Briefly,
media were removed, cells were washed twice with PBS,
and lipids were stained with 1.1 mg/mL Nile Red for
15 min at 37 °C. After incubation, cells were washed with
PBS followed by measurement of fluorescence intensity
(A exposition =488 /1 emission =590 nm).

Statistical analysis

For the PPAT study, the sample size was calculated using
G*Power 3.1.9.7 (https://www.psychologie.hhu.de/arbei
tsgruppen/allgemeine-psychologie-und-arbeitspsycholo
gie [12]. Assuming a change of twofold between groups
and similar group variances, with an average power>80%
and a false discovery rate of 5%, a minimum of 17 patients
were needed in each group. Variables not normally dis-
tributed are presented as medians and interquartile
ranges and were compared with the Mann—Whitney U
test. Multivariate stepwise backward regression analy-
sis was employed in order to evaluate the independent
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predictors associated with PCa aggressiveness. Statistical
analyses were performed using the Statistical Package for
the Social Sciences, version 22 (SPSS, Chicago, IL). The R
software (https://cran.r-project.org/web/packages/Infor
mation/index.html) was downloaded. To achieve the best
discriminatory model between studied groups, we per-
formed variable importance in projection (VIP) score
analysis and partial least squares-discriminant analysis
(PLS-DA) using MetaboAnalystR package (https://github.
com/xia-lab/MetaboAnalystR). Pathway enrichment was
performed by using MetaboAnalyst 5.0 software (https://
www.metaboanalyst.ca), and we selected the metabolite
set library from SMPDB (The Small Molecule Pathway
Database). GraphPad Prism 7.0 was used for the box plot
analysis of the different metabolites. For ex vivo experi-
ments, at least 6 co-culture experiments were performed
with different human PPAT explant tissues and 2 PCa cell
lines. Statistical significance was evaluated with Mann—
Whitney tests. Results with p<0.05 were considered sta-
tistically significant.

Results

Lipid profiling of PPAT

We performed untargeted lipidomic profiling of 40 PPAT
samples using LC-MS/MS and GC-MS/MS platforms.
Patients were stratified according to ISUP GG into two
categories: low-risk (ISUP groups I and II, n =20 tissues)
and high-risk (ISUP groups III, IV, and V, n =20 tissues).
Patients’ characteristics are summarized in Additional
file 1. Of 264 individual lipid metabolites detected, 67
were significantly differentially expressed between low-
and high-risk PPAT samples (Additional file 3).

Analysis of total FA profile obtained after FAME analy-
sis (reveals all FA cellular composition, including acyl
chains and free fatty acids) showed that the percentage
of total saturated FA (SFA) was not different between the
low- and high-risk groups whereas a higher percentage of
monounsaturated FA (MUFA) was observed in high-risk
PPAT tissue when compared with low-risk counterpart’s
(27.59% vs 28.53%, respectively; p=0.001). Analysis of
polyunsaturated FA (PUFA) revealed a significant differ-
ence for w-6 PUFA, which were lower in abundance in
high-risk PPAT samples compared with low-risk (17.05%
vs 18.98% respectively, p=0.001) (Fig. 1A, Additional
file 4).

No changes were observed between the two studied
groups for the following metabolites obtained by LIP-II
analysis: DG, p=0.565; SM, p=0.565; lysophosphati-
dylethanolamine (LPE), p>0.9; LPC, p=0.873; PC,
p=0.155; and PC-O, p=0.337. By contrast, a signifi-
cant difference (p<0.05) was detected in the total levels
of lysophosphatidylinositol (LPI), which were higher in
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high-risk PPAT samples. Also, a trend for lower levels
of TG (p=0.063) was found in high-risk PPAT samples
(Fig. 1B).

Analysis of PPAT lipid signatures for prognosis of PCa

To identify the most relevant lipid features that would
allow us to correctly stratify low-risk versus high-risk
patients based on the PPAT lipid profile, we performed
PLS-DA on a data set of 70 variables (including the 67
significantly deregulated lipid metabolites shown in
Additional file 3 and we also included the variables total
SFA, total MUFA, and total PUFA). The score plot of the
PLS-DA model showed a separation between patients
regarding PCa aggressiveness (Additional file 5: Fig. S1A).
We then performed VIP analysis to examine the contri-
bution of the 70 variables in determining the degree of
PCa aggressiveness, finding that 33/70 variables had a
VIP score>1 and were therefore considered as impor-
tant in the model for determining PCa aggressiveness
(Additional file 5: Fig. S1B).

The selected 33 variables were then back evaluated
with PLS-DA to test the strength of the model, and
again the patients were segregated into two differenti-
ated groups (Fig. 2A). The PLS-DA model over fitting,
measured as the Q2/R2 ratio (R2—how well the model
predicts the calibration of variables, and Q2—how well
the model predicts PCa aggressivity) was 0.59, indicating
that the model fitted well (Fig. 2B). A model is considered
predictive when the Q2/R2 ratio is greater than 0.5 [13].
To obtain the minimum number of significant lipidomic
PPAT signatures that could separate the low- and high-
risk PCa groups, we performed a second VIP analysis and
the model showed that only 16 of the 33 variables had a
VIP score > 1 (Fig. 2C). The heat map in Fig. 3 shows that
based on these 16 features the PPAT samples, categorized
by ISUP grade group, naturally clustered into 2 separate
groups corresponding to low- and high-risk PCa.

Multivariate stepwise backward regression analy-
sis with the 16 signatures from VIP panel allowed us to
evaluate the independent lipid metabolite predictors
associated with PCa aggressiveness. Results showed that
12,13-EpOME (B=0.008, p=0.039, 95% CI=0-0.779)
and MG (18:0) (B=0.942, p=0.005, 95% CI=0.9-0.982)
were independently associated with PCa aggressiveness.

Lipid derangements in PPAT from patients with PCa are
related to metabolic alterations

The PPAT lipid signatures revealed an apparent disorder
in lipid metabolism according to PCa pathogenesis. To
obtain a global overview of the altered metabolic path-
ways, we performed metabolite set enrichment analy-
sis using MetaboAnalyst 5.0 and SMPDB metabolite set
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library with the all-lipid metabolites outlined in Fig. 3.
These functional approaches revealed that alterations
in linoleic acid metabolism, biosynthesis of FA, and
B-oxidation of very long-chain fatty acid had the highest
impact in the PPAT lipidome (Fig. 4A) (p<0.05). Then,
several SFA metabolites’ profiles obtained by FAME
(Additional file 4) were mapped onto de novo lipid syn-
thesis pathways, and we observed that the amount of
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palmitic acid and the total amount of its intermediate
products, which may be further elongated to form
other FA, showed a gradually decreasing trend when
patients were stratified by ISUP group. When samples
were grouped into low- and high-risk PPAT, significant
differences were observed in the amounts of palmitic
acid, stearic acid, arachidic acid, and behenic acid
(Fig. 4B).
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When mapping metabolites related to the linoleic acid
pathway, we observed that in general, metabolites showed
a gradual decrease when PPAT samples were strati-
fied by ISUP group (Fig. 4C). Significant lower amounts
of linoleic acid (LA) only appeared in high-risk PPAT
samples when grouped by lower and high-risk PPAT
(Fig. 4C). Linoleic acid can be oxygenated by 15-lipoxy-
genase 1 (LOX-1) in humans, primarily to 13-oxoODE
or 9-oxoODE, which were also found to be significantly
lower in high-risk than in low-risk PPAT.

Linoleic acid can also be converted by cytochrome
P450 to epoxy-octadecenoic acids (EpOMEs) in the form
of either 9(10)-EpOME (leukotoxin, coronaric acid) or
its regioisomer 12(13)-EpOME (isoleukotoxin, vernolic
acid); both metabolites were also lower in abundance in
high-risk PPAT than in low-risk PPAT (Fig. 4C).
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PPAT from aggressive PCa tumors exhibits an altered

gene expression profile related to lipid metabolism

and inflammation

We next aimed to determine the specific contribution
of selected genes in relation to the altered metabolic
pathways. We evaluated the expression of sterol regula-
tory element binding transcription factor 1 (SREBPI),
fatty acid synthase (FASN), and acetyl-CoA carboxy-
lase (ACACA) genes, which are involved in de novo
FA synthesis. Levels of FASN and ACACA were signifi-
cantly lower in high-risk PPAT (Fig. 5A), whereas levels
of SREBP1 were reduced in high-risk PPAT when com-
pared with low-risk PPAT (Fig. 5B) but did not reach
significance. All this data indicates a diminished de novo
FA synthesis, in good agreement with the levels of these
metabolite pathway products in PPAT (Fig. 4).
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Linoleic acid can be converted to 13-OxoODE, which
is an endogenous ligand for peroxisome proliferator-acti-
vated receptor gamma (PPARG) [14]. When we measured
PPARG expression levels, we observed a downregulating
trend in high-risk PPAT when compared with low-risk
PPAT samples (Fig. 5B). This finding can be related to the
lower levels of 13-0x0ODE in high-risk PPAT (Fig. 4C). A
significant reduction in ADIPOQ gene expression, a gene
directly regulated by PPARG, was observed in high-risk
PPAT samples when compared with their low-risk coun-
terparts (Fig. 5C).

We also observed that the expression of hormone-sensi-
tive lipase (LIPE) was significantly lower in high-risk PPAT
samples than in low-risk samples (Fig. 5D), which has also
been described in breast cancer-associated adipocytes [4].

Interestingly, we also revealed an altered inflammatory
state in high-risk PPAT samples, demonstrated predomi-
nantly by the significantly higher expression of the proin-
flammatory cytokine interleukin 6 (IL-6) in addition to a
trend for higher levels of interleukin 1 (JL-1B) and tumor
necrosis factor alpha (TNFu) (Fig. 5E).

Exvivo co-culture of PPAT explants with PCa cell lines
triggers changes in the expression of lipid-, inflammatory-,
and tumor-related genes

The observed reduction in metabolites from pathways
associated with de novo FA synthesis and the increased
inflammatory profile led us to question if these gene
expression alterations were due to direct contact with
tumor cells.

(Seefigure on next page)

Fig.4 Biochemical metabolic analysis. A Metabolic set enrichment analysis showing altered lipid signatures analyzed by SMPDB metabolite set
library. B, C Significantly altered lipid metabolite box plots allocated to related pathways. Patients were stratified regarding ISUP group. Statistic
comparation was performed between high-risk (groupsil, IV, and V) and low-risk (group ). Each box shows the median, quartiles, and extreme

values. *p< 005, **p <0.01
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To address this, we co-cultured PPAT explants with 2
different PCa cell lines (PC-3 and LNCaP) and then per-
formed gene expression analysis. Results showed that
regardless of the cell line used in the co-culture experi-
ment, the expression of membrane lipid transporter
CD36 and the expression of genes implicated in de
novo lipogenesis such as FASN and PPARG, a transcrip-
tion factor implicated in lipid metabolism and inflam-
mation, were all significantly downregulated in PPAT
explants (Fig. 6A). Of note, the key gene regulator factor
SREBPI was slightly reduced but did not reach signifi-
cance (Fig. 6A). The expression of carnitine palmitoyl-
transferase 1A (CPT1A), responsible for the translocation
of FA from the cytosol to the mitochondrial matrix, was
also reduced. By contrast, the inflammatory profile in
PPAT co-cultured explants was elevated, as shown by an
upregulation of cytokines such as IL-6 and /L-1B. Inter-
estingly, fatty acid binding protein 4 (FAPB4) expression
was higher after co-culture, indicating an active cytoplas-
matic lipid mobilization process between PPAT and PCa
cell lines (Fig. 6A). The expression of the lipase PNPLA2
was reduced in PPAT explants after co-culture, indicating
that lipolysis was likely not upregulated under this cul-
turing condition (Fig. 6A). Of note, no differences in co-
cultured explants between high-risk and low-risk tumors
were observed following co-culture with PCa cell lines in
the lipid and inflammatory genes here analyzed (Addi-
tional file 6: Fig. S2A-S2B).

Conversely, co-cultured PCa cell lines (both PC-3 and
LNCaP) showed a significant increase in the expression
of lipid metabolism-related genes such as CD36, FATPS,
CPTIA, and FABP4 and of the inflammation-related
genes IL-6 and IL-1B (Fig. 6B, C). Noteworthy, while
FASN, SREBP1, PPARG, and PNPLA2 were upregu-
lated in PC-3 after PPAT explant co-culture (Fig. 6B),
no changes were observed in these genes in LNCaP cells
after co-culture (Fig. 6C).

Alteration in PCa cell aggressiveness was also observed
in both cell lines after PPAT explant co-culture, dem-
onstrated by a significant increase in expression levels
of genes implicated in tumor cell proliferation (ESRRA)
and in tumor invasive and metastatic potential (MMP-9,
TWIST]I) (Fig. 6B, C).

An increase in fatty acid uptake is shown in both cell
lines (Fig. 6D) after explant co-culture. Also, both PCa
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cell lines exhibited enhanced lipid accumulation after
explant co-culture (Fig. 6E). Of note, LNCaP co-culture
cells showed a significantly higher uptake when com-
pared with co-culture PC-3 cells. No differences in accu-
mulation or in uptake rates were observed in the PCa
cell lines studied (PC-3 and LNCaP) regardless of PPAT
explant aggressiveness (Additional file 6: Fig. S2C-S2D).

Discussion

The crucial importance of lipids in the malignant pheno-
type of PCa is clear [2]. The need for lipids by PCa cells
can be met by taking up circulating lipids and enhancing
de novo FA synthesis [15] or by lipid transfer from stro-
mal adipocytes to PCa cells [16].

Recent studies have shown that FA can fuel prostate
tumor growth [6], highlighting the importance of lipids
in the progression of PCa. Selective degradation of intra-
cellular lipid droplets by lipophagy as energy source has
also been described in PCa by PPAT proximity [17].

In the present study, we found a specific PPAT lipid sig-
nature composed of 16 metabolites associated with PCa
aggressiveness. Regression analysis showed that from
these 16 metabolites, only MG (18:0) and a metabolite
involved in the linoleic acid pathway (12-13-EpOME)
were independent factors of PCa aggressiveness. How-
ever, we are aware that sample size may be one limitation
and larger replication studies are needed in order to vali-
date this panel.

The discovery of this signature raises the possibil-
ity that PPAT lipid profiling might provide independent
information regarding PCa biology. By analyzing total
FA composition (SFA, MUFA, and PUFA), we observed
a significant increase only in MUFA and a significant
decrease in w-6 PUFA in high-risk PPAT samples. Few
studies have investigated this issue in PPAT regard-
ing PCa aggressiveness. While some authors found sig-
nificantly higher w-6 levels in PPAT when comparing
patients with PCa or benign hyperplasia [7], others failed
to observe any association between w-6 in PPAT and PCa
aggressiveness in Caucasians, whereas lower PPAT levels
of w-6 were protective in African-Caribbeans [8]. »-6 FA
are obtained from the diet as they cannot be synthesized
in the human body. Thus far, human studies have failed
to corroborate whether higher w-6 levels are related to
higher PCa risk or mortality [18]. By contrast, animal and

i (See figure on next page))

mean £ SEM (n =6 experiments)

Fig.6 Abidirectional crosstalk occurs between PPAT explants and PCa cell lines. PCa cell lines (PC-3 or LNCaP) were co-cultivated with PPAT
explants for 48 h and expression of lipid-, inflammatory-, and tumor-related genes were evaluated by RT-gPCR. A Co-cultured explants with LNCaP
or PC-3 cells. B Co-cultured PC-3 cells. C Co-cultured LNCaP cells. D Uptake of the fatty acid analog TF2-C12 at 30 and 60 min in PCa cell lines
co-cultured with PPAT explants. E Lipid accumulation measured with Nile Red dye after 15-min incubation in PCa cell lines co-cultured with PPAT
explants. Different lettering over the boxes indicates statistical differences. Significant differences are established at p<0.05. Data are expressed as
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in vitro studies have suggested that w-6 PUFA stimulate,
whereas -3 PUFA inhibit, PCa growth [19].

Our lipidomic PPAT analysis revealed significantly
higher amounts of total LPI metabolites in samples from
high-risk patients. LPI can be generated by the action of
phospholipase A on lipids, and it has been established
that it might play an important role in several diseases
affecting various functions such as cell growth, differen-
tiation, and motility in a number of cell types [20]. For
example, the dysregulation of LPI in breast cancer has
been related to migration properties [21]. Further inves-
tigations will be necessary to understand the role of LPI
in PCa.

Mapping of dysregulated FA metabolites onto meta-
bolic pathways revealed a predominant involvement in de
novo FA synthesis and linoleic acid metabolism (Fig. 7).
Interestingly, all metabolites involved in these pathways
were found to be lower in abundance in PPAT samples
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from high-risk PCa, clearly indicating a reduced lipid
activity in the aggressive PCa-related fat. Interestingly
we observed for the first time the reduced expression of
genes implicated in de novo FA synthesis, namely FASN,
ACACA, and SREPBI in high-risk PPAT (Fig. 7). The
reduced expression of lipolytic-related genes such as LIPE
was also observed in samples from high-risk patients,
which was unexpected but nevertheless observed in co-
cultured breast cancer cells with adipocytes [4], alluding
to a unique adipocyte phenotype in this environment.
Upregulation of inflammatory-related genes was also
observed in the PPAT of patients with more aggressive
PCa, indicating that PPAT is likely not inert.

To strengthen these findings, we performed co-
culture experiments using PPAT explants and two
PCa cell line models, which revealed ex vivo cross-
talk between PPAT and PCa cells, with a dramatic
reduction in lipid gene expression in PPAT explants
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accompanied by an activated inflammatory state
characterized by overexpression of proinflamma-
tory cytokines (Fig. 7). This reinforces the notion that
adipocytes can provide lipids to tumor cells and par-
ticipate in tumor aggressiveness [5]. By contrast, co-
cultured PCa cell lines exhibited the opposite behavior
with regard to lipid gene expression, which was clearly
upregulated in PC-3 cells but did not change in
LNCaP cells. Interestingly, the increased expression of
fatty acid transporters such as CD36 and FATPS was
accompanied by an active uptake and accumulation of
lipids in both cell lines when co-cultured with PPAT
explants. In this sense, the incorporation of FFAs by
PCa cells from neighboring adipocytes and similar
uptake of exogenous lipids have been shown to occur
in several PCa cell models [5, 22].

Proinflammatory-related genes (IL-6, IL-1B) were also
overexpressed in PCa cell lines. The dysregulated inflam-
matory profile observed here, in both PCa cell lines and
PPAT when in co-culture, especially in the case of IL-6, has
been shown to play a key role in the acquired pro-invasive
effect by tumor cells [4]. We also observed that both PCa
cell lines gain aggressive properties when in contact with
PPAT explants because expression of genes implicated
in proliferation such as estrogen-related receptor alpha
(ESRRA) [23] and matrix metallopeptidase 9 (MMP-9)
[24] or involved in migration like twist family BHLH tran-
scription factor 1 (TWIST1I) [25] were clearly upregulated.

Although lipolysis was not evaluated in our ex vivo
experiments, other authors showed that PPAT explants
basal lipolysis was slightly increased in less aggressive
PPAT PCa tissue compared to more aggressive ones, but
did not reach significance [9]. Parameters related to PCa
aggressiveness such as adipocyte size and stimulated FA
release were not altered in their studied explant samples.
Of note, when the authors evaluated explant basal FA
release rates found a reduced tendency in high-risk PPAT
explant samples when compared with the less aggressive
counterparts, and only nervonic acid showed differences
regarding aggressiveness [9]. In our PPAT analysis, ner-
vonic acid levels were not altered between low- and high-
degree PPAT samples, probably because we measured the
total PPAT FA profile and not the secreted FA profile.

We also observed interesting changes in linoleic
acid metabolism. Linoleic acid can be oxidized to pro-
duce 9- and 13-hydroxy-octadecadienoic acid (9- and
13-HODE) and 9- and 13-oxo-octadecadienoic acid
(9- and 13-0x0ODE). In human colonic epithelial cells,
13-0x0ODE has been reported to be an endogenous
ligand for PPARG with anti-inflammatory activity [14].
We found reduced concentrations of 13-0xoODE/9-
0xoODE in high-risk PPAT samples and reduced
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expression levels of PPARG, a finding that could explain
in part the reduced activity of this transcription fac-
tor (Fig. 7). Additionally, ADIPOQ gene, which is tightly
regulated by PPARG [26], was found reduced in the
aggressive PPAT samples. Although PPARG was initially
identified for its role in adipocyte differentiation and
in the regulation of genes involved in lipid and glucose
metabolism [27], its activation can antagonize nuclear
factor-kappa B (NF-xB) [28]. Thus, reduced expression of
PPARG can also bolster the increased expression of pro-
inflammatory cytokines observed in PPAT samples from
aggressive PCa (Fig. 7). The increased expression of pro-
inflammatory cytokines (IL-6, TNFa, IL-1B) found here
in the aggressive PCa-related PPAT supports the role of
PPAT in aggravating the tumor microenvironment, either
by direct effects on premalignant cells or by acting on the
tumor microenvironment [29].

Linoleic acid can also be converted by cytochrome
P450 to epoxy-octadecenoic acids (EpOMEs) in the form
of either 9(10)-EpOME (leukotoxin, coronaric acid) or
its regioisomer 12(13)-EpOME (isoleukotoxin, vernolic
acid). These leukotoxins can be produced by neutrophils,
activating their chemotactic activity in disorders such as
acute respiratory distress syndrome [30]. We detected
lower levels of 12(13)-EpOME in high-risk PPAT; how-
ever, the physiological significance of EpOMEs in PCa
needs to be further investigated.

To our knowledge, this is the first complete lipidomic
profile analysis linked to biological activity regarding
aggressiveness in PPAT. Accordingly, we believe that
these data provide valuable information for future repli-
cation studies in larger cohorts.

Conclusions

Overall, our findings show that the lipid composition
of PPAT is altered in patients with high-risk PCa and is
associated with changes in the PCa cell lipid metabolism
affecting tumor cell processes.
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glycerol); PLS-DA: Partial least squares-discriminant analysis score plot; PPARG:
Peroxisorne proliferator-activated receptor gamma; PPAT: Periprostatic adipose
tissue; PUFA: Polyunsaturated fatty acid; SFA: Saturated fatty acid; SM: Sphin-
gomyelin; SREBP-1: Sterol regulatory element binding transcription factor 1;
TG: Triglyceride; TNFa: Tumnor necrosis factor alpha; VIP: Variable importance in
projection.
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Additional File 1

ISUP GG Classification

Low Risk

Group I (n=20)
Group II (n=0)
Total (n=20)

High Risk
Group III (n=8)
Group IV (n=6)
Group V (n=6)

Total (n=20)

Median (IQR) Median (IQR) | p-value

Anthropometric parameters
Age (years) 67.29 (61.25, 70.87) 66.31 (63.00, 72.23) 0.491
BMI (kg/m?) 26.54 (24.09, 28.80) 25.47 (23.96, 28.51) 0.931
Prostatic volume (cc) 54.80 (34.00, 84.25) 42.1 (30.40, 52.75) 0.165
Glycaemic profile
Glucose (mmol/L) 544 (4.79, 6.44) 5.33 (444, 5.81) 0.274
Insulin (pmol/L) 66.53 (51.92, 106.71) 73.38 (59.21, 107.94) 0.526
HOMA-IR 2.37(1.64,4.28) 2,68 (1,97, 3.85) 0.925
HbAlc (%) 5.50 (5.40, 6.30) 5.40 (5.30, 5.78) 0.183
Lipid profile
Cholesterol (mmol/L) 4.82 (4.19,5.55) 4.80 (4.21, 5.59) 0.841
HDL cholesterol (mmol/L) 1.32 (1.14, 1.66) 1.48 (1.11, 1.67) 0.849
LDL cholesterol (mmol/L) 2.88(2.24,3.45) 2.75 (240, 3.24) 0.945
Triglycerides (mmol/L) 1.29(0.92,2.21) 1.30 (0.90, 1.79) 0.937
Hepatic profile
AST (pkat/L) 0.35(0.27, 0.40) 0.35 (0.32, 0.40) 0.602
ALT (pnkat/L) 0.33 (0.24, 0.48) 0.34 (0.28, 0.42) 0.395
GGT (ukat/L) 0.40 (0.30, 0.72) 0.38 (0.29, 0.55) 0.281
Renal profile
Uric acid (umol/L) 370 (280, 445) 360 (310, 405) 0.428
Urea (mmol/L) 13.21 (10.89, 17.40) 14.99 (11.87, 18.83) 0.337
Creatinine (umol/L) 79.56 (72.26, 94.37) 84.42 (73.81, 100.97) 0.830
Hormonal profile
SHBG (nmol/L) 41.50 (38.10, 54.35) 39.05 (29.23, 44.76) 0.204
Testosterone (nmol/L) 15.54 (12.36, 20.00) 13.37(10.23, 16.91) 0.129
Tumoral markers

Total PSA (ug/L) 559(457,7.08) | 741(5.04,1461) | 0010

Additional Table S1. Clinical and anthropometrical characteristics of patient’s studied samples.
Abbreviations: IQR: Interquartile Range ISUP (GG): International Society of Urological Pathology
Gleason Grading BMI, Body mass index; cc, centilitre; HOMA-IR, Homeostatic Model Assessment

for Insulin Resistance; HDL, High-density lipoprotein; LDL, Low-density lipoprotein; GGT, Gamma
Glutamy!l transferase; PSA, Prostate specific antigen.
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Additional File 2
Additional Material and Methods

FAME ANALYSIS

To obtain volatile fatty acids methyl ester derivatives (FAMESs), 10 mg of peri-prostatic adipose tissue
samples were mixed with IS solution, chloroform and methanolic HCI and incubated at 80 °C for 2 h.
Afterwards, obtained FAMEs were extracted by a liquid-liquid extraction using hexane before to be
injected on GC-MS system

FAME analysis by GC-MS was performed using an Agilent GC 7890A Series coupled to an Agilent
QQQ 7000 Series (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Chromatographic separation was
performed using a HP-88 (100 m x 250 um x 0.25 um) (Agilent). A volume of 1 pL of sample was
automatically injected into a split/splitless inlet at a split rate of 20:1 and at a temperature of 240 °C.
Helium (99.999% purity) was used as a carrier gas at a flow rate of 1 mL/min. To separate FAMESs an
oven program between 140 and 240 °C was applied. lonisation was performed by electron impact (EI),
with an electron energy of 70 eV and a source temperature of 250 °C.

LIPIDOMICS (METHANOLIC EXTRACTION) ANALYSIS

Extraction of lipidic methanolic fraction and was performed by adding 250 uL of methanol containing
internal standards (Myristic acid-d27, Arachidonic acid-d8, Cholic acid-d4, taurocholic acid-d4,
Lysophosphatidylcholine 18:1-d7 and Cortisol-d4) into a tube with approximately 20 mg of peri-
prostatic adipose tissue. Then, the samples were homogenized on a Bullet Blender Homogenizer using
Stainless-stell beads and incubated at -20°C for 30 min., centrifuged at 15,000 rpm and supernatant was
evaporated to dryness and reconstituted with 100 pL of methanol.

The separation of lipid species was performed by injection of 5 pl of samples into an UHPLC 1290
Infinity 1l (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) equipped with an ACQUITY UPLC BEH C18
column (1.7 pm, 2.1 mm X 100 mm) (Waters Corporation, Mildford, MA, USA) thermostatized at 40
°C. The elution was performed using water (A) and acetonitrile (B), containing both 0.05% formic acid,
as mobile phases at a flow rate of 0.3 mL/min and using the following gradient program: 2 min, 50%
B; 10 min, 98% B; 14.5 min, 98% B; and 15 min, 50% B. For the detection of lipids, the chromatograph
was coupled to a gTOF 6550 series (Agilent Technologies) by an electrospray ionization source (ESI)
operating in negative mode and the following parameters: gas temperature: 225 °C; gas flow: 11 L/min;
Nebulizer: 35 psi; sheath gas temperature: 300 °C; sheath gas flow: 12 L/min; Capillary voltage: 3500
V; nozzle voltage: 500 V. The identification of lipid species was performed by matching their accurate
mass and tandem mass spectrum, when available, to Metlin-PCDL from Agilent containing more than
40,000 metabolites and lipids. In addition, chromatographic behaviour of pure standards for each family

and bibliographic information was used to ensure their putative identification.
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ACYLCARNITINES ANALYSIS

The extraction of acylcarnitines was performed using the same procedure than in the lipidomics
(methanolic extraction) analysis. In this case, methanol contains a mix of internal standard for
acylcarnitines (CO -D9, C2:0-D3, C3:0-D3, C4:0-D3, C5:0-D9, C8:0-D3, C14:0-D9 and C16:0-D9).
Acylcarnitines were analyzed using an UHPLC 1290 Infinity Il coupled to a triple quadrupole mass
spectrometer (QqQ-MS) by an ESI interface (Agilent Technologies). Chromatographic separation was
performed using a Kinetex Polar C18 column (2.6 pum, 2.1 mm X 100 mm) (Phenomenex Inc., Torrance,
CA, USA) by injecting 1 pL of sample. Mobile phases consist of water (A) and methanol (B), both with
0.1% formic acid at a flow rate of 0.4 mL/min and a gradient program as follow: 0 min, 0% B; 1 min,
0% B; 11 min, 100% B; 13 min, 100% B, 13.1 min, 0% B; 15 min, 0% B.

ESI interface and triple quadrupole mass spectrometer, working on positive mode and multiple reaction
monitoring (MRM) mode, have set the following parameters: gas temperature: 200 °C; gas flow: 6
L/min; Nebulizer: 30 psi; sheath gas temperature: 375 °C; sheath gas flow: 11 L/min; Capillary voltage:
3500 V.

LIPIDOMICS (FOLCH EXTRACTION) ANALYSIS

A liquid-liquid extraction based on Folch procedure was performed by adding 750 pL of
chloroform:methanol (2:1)  containing internal standard (Lipidomic  SPLASH®:
lysophosphatidylcholine  18:1-d7,  phosphatidylcholine  33:1-d7,  sphingomyelin  36:2-d9,
diacylglyceride 33:1-d7, triacylglyceride 48:1-d7 and cholesteroyl ester 18:1-d7) to approximately 10
mg of peri-prostatic adipose tissue. Then, the samples were homogenized on a Bullet Blender
Homogenizer using Stainless-stell beads and incubated at -20°C for 30 min. Afterwards, 240 pL of
water with NaCl (0.8 %, w,v) was added and mixture was centrifuged at 15,000 rpm. Lower phase was
recovered, evaporated to dryness, reconstituted with 400 pL of methanol:methyl-tert-butyl ether (9:1)
and placed into chromatographic vials for their analysis.

Chromatographic separation was performed by injection of 2 puL of sample into an UHPLC 1290
Infinity Il (Agilent Technologies) equipped with a KINETEX EVO C18 column (2.6 pum, 2.1 mm X
100 mm) (Phenomenex Inc.) thermostatized at 60 °C. Elution program was consists in a ternary mobile
phase containing water (A), methanol (B) and 2-propanol (C) with 20mM ammonium formate and 0.1%
formic acid at a flow rate of 0.6 mL/min and a gradient as follow: 0 min, 10% B and 35% C; 0.5 min,
10 % B and 45% C; 1.5 min, 9.5% B and 47.7% C; 1.6 min, 7.5% B and 58.5% C; 5 min, 7% B and
61.2% C; 5.1 min, 4% B and 77.4% C; 7.5 min, 3.5% B and 80.1% C; 9 min, 3.5% B and 80.1% C; 9.5
min, 100% C; 11.5 min, 100% C; 11.6 min, 10% B and 45% C; 13min, 10% B and 45% C. For the
detection of lipid species, chromatograph was coupled to a gTOF 6550 series (Agilent Technologies)
by an electrospray ionization source (ESI) operating in positive mode and setting the following

parameters: gas temperature: 225 °C; gas flow: 11 L/min; Nebulizer: 35 psi; sheath gas temperature:
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300 °C; sheath gas flow: 12 L/min; Capillary voltage: 3500 V; nozzle voltage: 500 V. The identification
of lipid species was performed by matching their accurate mass and tandem mass spectrum, when
available, to Metlin-PCDL from Agilent containing more than 40,000 metabolites and lipids. In
addition, chromatographic behaviour of pure standards for each family and bibliographic information
was used to ensure their putative identification. The identification indicates the lipid family (PC-
phosphatidylcholine, SM-sphingomyelin, DG-diacylglycerol, TG-triacylglycerol and MG-
monoacylglycerol), the total number of carbons of the acyl chains and the number of double bonds.
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Additional File 3

Lipid species

Names

Low Risk (n=20)

High Risk (n=20)

Median + [range] Median + [range]
Fatty acids (FAME)
FA(14:0) (nmol/mg) Miyristic Acid 38.64 [32.77; 49.92] 31.36[27.72; 41.37]
FA(16:0) (nmol/mg) Palmitic Acid 238.52 [207.70; 265.10] 215.38 [187.26; 243.61]
FA(18:0) (nmol/mg) Stearic Acid 64.34 [53.23; 75.35] 53.02 [47.04; 66.19]
FA(20:0) (nmol/mg) Arachidic Acid 3.38[2.12; 4.18] 2.36[2.14; 3.04]
FA(22:0) (nmol/mg) Behenic Acid 0.60[0.41; 0.81] 0.40[0.31; 0.51]
FA(23:0) (nmol/mg) Tricosanoic Acid 0.04[0.03; 0.06] 0.03 [0.02; 0.04]

FA(24:0) (nmol/mg) Lignoceric Acid 0.26[0.16; 0.42] 0.19[0.14; 0.23]
FA(18:2n-6) Linoleic Acid 247.25[180.58;312.61] 182.29 [144.40; 228.12]
LIP-I (more hydrophobic lipids)
FA(12:0) Lauric Acid 1.30[1.16; 1.64] 1.19[0.99; 1.32]
FA(14:0) Myristic Acid 3.98[3.23; 5.16] 3.15[2.75; 4.75]
FA(15:0) Pentadecanoic Acid 1.07 [0.88; 1.26] 0.86 [0.69; 1.15]
FA(18:0) Stearic Acid 37.91[31.87; 45.45] 33.13[24.33; 42.07]
12,13-EpOME Vernolic Acid 0.61[0.46; 1.41] 0.44[0.34; 0.63]

9,12,13-TriHOME
FA(18:2n-6 (iso-2))

Pinellic acid

Linoleic Acid iso-2

2.80[2.31;3.27]
1.19[0.95; 2.08]

3.31[2.48; 3.83]
0.96 [0.60; 1.32]

FA(18:206 (iso-1))

Linoleic Acid

39.43 [32.05; 59.94]

31.57 [24.98; 47.68]

FA(21:20-7)

11,13-Eicosadienoic Acid

3.69[2.59; 4.17]

2.70 [1.59; 3.48]

15,16-EpODE

15,16-epoxy-13-OH-
9Z,11E-octadecadienoic
acid

0.75[0.63; 0.96]

0.60[0.53; 0.83]

13-0x00DE/9-0x00DE

13-0x0-9,11-
octadecadienoic acid/9-
oxo-10E,12Z-
octadecadienoic acid

0.60[0.29; 1.11]

0.27[0.13; 0.55]

LPI(18:2)

1-(92,12Z-
octadecadienoyl)-glycero-
3-phospho-(1'-myo-
inositol)

0.25[0.16; 0.41]

0.36[0.27; 0.51]

LPI(16:0)

1-hexadecanoyl-sn-
glycero-3-phospho-(1'-
myo-inositol)

0.52[0.42; 0.81]

0.84[0.60; 1.10]

LPI(18:1)

1-(9Z-octadecenoyl)-sn-
glycero-3-phospho-(1'-
myo-inositol)

2.08[1.11;3.52]

2.97[1.93;4.83]

LPI(18:0)

1-octadecanoyl-sn-
glycero-3-phospho-(1'-
myo-inositol)

7.12[5.25;10.17]

9.51[6.04; 14.02]

LPE(20:5)sn2

LPE(20:5)sn1

2-(5Z,8Z,11Z,14Z,17Z-
eicosapentaenoyl)-sn-
glycero-3-
phosphoethanolamine
1-(52,8Z,11Z,14Z,17Z-
eicosapentaenoyl)-
glycero-3-
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0.18[0.15; 0.25]

0.05 [0.03; 0.08]

0.31[0.24; 0.48]

0.09 [0.06; 0.13]
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LPE(22:6)sn2

LPE(18:2)sn2

LPE(20:4)sn2

LPE(20:2)sn1

LPC(14:2)sn2

LPC(20:5)sn2

LPC(16:1)sn2

LPC(22:6)sn2

LPC(20:4)sn2

LPC(17:1)sn2

LPC(20:3)sn2

LIP-II (Iess hydrophobic lipids)

phosphoethanolamine

2
(42,72,10Z,13Z,16Z,19Z-
docosahexaenoyl)-sn-
glycero-3-
phosphoethanolamine
2-(9Z,12Z-
octadecadienoyl)-sn-
glycero-3-
phosphoethanolamine
2<(5Z,8Z,11Z,14Z-
eicosatetraenoyl)-sn-
glycero-3-
phosphoethanolamine/2-
(8Z,11Z,14Z,17Z-
eicosatetraenoyl)-sn-
glycero-3-
phosphoethanolamine
1-(11Z,14Z-
eicosadienoyl)-glycero-3-
phosphoethanolamine
2-tetradecanoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine
2-[(5Z8Z,11Z,14Z,177)-
eicosapentaenoyl]-sn-
glycero-3-phosphocholine
2-(9Z-hexadecenoyl)-sn-
glycero-3-phosphocholine
/2-(9E-hexadecenoyl)-sn-
glycero-3-phosphocholine
oL
(42,72,10Z,13Z,16Z,19Z-
docosahexaenoyl)-sn-
glycero-3-phosphocholine
2-(5Z,8Z,11Z,14Z-
eicosatetraenoyl)-sn-

glycero-3-phosphocholine

1-(10Z-heptadecenoyl)-
sn-glycero-3-
phosphocholine
1-(52,8Z,11Z-
eicosatrienoyl)-sn-
glycero-3-phosphocholine

0.51[0.41; 0.73]

1039 [8.34; 12.60]

6.57[5.45; 8.06]

0.10[0.07; 0.11]

0.02[0.02; 0.03]

0.02[0.01; 0.03]

0.08 [0.05; 0.10]

0.02[0.01; 0.03]

0.32[0.24; 0.44]

0.004 [0.001; 0.008]

0.07 [0.06; 0.10]

0.69 [0.50; 1.05]

7.94[6.16; 10.33]

8.35[6.86; 10.40]

0.07 [0.06; 0.09]

0.03 [0.02; 0.04]

0.03 [0.02; 0.04]

0.12[0.08; 0.15]

0.04 [0.02; 0.06]

0.52[0.33; 0.71]

0.01 [0.003; 0.014]

0.10[0.08; 0.14]

MG(18:0) 67.56 [54.22; 104.91] 4827 [42.88; 61.48]
DG(34:0) 16.07 [14.01; 20.84] 16.87[143; 18.71]
TG(48:4) 33.97[19.44; 45.07] 25.68 [18.64; 27.98]
TG(50:4) 313.38[199.07;395.65]  230.41 [185.47; 263.82]
TG(52:5) 524.37 [340.23; 643.99]  340.26 [292.80; 403.39]
TG(51:4) 38.49 [32.20; 57.51] 32.56 [24.03; 36.19]
TG(54:6) 773.70[436.19; 132021]  389.25 [285.82; 586.69]
TG(53:5) 31.15[23.53; 36.74] 22.93[18.27; 27.94]
TG(52:4) 2 1357[1‘"92??'69; 4940.05 [4089.82; 5815.22]
TG(51:3) 255.97[245.70;356.63]  216.98 [183.35; 271.24]
TG(54:5) 72338421647, 1349 03 [3405.53; 5566.82]

9657.85]

94



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

El papel del tejido adiposo periprostatico en el metabolismo lipidico del tumor y el impacto de sus

vesiculas secretadas en la progresidén del céancer de prostata

SILVIA SANCHEZ MARTIN

181.51 [149.13; 253.33]

TG(53:4) 157.29 [128.31; 172.50]
TG(52:3) 255 lgé 6[925]296'2; 22346.2 [20511.67; 24516.2
TG(55:4) 68.29 [55.86; 74.15] 56.13 [46.18; 69.40]
TG(52:0) 20.31[15.12; 25.58] 16.77[12.21; 19.78]
TG(54:1) 267.32 [144.27; 333.93] 190.62 [145.93; 232.44]
TG(60:5) 5.78 [4.16; 6.99] 4.43 [2.30; 5.97]
TG(58:3) 63.12[49.75; 79.89] 47.31[33.58; 71.95]
TG(55:1) 7.16 [4.59; 9.65] 5.47[4.10; 6.61]
TG(60:4) 13.76 [9.58; 17.62] 9.30[7.12; 11.37]
TG(56:1) 39.56 [35.51; 51.51] 27.50[17.35; 34.78]
TG(58:2) 59.51[44.43; 72.08] 38.46[23.56; 51.60]
TG(60:3) 32.78[22.18; 42.91] 22.16[14.67; 25.54]
TG(58:1) 30.27[23.24; 35.60] 18.35[11.68; 26.14]
TG(60:2) 36.16 [23.92; 45.44] 22.31[14.16; 30.01]
SM(18:1;2/20:0) 1.19[0.90; 1.52] 1.22[0.97; 1.39]
PC(32:0) 0.54[0.43; 0.72] 0.64[0.56; 0.79]
PC-0(36:5) 0.11[0.09; 0.17] 0.19[0.15; 0.28]
PC-0(36:4) 0.21[0.19; 0.29] 0.27[0.22; 0.32]
PC-0(38:6) 0.03 [0.02; 0.04] 0.06 [0.05; 0.08]
Acylcarnitines
C3DC Malonyl carnitine 1.14[0.89; 1.48] 1.29[1.06; 1.54]

Additional Table S2. Periprostatic adipose tissue lipidomic signatures. Significant signatures after
comparing Low PCa PATT vs High PCa PATT. Abbreviations: FA: Fatty acid; LPI:
lysophosphatidylinositol: LPE: lysophosphatidylethanolamine; LPC: lysophosphatidylcholine; MG:
monoglyceride; DG: diglyceride; TG: triglyceride; PC: phosphatidylcholine (diacylglycerol); PC-O:
phosphatidylcholine (alkyl-acyl-glycerol); SM: sphingomyelin.
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Additional File 6: Figure S2
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Tumoral periprostatic adipose tissue =
exovesicles-derived miR-20a-5p regulates
prostate cancer cell proliferation

and inflammation through the RORA gene

i

Silvia Sénchez-Martin'", Antonio Altuna-Coy'", Verénica Arreaza-Gil', Xana Bernal-Escoté'?,
Joan Francesc Garcia Fontgivell*, Helena Ascaso-Til?, José Segarra-Tomas', Xavier Ruiz-Plazas"" and
Matilde R. Chacén'#1®

Abstract

Background From the first steps of prostate cancer (PCa) initiation, tumours are in contact with the most-proximal
adipose tissue called periprostatic adipose tissue (PPAT). Extracellular vesicles are important carriers of non-coding
RNA such as miRNAs that are crucial for cellular communication. The secretion of extracellular vesicles by PPAT may
play a key role in the interactions between adipocytes and tumour. Analysing the PPAT exovesicles (EVs) derived-
miRNA content can be of great relevance for understanding tumour progression and aggressiveness.

Methods A total of 24 samples of human PPAT and 17 samples of perivesical adipose tissue (PVAT) were used. EVs
were characterized by western blot and transmission electron microscopy (TEM), and uptake by PCa cells was verified
by confocal microscopy. PPAT and PVAT explants were cultured overnight, EVs were isolated, and miRNA content
expression profile was analysed. Pathway and functional enrichment analyses were performed seeking potential
miRNA targets. In vitro functional studies were evaluated using PCa cells lines, miRNA inhibitors and target gene
silencers.

Results Western blot and TEM revealed the characteristics of EVs derived from PPAT (PPAT-EVs) samples. The EVs were
up taken and found in the cytoplasm of PCa cells. Nine miRNAs were differentially expressed between PPAT and PVAT
samples. The RORA gene (RAR Related Orphan Receptor A) was identified as a common target of 9 miRNA-regulated
pathways. In vitro functional analysis revealed that the RORA gene was regulated by PPAT-EVs-derived miRNAs and
was found to be implicated in cell proliferation and inflammation.
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Conclusion Tumour periprostatic adipose tissue is linked to PCa tumour aggressiveness and could be envisaged for

new therapeutic strategies.

Keywords Periprostatic adipose tissue, Exovesicles, miRNAs, Prostate cancer, RORA gene

Background

Prostate cancer (PCa) is the second leading cause of
cancer-related death in most Western countries [1]. Its
incidence has increased markedly since the 1990s due to
the use of the prostate-specific antigen (PSA) test, eating
habits and, aging [2]. PCa often develops slowly and ini-
tially remains confined to the prostate, causing minimal
harm. However, aggressive forms can spread to bones
and lymph nodes, leading to significant morbidity and
mortality [3]. A central challenge in the management
of PCa is discriminating between indolent and aggres-
sive disease. Thus, early detection of PCa is important to
guide treatment strategies [4]. Research in this area aims
to enhance patient outcomes through a better under-
standing of the molecular mechanisms underlying PCa
progression.

The biology of solid tumours should be analysed con-
sidering the tumour microenvironment (TME) [5].
TME is composed of stromal cells, including fibroblasts,
immune cells, endothelial cells, and extracellular matrix
cells [5]. However, since many cancers develop in the
vicinity of adipose tissue (AT), peritumoral adipose tis-
sue, and its associated adipocytes have already been
reported to play a role in tumour initiation, progression,
and drug resistance [6].

Periprostatic adipose tissue (PPAT) is the fatty tissue
surrounding the prostate gland. The thickness of this
fat depot, measured by magnetic resonance [7] or ultra-
sonography [8] was initially proposed as an aggressive-
ness marker for PCa. The first molecular indications that
PPAT could condition the progression of PCa came from
in vitro experiments using media from ex vivo PPAT
cultures applied to PCa cell lines. In these experiments,
changes in cell migration behaviour were observed [9],
and molecules such as chemokine CCL7 (C-C Motif
Chemokine Ligand 7) secreted by PPAT-adipocytes
were demonstrated to stimulate the migration of tumour
cells expressing CCR3 (CCL7 chemokine receptor) [10].
Other molecules such as IL-6 (Interleukin 6), Leptin
[11], MMP-9 (Matrix Metallopeptidase 9) [9] and TGFa
(Transforming Growth Factor alpha) [12] have also been
reported to be highly expressed by PPAT and implicated
in PCa progression [13]. Regarding PCa treatment, it has
been demonstrated that PPAT can affect the response to
DCTX (docetaxel) treatment by upregulating the expres-
sion of BCL-XI (B-cell lymphoma extra-large), BCL-2
(B-cell lymphoma 2), and TUBB2B (B-tubulin isoform
2B). AG1024, a well-known IGF-1 (Insulin Like Growth

100

Factor 1) receptor inhibitor, counteracts the decreased
response to DCTX [14].

In addition, PCa cells have been shown to uptake
metabolites secreted by PPAT, such as fatty acids, and
used them as an energy source [15]. Ex vivo co-cul-
ture experiments using explants of PPAT and PCa cells
reinforced the role of PPAT in aggravating tumour
aggressiveness, as the expression of adhesion and prolif-
erative-related genes (MMP-9 and TWIST1 (Twist Fam-
ily BHLH Transcription Factor 1), lipid uptake, and lipid
accumulation were increased in co-cultured PCa cells
[15].

PPAT can communicate with the TME through EVs
which are considered to play an important role in cell-
to-cell communication. These EVs are broadly classified
into apoptotic bodies, exosomes, and microvesicles [16].
Although the average size of EVs subtypes is different,
their size range overlaps, and current EV-isolation meth-
ods do not allow accurate separation of the EV subtypes.
Therefore the operative terms for EV subtypes recom-
mended by the International Society for Extracellular
Vesicles (ISEV) [16] refer to a physical characteristic of
EVs, such as size like: “small EVs” < 100 nm or <200 nm
and “medium/large EVs” > 200 nm [17].

EVs facilitate the transfer of bioactive molecules: pro-
teins, lipids, and nucleic acids, including miRNAs, a
small non-coding RNA molecule that can regulate gene
expression at the post-transcriptional level through deg-
radation or repression and shows long-term stability in
circulation [18].

Peritumoral adipose tissue derived-EVs have been
demonstrated to modulate the acquisition and main-
tenance of cancer hallmark traits in melanoma [19] or
breast cancer [20]. For instance, preadipocyte-secreted
EVs that contain miR-140 have been shown to enhance
breast tumorigenesis by regulating differentiation, and
migration [21]. In ovarian cancer, miR-124-3p mesenchy-
mal stem cell-derived EVs is a critical factor for inducing
anti-proliferation signalling [22].

Thus, given that the presence of PPAT can favour
tumour aggressiveness by mechanisms not yet fully char-
acterized, we performed a human PPAT-derived EVs
(PPAT-EVs) analysis concerning miRNA-cargo composi-
tion because this information may provide an opportu-
nity to understand PCa progression better and may help
to identify new molecular targets.
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Methods

Patient recruitment and adipose tissue collection

Fresh AT samples were obtained from n=25 patients
laparoscopically assisted with a Da Vinci robot surgery at
the Joan XXIII University Hospital of Tarragona (Spain).
Once the anterior surface of the prostate was surgically
exposed, 1-2 g of the surrounding fat tissue (PPAT)
from n=24 patients was removed for further process-
ing. A non-tumorous extraperitoneal AT sample (1-2 g)
(PVAT) was also removed during surgery from n=17
patients. Fat samples were immediately washed twice
in 1x PBS and used for in vitro explant culture experi-
ments. Written informed consent before their inclusion
in the study was provided by all patients. The study was
approved by our local ethics committee and conducted
following the provisions of the Declaration of Helsinki
(Biomedical Research Law 14/2007, Royal Decree of Bio-
banks 1716/2011, Organic Law 15/1999 of September
13 Protection of Personal Data). Patients were stratified
based on the International Society of Urological Pathol-
ogy (ISUP) consensus conference on Gleason grad-
ing of prostatic carcinoma [23] as low-risk (ISUP I and
II) and high-risk (ISUP III, IV, and V). Clinical param-
eters, tumour aggressiveness, and metabolic status of
all patients were documented (Additional File 1: Table
S1 and S2). All methods were approved and performed
according to the guidelines and regulations of the Ethi-
cal Committee for Clinical Research (CEIm) from Pere
Virgili Research Institute (CEIM205/2020). The inclusion
criteria for patients were as follows: older than 18 years,
diagnosed with PCa by prostate biopsy at our centre or
any other centre, and treated by radical prostatectomy at
our centre. Exclusion criteria were patients with a previ-
ous history of cancer, patients older than 75 years, and
those who had received any previous treatment before
radical prostatectomy for PCa.

Adipose tissue explant culture

PPAT and PVAT explants were washed twice with 1x PBS
supplemented with 1x antibiotic-antimycotic solution
(Gibco, Fisher Scientific, Madrid, Spain) and 5 pg/mL
Plasmocin (Invivogen, IBIAN Technologies, Zaragoza,
Spain). Then, samples were centrifuged (280xg, 2 min,
22°C) to eliminate any remaining blood cells. Approxi-
mately 1-2 g of PPAT or PVAT explants were dissected
into pieces and plated in 12 well-plates (~4—6 pieces of
4 mm per well) with M199 medium supplemented with
Foetal Bovine Serum (FBS) EVs-depleted (Gibco, Fischer
Scientific S.L., Madrid, Spain), 25 mM HEPES (Gibco,
Fischer Scientific S.L., Madrid, Spain), 1x antibiotic-anti-
mycotic solution (Gibco, Fischer Scientific S.L., Madrid,
Spain) and 5 pg/mL Plasmocin (Invivogen, Zaragoza,
Spain). Explants were cultured in a humidified 5% CO,
atmosphere at 37 °C for 24 h. Conditioned culture media
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was then collected, filtered to exclude particles larger
than 0.8 um (Sartorius Minisart™ NML, Fischer Scientific
S.L., Madrid, Spain), and frozen at -80°C until EVs were
isolated.

Transmission electron microscopy (TEM)

Isolated EVs were placed on carbon-coated copper grids
(200 mesh) and incubated in osmium tetroxide vapor for
15 min. Images were collected using a JEOL 1011 trans-
mission electron microscope (Jeol, Tokyo, Japan) operat-
ing at 80 kV with a Megaview III camera (Olympus Soft
Imaging Solutions GmbH, Munster, Germany).

EVs uptake

PCa cells were seeded overnight in an 8-well Millicell”
EZ Chamber Slide (Sigma-Aldrich, Barcelona, Spain)
at a density of 40.000 cells/cm® Subsequently, cells
were depleted overnight. The PPAT-EVs were labelled
with PKH67 Green Fluorescent Cell Linker Kit (Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) as indicated by the man-
ufacturer’s protocol. Cells were incubated with 20 pg/ml
of PKH-67-labeled EVs at 37 °C for 1 h in a humidified
5% CO, atmosphere. Conditioned M199 medium with
EBS EVs-depleted was used as a negative control. After
EVs treatment, cells were washed twice with 1x PBS and
fixed in 3,7% (w/v) Paraformaldehyde for 1 h at room
temperature. Fixed cells were washed three times with
ice-cold PBS and permeabilized with 0,1% Triton X-100
for 10 min at room temperature. Then, cells were washed
again three times with ice-cold 1x PBS and mounted
using a coverslip with DAPI (Ibidi Mounting Medium,
Planegg, Germany) to stain the cell nucleus. The images
were recorded on the Leica TCS SP5 laser scanning spec-
tral confocal microscope (Leica Microsystems Heidel-
berg) and further processed by FIJI (http://fiji.sc/) and
Photoshop software.

Extraction of EVs-derived miRNAs from adipose tissue
explants and qRT-PCR profiling

ExoRNeasy Serum/Plasma Maxi Kit (Qiagen, Bionova,
Barcelona, Spain) was used to isolate EVs from 16 mL
of explant culture media from 4 ISUP high-risk patients
matched for age: 4 PPAT samples and their paired PVAT
samples. Subsequently, miRNAs from the obtained EVs
were extracted using the ExoRNeasy Serum/Plasma Maxi
Kit (Part II: Isolation of RNA) (Qiagen, Bionova, Barce-
lona, Spain). miRCURY LNA Universal RT microRNA
PCR, Polyadenylation, and cDNA Synthesis Kit (Qia-
gen, Bionova, Barcelona, Spain) was used for reverse
transcription. The miRNA profile contained in EVs was
characterized by Quantitive Real Time Polymerase
chain reaction (QRT-PCR) using ExiLENT SYBR Green
Master Mix in the miRCURY LNA miRNA miRNome
PCR Panel, Human Panel I+II, V5 (Qiagen, Bionova,
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Barcelona, Spain) that includes 752 human cancer-related
mature miRNAs, according to the user’s protocol on a
7900HT Fast qRT-PCR System (Applied Biosystems, Fos-
ter City, CA, USA). Fluorescence readings and miRNA
expression recordings were performed using SDS 2.3
software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
and raw microarray data were extracted by Design and
Analysis Software v.2.6.0 (DA2) (Applied Biosystems).
Analysis of raw microarray qRT-PCR data was performed
by Geneglobe Data Analysis Software (https://geneglobe.
qiagen.com/us/analyze). The data was normalised using
UniSp3 miRNA values to eliminate inter-microarray
plate differences. A cycle threshold (Cy) cut-off of <35
was applied. Cy values for each sample were normalized
to the arithmetic mean of 4 miRNAs (hsa-miR-423-5p,
hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-191-5p, and hsa-miR-16-5p)
that showed no differences between studied groups [24].
The resulting value is known as AC} sample. A calibra-
tor (a sample made by mixing several AT samples) was
included for the comparison of the different groups.
Thus, each miRNA, regardless of the condition, was nor-
malized to the ACy of the calibrator sample (AAC=ACy
sample -ACy calibrator). The fold change expression of
each miRNA was calculated with the formula 2744CT,
miRNAs with p-value<0.05 and C < 35 and, expression
values >1.8-fold or < -1.8-fold were considered for fur-
ther validation analysis. Selected miRNAs were further
validated in n=24 samples of low-risk (ISUP Group I and
II) and high-risk (ISUP Group III, IV, and V) PPAT and
n=17 PVAT samples.

Insilico EVs-derived miRNAs target analysis, pathway, and
functional enrichment prediction

miRNet (https://www.mirnet.ca) was used to predict
miRNA targets. Potentially altered pathways related to
the targets were analysed using the Reactome database
(https://reactome.org). The STRING database (https://
string-db.org) was used to predict protein-protein inter-
action networks and to perform functional enrichment
analysis. The STarMir web service (publicly available at:
https://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmirb.pl) was
used to predict miRNA binding sites on selected target
genes in the 3'UTR-seed region using the human model
based cross-linked immunoprecipitation prediction
model. For each of the miRNA-seed sites, STarMir pro-
vides the logistic probability of miRNA: hybrid target
prediction, thus, miRNAs with >1 interactions were con-
sidered for further analysis [25].

Insilico evaluation of RORA and selected miRNAs
expression

The expression of RORA gene and the expression of
selected miRNAs were evaluated in 52 non-pathogenic
prostate tissue (NPP) and human prostate tumour tissue
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(PTT) using the data collected from the Cancer Genome
Atlas Prostate Adenocarcinoma Prostate Cancer Data-
base (TCGA-PRAD) supported by the CancerMIRNome
database (publicly available at: http://bioinfo jialab-ucr.
org/CancerMIRNome/) (Additional File 1: Table S3).
CancerMIRNome database, enables interactive analysis
and visualization of miRNA expression profiles based on
33 cancer types from the TCGA, making it a useful tool
to identify novel dysregulated miRNAs for cancer diag-
nosis or prognosis. Clinical data from samples was also
downloaded from the TCGA-PRAD Data Portal.

Paraffined PCa tissue RNA extraction

RNA was extracted from 6 slices of 5 pM/slice (1 cm?)
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) of NPP and
PTT. The n=32 paraffin-embedded samples (Additional
File 1: Table S4) were obtained from the Pathology Unit
at Hospital Joan XXIII in Tarragona. The extraction was
performed using the MagMAX FFPE DNA/RNA Ultra
Kit (Applied Biosystems) according to the manufacturer’s
protocol.

In vitro PCa cell experiment: transfection with miRNA
inhibitors and gene silencer

The androgen-sensitive PCa cell line (22Rv1) and the his-
tologically normal prostate epithelial cell line (RWPE-1)
were purchased from Sigma-Aldrich (Barcelona, Spain).
22Rv1 cells were cultured in RPMI 1640 medium (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany). RWPE-1 cells were cul-
tured in keratinocyte serum-free medium, containing
5 pg/mL bovine pituitary extract and 5 ng/mL recom-
binant human epidermal growth factor (Gibco, Fischer
Scientific S.L., Madrid, Spain). Cell cultures were supple-
mented with 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin, and
5 pg/mL Plasmocin® (Invivogen, Zaragoza, Spain).

For transfection with miRNA inhibitors, 22Rv1 cells
were seeded in 12-well or 6-well plates at 49.429 cells/
cm? for RNA or protein analysis, respectively. Twenty-
four hours later, the medium was removed, and cells were
transfected with 5, and 15 nM miRNA inhibitors (hsa-
miR-20a-5p miRCURY LNA miRNA Power Inhibitor
(i20a-5p), and hsa-miR-106b-5p miRCURY LNA miRNA
Power Inhibitor (i106b-5p), using Lipofectamine 2000,
P3000 reagent, and Optimem (Thermo Fisher, Madrid,
Spain) according to the manufacturer’s protocol.

For gene silencing assays, 22Rv1 cells were seeded in
24-well plates at 47.897 cells/cm? density. After 24 h, the
medium was removed, and the cells were transfected
with 10, 25, and 50 nM of the RORA small interfer-
ing RNA against all isoforms (siRORA: Silencer Select
Pre-designed siRNA RORA; 512103, Ambion, Thermo
Fisher), using Lipofectamine 2000 and Optimem. A nega-
tive control inhibitor (iNC: Negative control A miRCURY
LNA miRNA Power Inhibitor Control; Qiagen, Madrid,
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Spain) and a non-target control small interfering RNA
(siNC: Silencer*Select Negative Control siRNA; Ambion,
Thermo Fisher) were used for comparative analyses.

Cells were collected after 24 h of transfection for RNA
analysis or after 48 h for protein analysis.

Gene and miRNAs expression analysis in cell extracts
Total RNA was isolated from PCa cells using RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Bionova, Barcelona, Spain).

For gene expression, cDNA was synthesized from total
RNA using the High-Capacity cDNA reverse transcrip-
tion kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). qRT-
PCR was performed on a QuantStudio 7 Pro (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, USA) using TagMan
Universal PCR Master Mix Fast Advanced (Applied
Biosystems, Fisher Scientific S.L., Madrid, Spain) and
the following TagMan assays: RORA (covers all 4 iso-
forms) (Hs00536545_m1) and TNF-a (Tumor Necrosis
Factor; hs99999043_m1). The thermal cycle conditions
were: 50°C for 2 min (Uracil-N glycosylase activation),
95°C for 2 min (Polymerase activation), and 40 cycles of
95°C for 1 s (denaturation) and 60°C for 20 s (annealing/
extension). Raw data were extracted by DA2 software. In
the paraffin samples, C values for RORA gene expres-
sion were normalized to the expression of 2 housekeep-
ing genes: UBAS52 (Hs02835948_ml) (Ubiquitin A-52
Residue Ribosomal Protein Fusion Product 1) and B2M
(Hs00187842_m1) (Beta-2-Microglobulin) [26, 27], while
in PCa cell lines, C values for the RORA gene expression
were normalized to PPIA (Hs99999904_m1) (Peptidylp-
rolyl Isomerase A) as housekeeping.

For miRNA expression, the miRCURY LNA Universal
RT microRNA PCR, Polyadenylation, and ¢cDNA Syn-
thesis Kit (Qiagen, Bionova, Barcelona, Spain) was used
for reverse transcription. qRT-PCR was performed on
a QuantStudio 7 Pro (Thermo Fisher Scientific, Mas-
sachusetts, USA) using EXiLENT SYBR Green Master
Mix (Qiagen, Bionova, Barcelona, Spain), and the fol-
lowing TaqMan assays were used: hsa-miR-20a-5p,
hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-93-5p, and hsa-miR-17-5p.
Hsa-miR-423-5, hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-191-5p,
and hsa-miR-16-5p expressions were used to normalize
Cr miRNA values. The thermal cycle conditions were:
95°C for 2 min (Polymerase activation), 40 cycles of 95°C
for 10 s (denaturation), and 60°C for 1 min (annealing/
extension).

All results were analysed using the comparative Cy
method (2724%Y) and the data were expressed as an n-fold
difference relative to a calibrator sample.

Western blotting

The concentrated EVs and homogenised 22Rv1l cells
were ultrasonicated 3 times during 1 min at a frequency
of 50 kHz with a UP 200s Ultraschallprozessor sonic
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processor (Hielscher Ultrasonics GmbH, Germany).
Total protein was quantified using the Pierce™ BCA Pro-
tein Assay Kit (Thermo Fisher, Rockford, IL, USA).

EVs surface molecules characterization

10 pg of protein isolated from PPAT-EVs, as well as,
10 pg of extract from human adipocyte cells, were resus-
pended in reducing sample buffer, boiled for 5 min at
95°C, loaded on 4-15% SDS-PAGE gels, and immu-
noblotted with polyclonal rabbit antibodies against
EXOAB-CD9A1, EXOAB-CD81A-1, EXOAB-CD63A-1,
EXOABHsp70A-1, EXOAB-TSG101-1 (System Biology,
Palo Alto, CA, USA) and with mouse monoclonal anti-
body for a-tubulin (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific)
at 1/1000 dilution. HRP-conjugated goat anti-mouse or
anti-rabbit (both from Pierce, Thermo Fisher Scientific)
were used as secondary antibodies at 1/500 dilution.

RORA protein analysis

25 pg of protein from 22Rvl cells was electrophoresed
on a 10% SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose
membranes, blocked, and incubated with Anti-RORA
mouse monoclonal antibody (sc-518,081; Santa Cruz,
Spain) at 1/500 dilution and Anti-B-Actin mouse mono-
clonal antibody (clone AC-74; Sigma-Aldrich, Germany)
at 1/1500 dilution. The purified Goat anti-Mouse IgG
(H+L) HRP-Conjugate was used as a secondary antibody
(Pierce/ Thermo Fisher) at 1/2000 dilution.

In both cases, chemiluminescent western blot detec-
tion was developed with SuperSignal West Femto che-
miluminescent substrate (Pierce Biotechnology, Boston,
MA, USA) except for B-actin, which was developed with
West Pico (Pierce Biotechnology). Images were quanti-
fied with VersaDoc Imaging System using Quantity One
software (Bio-Rad, Barcelona, Spain) following the man-
ufacturer’s instructions, and normalized to the amount
of B-actin and a-tubulin for RORA protein analysis, and
EVs characterization respectively.

Cell proliferation assay

Cell proliferation was determined using the Cell Count-
ing Kit-8 (CCK-8) (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain). 22Rv1
cells were seeded at 26.316 cells/cm? on 24-well plates
and incubated for 24 h. Cells were then transfected with
15 nM miRNA inhibitors (1106b-5p or i-20a-5p) and/
or 50 nM siRORA, as commented above. iNC and siNC
were included as controls. Cell viability was measured
at 24, 48, 72, and 96 h. At each time point, the culture
medium was discarded, and 500 pl of fresh culture media
was added, mixed with 50 pl of the CCK-8 reagent, and
incubated at 37°C for 2 hours. The media was then col-
lected, and the absorbance was measured at a wave-
length of 450 nm using a multi-mode microplate reader
(BioTek).
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Statistical analysis

For the pilot miRNAS microarray study, sample size was
calculated following the Mdanderson bioinformatic soft-
ware (https://bioinformatics.mdanderson.org/Micro-
arraySampleSize/). Briefly, based on the measurement
of 752 miRNAs, considering 50 false positives, 2-fold-
change differences between sample groups, a standard
deviation of 0.5, and an estimated power analysis of 0.9,
the minimum sample size required was calculated to be 4
patients in each group.

For miRNA and gene validation analysis in paraffin
samples, the sample size was calculated using G*Power
3.1.9.7. Assuming a change of 2-fold between groups and
similar group variances, with an average power>90% and
a false discovery rate of 5%, a minimum of 19 patients
was calculated to be needed in each group. The normal-
ity of the anthropometric and clinical variables was anal-
ysed with the Shapiro-Wilk test. The data is shown as the
median with an interquartile range.

Clinical variables with non-normal distributions are
reported as medians and interquartile ranges. To com-
pare miRNA expression levels between PVAT (n=17) and
PPAT (n=24) samples, only 16 samples were matched
pairs from the same patients. Given the absence of a pre-
and-post intervention effect, paired data analysis was
deemed inappropriate. Therefore, the Mann-Whitney U
test was employed to assess differences between the two
patient groups.

In vitro experimental results are presented as the mean
and standard error of the mean (SEM) of 3—4 indepen-
dent experiments. Differences were tested with the
unpaired two-tailed Student’s t-test. Statistical analy-
ses were performed using the Statistical Package for the
Social Sciences, version 22 (SPSS, Chicago, IL). Graph-
Pad Prism 7.0 was used for the box plot representation.

Results
EVs from peritumoral adipose tissue are actively
internalized by PCa cells
To investigate whether EVs are secreted by PPAT and
play a role in the communication with PCa cells, we puri-
fied small/medium sized EVs from the supernatant of
PPAT explants after overnight culture (Additional File 1:
Table S1 and S2). Isolated EVs were observed under TEM
and showed the characteristics of small EVs, with a typi-
cal appearance and diameter ranging from 30 to 200 nm
(Fig. 1A). Enrichment for EVs marker CD9, CD81, and
the absence of the cell-specific marker tubulin was dem-
onstrated by Western blot (Fig. 1B). The detailed results
of immunoblotting are shown in Additional File 2: Figure
51

To examine if 22Rvl PCa cells might be targets of
PPAT-EVs, a lipid-associating fluorescent dye, PKH67,
was used to label EVs preparations and then incubated
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with PCa cells. EVs uptake was observed 1 h after treat-
ment and was found to accumulate in PCa cells over time
(Fig. 1C). Collectively, we showed that PPAT cells secrete
EVs, which are actively incorporated in vitro by PCa cells.

EVs derived from human PPAT revealed a unique miRNA
profile
We searched the miRNA contained in EVs to find epi-
genetic regulators of PCa progression. The miRNA-pro-
file search was divided into two phases: the initial pilot
phase using AT from 4 PCa patients (Additional File 1:
Table S1) and the validation phase using AT from 25
PCa patients (Additional File 1: Table S2). Thus, we first
analysed miRNA expression from PPAT-EVs and PVAT-
derived EVs (PVAT-EVs) samples using a qRT-PCR array
of 752 miRNA target onco-miRNAs (Additional File 3:
Raw data pilot study). Ten miRNAs were differentially
expressed in PPAT-EVs vs. PVAT-EVs (p-value<0.05,
Ct < 35 and expression values>1.8-fold or < -1.8-fold):
hsa-miR-18a-5p,  hsa-miR-20a-5p,  hsa-miR-363-3p,
hsa-miR-18b-5p, hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-93-5p, hsa-
miR-17-5p, hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-106a-5p, and
hsa-miR-106b-5p. Moreover, the hsa-miR-126-3p with
p<0.1 was also selected because it met the require-
ments. Hence, these eleven selected miRNAs were fur-
ther validated using a larger sample size (Additional
File 1: Table S2). Analysis of the expression patterns of
these eleven selected miRNAs revealed significant dif-
ferences in 8 of them: hsa-miR-17-5p, hsa-miR-126-3p,
hsa-miR-18b-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-93-5p, hsa-
miR-363-3p, hsa-miR-106b-5p, and hsa-miR-18a-5p
when comparing PVAT-EVs vs. PPAT-EVs, and hsa-miR-
106a-5p (p=0.006) was close to significance (Fig. 2) (see
Cy values in Additional File 3: Raw data validation study).
When comparing the miRNA content of PVAT-EVs in
terms of risk, the following miRNAs were up-regulated
in low-risk PPAT-EVs: hsa-miR-17-5p, hsa-miR-126-3p,
hsa-miR-18b-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-93-5p, hsa-
miR-363-3p, hsa-miR-106b-5p, and hsa-miR-18a-5p.
While when comparing PVAT and high-risk PPAT-EVs,
hsa miR-106b-5p was found significantly reduced. Hsa-
miR-18a-5p was the only differentially expressed between
PPAT-low risk vs. PPAT-high risk. No significant differ-
ences were detected for hsa-miR-106a-5p (Fig. 2).
Differences were observed when samples were segre-
gated by ISUP grade. Between ISUP II and PVAT-EVs,
significant differences were found for hsa-miR-17-5p,
hsa-miR-126-3p, hsa-miR-18b-5p, hsa-miR-93-5p, and
hsa-miR-18a-5p. Between ISUP I and PVAT-EVs, sig-
nificant differences were observed for hsa-miR-18b-5p
and hsa-miR-18a-5p. Additionally, between ISUP III
and PVAT-EVs, significant differences were found for
hsa-miR-106b-5p and hsa-miR-93-5p. No significant
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Fig. 1 Characterization of isolated EVs. A Analysis of isolated extracellular vesicles (EVs) by transmission electron microscopy at different magnifications.
B Western blot image of protein extracts prepared from isolated PPAT-derived EVs (PPAT-EV) and total adipocyte cell extract; tested with the following an-
tibodies: CD9, CD81, CD63, HSP70,TSG101, and tubulin. (The uncropped Western Blot image is available in Additional File 2: Figure S1). € PPAT-EVs (20 ug/
mi) uptake by PCa cells captured by confocal spectral microscope. PKH67 (green dye) labelled PPAT-EVs and DAPI (blue dye) labelled the cellular nucleus

differences were found among the different ISUP grades
(Additional File 4: Figure S2).

RAR related orphan receptor A (RORA) gene is a common

target of the putatively deregulated EVs-derived miRNAs

To better understand the function and mechanism of
deregulated PPAT-EVs-derived miRNA in gene func-
tion, we searched for putative miRNA-target interac-
tions using miRNet analysis software. The program was
directed to identify target genes according to miRTarBase
v8.0 and TarBase v8.0. After evaluating the 9 deregulated
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miRNAs, the software found that this combination
was involved in the post-transcriptional regulation of
4 putative key genes: RORA and 3 Zinc Finger Proteins
(ZNF134, ZNF217 and ZNF264) (Fig. 3A). Based on
this, we used Reactome software to examine the signal-
ling pathways in which these genes might be engaged.
Interestingly, we observed that the RORA gene was con-
sistently identified in most of the most significant deregu-
lated pathways (Fig. 3B), selecting this gene as a common
target of the putatively deregulated PPAT-EVs-derived
miRNAs. By analysing the STRING protein-protein
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Fig. 2 EVs-derived miRNAs are differentially expressed in PPAT from patients with prostate cancer. Box plots showing median, quartiles, and extreme
values of relative expression of the nine discriminatory miRNAs in PPAT-EVs compared to PVAT-EVs. Adipose tissue samples were segregated according to
ISUP grade in LR (Low-Risk; ISUP | and Il) and HR (High-Risk; ISUP Ill, IV, and V). Symbols: *indicates significant differences, *p-value < 0.05; **p-value <0.01

interaction data base, we searched for its putative protein
interaction network. The STRING search results showed
10 putative proteins with interaction scores between
0.9 and 1 that the model considered to be true. The 10
proteins were mainly related to cell growth (KATS5,
STAT3), differentiation, inflammation, and apoptosis
(BCL6), T cell differentiation (BATF), hypoxia, angiogen-
esis, and tumour metastasis (HIF1A), and circadian cycle
(ARNTL, Basic Helix-Loop-Helix ARNT Like 1; NRIP1,
Nuclear Receptor Interacting Protein 1; NPAS2, Neu-
ronal PAS Domain Protein 2; CLOCK, Clock Circadian
Regulator) (Fig. 3C and Additional File 5: Figure S3). We
then checked the prediction of the deregulated miRNAs
binding sites in the RORA gene using the STarMir web
server. Binding sites for 8/9 miRNAs were detected in all
4 RORA gene variants, but no binding was uploaded for
miR-363-3p. This is shown in Fig. 3D as the sum of all
logistic probability of binding (LogitProb) of all 4 RORA
gene variants in the 3'UTR seed region of each miRNA
(see detail binding sites in Additional File 6: Figure S4).
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Thus, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-
93-5p, and hsa-miR-17-5p were selected as the most rel-
evant regulatory miRNAs of the RORA gene according to
the best LogitProb obtained and considering the different
expression patterns of miRNA content in PPAT- EVs and
PVAT- EVs.

Expression of RORA gene and putatively regulating
miRNAs in PCa human samples

The expression levels of the RORA gene and the
expression levels of the most relevant miRNAs (hsa-
miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-93-5p, and
hsa-miR-17-5p) were uploaded from prostate tumour tis-
sues (PTT) and non-pathogenic prostate tissues (NPP)
obtained in the CancerMIRNome database (http://bio-
info.jialab-ucr.org/CancerMIRNome/).

Anthropometric and clinical characteristics from the
CancerMIRNome patient database are shown in Addi-
tional File 1: Table S3. Paired samples of PTT and NPP
tissue from 52 selected patients were retrieved from the
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hsa-miR-106a-5p 1733 1723 1731 1746 6933
hsa-miR-106b-5p 1591 1584 1585 1,602 6362
hsa-miR-93-5p 1598 1,595 1595 1,561 6349
hsa-miR-17-5p 1733 0924 1731 17 6,134
hsa-miR-18b-5p 0822 0821 0822 0824 3289
hsa-miR-18a-5p 0756 0753 0.750 0753 3012
hsa-miR-126-3p 0439 0441 0440 0443 1.763

Fig. 3 Gene-target and protein pathway regulatory networks of the selected miRNA. In silico analysis. A miRNet analysis showing that RORA, ZNF134,
ZNF217 and ZNF264 genes were identified as common target of the putative miRNA-regulated pathways according to miRTarBase v8.0 and TarBase v8.0.
B Reactome pathway analysis displaying the significant pathways connecting target genes of the dysregulated miRNAs. Legend. Total genes implicated:
number of genes annotated in the Reactome; Hits: Number of genes resulting from the miRNet analysis involved in the corresponding pathway; Genes:
Genes involved. € RORA protein-protein interacting network performed by STRING analysis. Network representing protein-protein associations (blue
interactions are known from curated databases, pink is known experimentally determined, green is text mining and black are co-expression) (See Ad-
ditional File 5: Figure 53 for more detailed information of each protein in the node). D Table illustrating the logistic probabilities of RORA-mIRNA binding
for each RORA gene variant (See Additional File 6: Figure 54 for more detailed information of each miRNA seed-gene binding site)

PRAD (Prostate Adenocarcinoma) project included in
the TCGA. When analysing RORA gene expression in
the selected samples, significantly lower expression levels
were observed in PTT samples compared to NPP tissue.
This reduction in the RORA gene expression was evident
when comparing NPP to both PTT-low-risk and PTT-
high-risk samples (Fig. 4A). However, no differences were
observed in RORA gene expression levels between low
and high-risk PTT (Fig. 4A). Interestingly, our analysis
of the expression of selected miRNAs (hsa-miR-20a-5p,
hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-93-5p, and hsa-miR-17-5p)
in 52 paired CancerMIRNome samples revealed that the
expression patterns in NPP vs. PTT tissues closely mir-
rored those observed in PVAT-EVs vs. PPAT-EVs samples
(Fig. 4A).

We then validated the in-silico results obtained from
CancerMIRNome for the RORA gene expression and
selected miRNAs in 32 paraffined tissue samples from
PCa patients (Additional File 1: Table S4). The results
confirmed the down-regulation of the RORA gene
expression levels in PTT compared to paired NPP tis-
sue. Regarding miRNA expression, the upregulation of
hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p, and hsa-miR-93-5p
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was corroborated when comparing NPP to PTT, NPP
to PTT-low-risk, and NPP to PTT-high-risk. However,
no significant differences were detected between NPP
and PTT-high-risk for hsa-miR-20a-5p. Additionally, no
differences were observed for hsa-miR-17-5p across the
sample comparisons (Fig. 4B).

RORA is a target gene of hsa-miR-20a-5p and hsa-miR-
106-5p

To investigate whether hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-
106b-5p, hsa-miR-93-5p, and hsa-miR-17-5p target the
RORA gene, we utilized the RWPE-1 cell line as a control,
representing healthy prostate epithelial cells. Addition-
ally, we used the 22Rvl1 cell line, an androgen-sensitive
PCa cell model, which closely mimics the in vivo condi-
tions of our samples. This selection is pivotal, as all our
PPAT samples are derived from androgen-sensitive
tumours, thereby ensuring an accurate replication of
the relevant biological context. First, we checked RORA
gene expression in both cell lines, and we found that it
was significantly down-regulated in the 22Rvl PCa cell
line compared to the control RWPE-1 cell line (Fig. 5A).
Then, we analysed the expression levels of hsa-miR
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Fig. 5 hsa-miR-20a-5p and hsa-miR-106b-5p regulate the RORA gene and protein expression In PCa cells. A Study of RORA and B miRNAs expression
in histologically normal prostate epithelial cell line (RWPE-1) and the androgen-sensitive PCa cell line (22-Rv1). C RORA gene expression levels in 22Rv1
transfected with SIRORA, miR-20a-5p inhibitor (i20a-5p) or miR-106b-5p inhibitor (i106b-5p) and co-transfected with siRORA and either i20a-5p or i106-5p.
D RORA protein expression in 22Rv1 cells transfected with i20a-5p or i106b-5p inhibitor. A representative Western blot is presented (top). The membranes
were tested with the corresponding antibodies. Expression levels were normalized to -actin, then miRNAs expression levels were normalized to negative
control inhibitor (iINQ). Full-length blot and gel are presented in Additional File 8: Figure S6.Working concentration for sIRORA was 50 nM, and for 120a-5p
or i106b-5p was 15nM. Symbols: * indicates significant differences, *p-value < 0.05; *p-value < 0.01; ***p-value < 0.001
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20a-5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-93-5p, and hsa-miR-
17-5p in both cell lines. Expressions of hsa-miR 20a-5p
and hsa-miR-106b-5p were found to be significantly
upregulated in the 22Rv1 cell line compared to RWPE-1
cell line, whereas no significant differences were observed
for hsa-miR-93-5p (Fig. 5B). The expression of hsa-miR-
17-5p showed very high Ct values (>37) and was consid-
ered not expressed.

We then selected the 22Rv1 cell line and the signifi-
cantly up-regulated miRNAs (hsa-miR-20a-5p and hsa-
miR-106b-5p) (Fig. 5B) to validate our in-silico findings
that suggest a link between these miRNAs and RORA
gene expression regulation. To evaluate this hypothesis,
using an effective dose of gene silencer (50 nM), we found
that RORA gene expression was significantly decreased
(Additional File 7: Figure S5A). Then, we transiently
inhibited hsa-miR 20a-5p (i20a-5p) and hsa-miR-106b-5p
(i106b-5p) using an effective miRNA inhibitor dose (15
nM) (Additional File 7: Figure S5B) and we detected a
significant upregulation of RORA mRNA expression
(Fig. 5C). Moreover, to further evaluate the role of these
miRNAs in RORA mRNA expression, we inhibited RORA
gene (siRORA) and hsa-miR-20a-5p/hsa-miR106b-5p
simultaneously; and we found that when RORA gene
and hsa-miR-20a-5p were simultaneously inhibited
(i20a-5p +siRORA), RORA gene expression significantly
decreased compared with cells treated with iNC+siNC
pointing out that hsa-miR-20a-5p may have a modula-
tory role over RORA gene expression. Simultaneous
inhibition of the RORA gene and hsa-miR-106-5p (i106b-
5p+siRORA) also show a significant effect as compared
to control iNC+siNC. Similar data was obtained on
RORA protein expression when i106b-5p was used, but
only a trend (p=0.17) was observed for i20a-5p (Fig. 5D)
(western blot details can be found in Additional File 8:
Figure S6). No protein expression was detected when
the RORA gene was silenced or when both RORA gene
and hsa-miR-20a-5p/hsa-miR106b-5p were co-inhibited
simultaneously.

RORA gene inhibits inflammation and proliferation in PCa

é\oo@ '\AC@'%Q A X§COQE'OQ3' cells through hsa-miR-20a-5p
§ T .\éc“ ><°38~ ><‘38~ To investigate whether PPAT-EVs derived miRNAs,
th'gq@fﬁ hsa-miR-106b-5p and hsa-miR-20a-5p, could regulate
T inflammation and proliferation in the 22Rvl PCa cell

Fig. 6 hsa-miR-20a-5p alters proliferation and inflammation by targeting
RORA gene in 22Rv1 PCa cells. A-C Cell proliferation studies in 22Rv1 after
transfection with SIRORA at 96 h, and with miR-20a-5p inhibitor (i20a-5p)
or miR-106b-5p inhibitor (1106b-5p) at 72 h or in combination (SIRORA
plus corresponding miRNA inhibitor). D TNF-a mRNA expression levels
in 22Rv1 transfected with sIRORA, miR-20a-5p inhibitor (i20a-5p) or miR-
106b-5p inhibitor (i106b-5p) alone or in combination. Symbols: *indicates
significant differences, *p-value < 0,05; **p-value < 0.01; **p-value < 0.001
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line by targeting RORA gene, we silenced simultaneously
and individually RORA gene expression and hsa-miR-
106b-5p/hsa-miR-20a-5p correspondingly (Fig. 6).

The effect of hsa-miR-20a-5p and hsa-miR-106-5p on
PCa cell proliferation through RORA gene was evalu-
ated (Additional File 9: Figure S7). First, we observed
that silencing the RORA gene with siRORA, induced a
significantly increased 22Rv1 cell proliferation (Fig. 6A).
Then, we inhibited hsa-miR-20a-5p, and a decrease in
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cell proliferation was observed, while hsa-miR-106b-5p
inhibition did not affect cell proliferation (Fig. 6B).
When we simultaneously inhibited the RORA gene and
hsa-miR-20a-5p (siRORA+i20a-5p), cell proliferation
was partially increased, indicating that hsa-miR-20a-5p
regulates PCa cell proliferation through the RORA gene
(Fig. 6C). Inhibition of the RORA gene and hsa-miR-
106b-5p (i106b-5p+siRORA) did not show any effect on
22Rvlcell proliferation (Fig. 6C).

RORA gene silencing resulted in increased TNF-a
mRNA gene expression, which was decreased when
hsa-miR-106b-5p and hsa-miR-20a-5p were inhibited
(Fig. 6D). The hsa-miR-20a-5p inhibition (i20a-5p) had a
higher reduced expression effect on TNF-a mRNA levels,
although no significant differences were observed when
comparing the inhibitory effect on TNF-a between hsa-
miR-106b-5p and hsa-miR-20a-5p (Fig. 6D). Interestingly,
when the RORA gene expression and hsa-miR-20a-5p
were inhibited simultaneously (i20a-5p+siRORA), TNF-
a mRNA expression was partially rescued (Fig. 6D), while
no compensatory effect was observed when hsa-miR-
106b-5p and the RORA gene were silenced simultane-
ously (i106b-5p+siRORA) (Fig. 6D).

Discussion

Trafficking of EVs in the TME has been found to be
altered during cancer progression [28]. In this micro-
environment, PPAT-EVs have been demonstrated to
modulate cancer features [19, 20], partly driven by their
miRNA contents; an issue scarcely investigated in the
context of PCa AT microenvironment. Therefore, in this
study, we evaluated, for the first time to our knowledge,
the involvement of miRNAs contained in EVs secreted
by human PPAT in the progression and aggressiveness of
PCa tumour.

We used a battery of tests to ensure that the isolated
miRNAs originated from PPAT- EVs, including protein
expression of EVs surface markers, as recommended by
the ISEV [29], and size characterization, which revealed
uniformity in size distribution.

Microarray analysis identified 9 differentially expressed
miRNAs derived from PPAT-EVs compared to those
miRNAs derived from PVAT-EVs samples (hsa-miR-
17-5p, -126-3p, -18b-5p, -20a-5p, -93-5p, -363-3p,
-106b-5p, -18a-5p, and —106a-5p). Remarkably, all miR-
NAs were significantly more abundant in the PPAT-EVs
samples than in the PVAT-EVs samples. Interestingly,
when PPAT-EVs were analysed based on PCa aggressive-
ness, no differences were observed in miRNA content
between low-risk and high-risk PPAT-EVs. However,
miRNA expression in low-risk PPAT-EVs was signifi-
cantly higher compared to PVAT-EVs, a difference that
was not observed when comparing high-risk PPAT-EVs
to PVAT-EVs. The higher expression of these miRNAs in
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low-risk PPAT-EVs, especially in lower ISUP grades, may
indicate an active suppression of tumour progression by
these miRNAs. As the tumour becomes more aggres-
sive (higher ISUP grades), it might down-regulate these
miRNAs to evade their suppressive effects. Overall, this
observation reinforces the impact of the tumour on its
microenvironment, and particularly the effect of peri-
tumoral AT, as suggested in other types of tumours like
breast [30].

The miRNA network analysis of selected PPAT-EVs
miRNAs identified four potential shared target genes:
RAR Related Orphan Receptor A (RORA) and three
Zinc Finger Proteins (ZNF134, ZNF217, and ZNF264).
In addition, pathway enrichment analysis identified the
RORA gene as a common denominator of all the puta-
tively deregulated pathways. The RORA gene or also
called NR1F1 (nuclear receptor subfamily 1, group F,
member 1) is a transcription factor that plays a criti-
cal role in the regulation of various biological processes,
including circadian rhythm, metabolism, and inflamma-
tion [31]. Recent studies have suggested that RORA may
also be involved in PCa progression [32], even a RORA
polymorphism rs17191414 has been associated with PCa
risk, however, this data needs to be validated in other
cohorts [33].

RORA gene is composed of 15 exons, located in the
middle of chromosome 15q22.2. As endogenous ligands,
cholesterol and derivatives have been appointed [31, 34].
This gene is generated by splicing, giving rise to four iso-
forms (al to a4) in humans that differ in the N-terminal
region [35-37]. Variant 1 (al) is expressed in healthy
breast, brain, prostate, liver, and ovarian tissue. In the
prostate, the main variants found are a1 and o4 [38].

Our results demonstrated that the most relevant PPAT-
EV deregulated miRNAs (hsa-miR20a-5p, -106b-5p, -93-
5p, and —17-5p), selected according to the best logistic
seed binding probability and by their expression patterns
in PPAT- EVs, can all bind to the 4 RORA variants in the
3'UTR region. Furthermore, their expression levels were
upregulated in PCa tissue samples compared to non-
pathogenic prostate tissue samples, as retrieved from
the CancerMIRNome database, and corroborated by our
cohort of paraffin embedded PCa samples. The expres-
sion patterns of hsa-miR-20a-5p and hsa-miR-106b-5p
were also replicated in the 22Rv1 cancer cell line, show-
ing higher expression than in the healthy RWPE-1 cell
line. Additionally, RORA gene expression was reduced
in prostate tumour tissues, and in PCa cells compared
to normal tissue or healthy prostate cells, a feature con-
firmed by other authors [38].

Given these findings, we conducted further in vitro
experiments to explore the miRNA regulatory effect
on the RORA gene in the 22Rv1 PCa cell line. This cell
line was chosen to accurately replicate the effects of the
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PPAT-EVs within a relevant biological context, as all
our PPAT samples originate from androgen-sensitive
tumours, and 22Rv1 cells derive from a primary prostate
tumour and possess the androgen receptor. Using inhibi-
tors of two deregulated miRNAs (hsa-miR-20a-5p and
hsa-miR-106b-5p), we observed an increase in mRNA
and protein levels of RORA in the androgen-sensitive
22Rv1 PCa cell line. Additionally, we observed a reduc-
tion in cell viability of the 22Rv1 cell line when using the
hsa-miR-20a-5p inhibitor (i20a-5p). This reduction was
partially rescued when the RORA gene was silenced, indi-
cating that RORA gene expression is epigenetically regu-
lated by hsa-miR-20a-5p, thus reducing the proliferative
capacity of tumour cells. The involvement of the RORA
gene in proliferation was further evidenced by the up-
regulation of hsa-miR-1290 in PCa cell lines [39].

RORA gene expression has been associated with
decreased proliferation and invasion because it inhibits
the Wnt/B-catenin pathway, preventing the transforma-
tion and progression of some types of cancer, such as
breast cancer [31] and negatively regulates genes such as
c-jun, c-myc and cyclin D1 [36]. RORA's pathway action
can be through direct binding to DNA: canonical path-
way; or by coupling to other molecules involved in the
Wnt or p53 pathway: a non-canonical pathway [31, 40].
RORal variant has been demonstrated to have anti-pro-
liferative activity, also affecting cell cycle progression in
the DU145 androgen-dependent PCa cell line (by modu-
lating p21 and cyclin A) as well as inhibiting the conver-
sion of fatty acids into 5-5-Hydroxyeicosatetraenoic acid
(responsible for the proliferative effect) [41].

RORA has been described as a negative regulator of
the inflammatory response in several processes [42—44].
Thus, RORA expression has also been associated with
anti-inflammatory capacity in primary human aortic cells
[44] a finding consistent with the fact that its deletion
confers pro-inflammatory characteristics by polarizing
macrophages to M1 type [31, 42]. Moreover, RORA has
been shown to decrease inflammation in breast cancer
cells by inhibiting reactive oxygen species-mediated cyto-
kine expression [45]. However, the better-known pathway
by which RORA negatively regulates the inflammatory
processes is via NF-kB (Nuclear Factor Kappa B Subunit
1) signalling pathway, involving the inhibition of TNF-a
(Tumor Necrosis Factor alpha) [46, 47]. In the PCa
context, we found that hsa-miR-20a-5p and hsa-miR-
106b-5p may reduce inflammation by targeting RORA
gene through regulation of TNF-a expression. In fact, we
demonstrated that RORA gene silencing increases TNF-
a gene expression, pointing out that RORA is regulating
TNF-a gene expression. Interestingly, when hsa-miR-
20a-5p and hsa-miR-106b-5p were inhibited, TNF-a gene
expression was decreased, indicating that both miRNAs
were involved in TNF-a gene regulation. However, only
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simultaneous co-inhibition of the hsa-miR-20a-5p and
siRORA gene rescued TNF-a gene expression. Thus, this
finding is in concordance with those observed in prolif-
eration, suggesting for the first time to our knowledge
that hsa-miR-20a-5p is involved in regulating prolifera-
tion and inflammation through targeting RORA gene in
the 22Rv1 PCa cell line.

Conclusions

We have identified deregulated miRNAs contained in
EVs secreted by PPAT that target RORA gene, which has
arole in the proliferation and inflammation of PCa cells,
reinforcing the implications of PPAT in PCa aggressive-
ness, and revealing its potential for the development of
new therapeutic strategies.
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Table S1. Anthropometric and clinical characteristics (according to ISUP-GG criteria) of the pilot

study patient’s:

Patient's Characteristics

Median (Range) N
Anthropometric parameters
Age (years) 67.00 (61.50, 71.75)
BMI (Kg/m?) 2435 (23.51.25.50)
Prostatic volume (cc) 41.25 (28.63,110.50)
Glycemic profile
Glucose (mmol/L) 5.17 (4.18,5.81) 4
Insulin (pmol/L) 53.96 (44.24,107.23) 4
HOMA-IR 1.82 (1.26,3.74) 4
Lipid profile
Cholesterol Total (mmol/L) 4.80 (5.58, 6.86) 4
HDL Cholesterol (mmol/L) 1.18 (1.10, 1.45) 4
LDL Cholesterol (mmol/L) 3.15(2.39.4.79) 4
Triglycerides (mmol/L) 1.49 (1.09,2.19) 4
Hepatic profile
AST (ukat/L) 0.45(0.28,0.52) 4
ALT (pkat/L) 0.36 (0.25,0.45) 4
GGT (ukat/L) 0.43(0.31,0.52) 4
Renal profile
Uric acid (pmol/L) 379.56 (326.27,412.79) 4
Urea (mmol/L) 11.61 (6.70, 19.30) 4
Creatinine (umol/L) 91.50 (81.77, 95.25) 4
Hormonal profile
SHBG (nmol/l) 48.70 (32.40, 56.80) 4
Testosterone (nmol/l) 17.90 (11.68, 32.44) 4
Tumoral markers
Total PSA (ng/mL) 12.74 (6.35. 18.90) 4
dPSA 0.25(0.16,0.32) 4
ISUP-GG PPAT PVAT
Low Risk Group I 0 0 0
Group II 0 0 0
Group III 2 2 2
High Risk Group IV 2 2 2
Group V 0 0 0
. =T2a 1 n=4 n=4
T pathological stage T3.T4 3
NX 2
N pathological stage NO 1
N1 1
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Abbreviations: BMI, body mass index; cc, centiliters; HOMA-IR, homeostatic model assessment for
insulin resistance; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; AST, aspartate
aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; GGT, gamma glutamyltransferase; SHBG, sex
hormone-binding globulin; PSA, prostate specific antigen; dPSA, PSA density; PPAT, periprostatic
adipose tissue; PVAT, perivesical adipose tissue; ISUP-GG, International Society of Urological
Pathology Gleason Grade groups based on the Gleason score as follows: (Gleason score < 6 - Group |;
3+4=7-Groupll;4+3=7-Group lll; 4+ 4 =8 - Group IV; and 9-10-Group V); T stage, Tumor
category; N stage, Node category.

Table S2. Anthropometric and clinical characteristics (according to ISUP-GG criteria) of patients used
in the validation study.

ISUP GG Classification

Low Risk High Risk
Patient's Stratification (Group I and II) (Group I‘g’ IV and
N=14 N=11
Median (Range) Median (Range) p-Value
Anthropometric parameters
Age (years) 66.00 (58.50,71.25) 64.50 (60.00, 68.50) 0.814
BMI (kg/m?) 25.46(24.31.30.62) 28.98 (25.94.29.56) 0.319
Prostatic volume (cc) 45.00 (26.50,67.50) 46.50 (35.00,66.50) 0.598
Glycaemic profile
Glucose (mmol/L) 5.61(4.66.6.70) 5.05 (4.80.5.97) 0.504
Insulin (pmol/L) 84'1182(_‘652')63’ 62.09(49.10.125.40) 0.650
HOMA-IR 3.27(2.05,3.77) 1.82 (1.38.3.78) 0.414
Lipid profile
Cholesterol (mmol/L) 538 (4.63,5.54) 6.14 (4.54,6.44) 0.290
HDL cholesterol (mmol/L) 1.37(1.14,1.50) 1.40 (1.13,1.72) 0.751
LDL cholesterol (mmol/L) 3.05(2.57,3.86) 4.13 (2.68.4.53) 0.260
Triglycerides (mmol/L) 1.06 (0.90, 2.46) 1.25 (1.06.1.82) 0.396
Hepatic profile
AST (pkat/L) 0.40(0.32,0.52) 0.36 (0.30.0.42) 0.216
ALT (pkat/L) 0.43(0.35,0.80) 0.38 (0.32.0.48) 0.217
GGT (pkat/L) 0.45(0.32.1.30) 0.48 (0.33.0.90) 0.916
Renal profile
Uric acid (pmol/L) 309'3352%%;"10’ 365;035(.?;?'25’ 0.139
Urea (mmol/L) 6.33 (4.91.11.40) 7.08 (6.10, 10.81) 0.396
Creatinine (umol/L) 79.65(68.95.89.73) 86.63 (72.93,94.81) 0.203
Hormonal profile
SHBG (nmol/L) 56.80(35.60,60.40) 40.50 (37.75.50.73) 0.347
Testosterone (nmol/L) 15.42(11.39,21.60) 16.45 (13.84,21.59) 0.623
Tumoral marker
Total PSA (ng/L) 6.59 (4.85.7.64) 8.13 (5.72.10.23) 0.198
dPSA 0.18 (0.08.0.206) 0.16 (0.13.0.19) 0.709
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ISUP-GG N PPAT PVAT
Group I 4 4 4
Low Risk
Group II 10 10 5
Group III 8 5
High Risk Group v 2 2
Group V 1 1
<T2a 15
T pathological stage —
pathotos 5 1 10
NX 19
N pathological stage NO 1
N1 2

Abbreviations: BMI, body mass index; cc, centiliters; HOMA-IR, homeostatic model assessment for
insulin resistance; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; AST, aspartate
aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; GGT, gamma glutamyltransferase; SHBG, sex
hormone-binding globulin; PSA, prostate-specific antigen; dPSA, PSA density; PPAT, periprostatic
adipose tissue; PVAT, perivesical adipose tissue; ISUP-GG, International Society of Urological
Pathology Gleason Grade groups based on the Gleason score as follows: (Gleason score < 6 - Group I;
3+4=7-Groupll;4+3=7-Group lll; 4+ 4=28-Group IV; and 9-10-Group V); T stage, Tumor
category; N stage, Node category.

Table S3. Anthropometric and clinical characteristics of the CancerMIRNome patient’s database

Patient's Characteristics

Anthropometric parameters Median (Range)
Age (years) 60.29 (43.00. 72.00) 52
ISUP-GG
. Group I 5
LowRisk
Group II 25
Group III 15
High Risk Group IV
Group V
. <T2a 29
T pathological stage T3.T4 23
NX 5
N pathological stage NO 46
N1 1

Abbreviations: ISUP-GG, International Society of Urological Pathology Gleason Grade groups based
on the Gleason score as follows: (Gleason score <6 - Group |; 3+ 4 =7 -Group Il; 4 + 3 =7 - Group
I1; 4 + 4 =8 - Group IV; and 9-10-Group V); T stage, Tumor category; N stage, Node category.
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Table S4. Anthropometric and clinical characteristics (according to ISUP-GG criteria) of patients used
in the paraffin study.

ISUP GG Classification

Low Risk High Risk
Patient's Stratification (Group I and IT) (Group I‘g’ IV and
N=18 N=14
Median (Range) Median (Range) p-Value
Anthropometric parameters
Age (years) 67.5(62.72.69.75) 67.00 (63.50,70.50) 0.877
BMI (kg/m?) 27.03 (25.50.28.85) 27.34 (25.77.29.65) 1.000
Prostatic volume (cc) 54.00 (29.75, 80.25) 46.00 (38.25,60.50) 0.644
Glycaemic profile
Glucose (mmol/L) 5.75 (4.83,6.87) 5.80 (4.96.6.12) 0.777
Insulin (pmol/L) 63.48 (50.60. 75.80) 75.08 (63.74.99.11) 0.080
HOMA-IR 2.23(1.74,3.43) 2.78 (2.12,3.86) 0.237
Lipid profile
Cholesterol (mmol/L) 5.09 (4.40,5.39) 5.03 (4.49,5.79) 0.681
HDL cholesterol (mmol/L) 1.53(1.18.1.67) 1.49 (1.23.1.69) 0.520
LDL cholesterol (mmol/L) 3.09(2.51,3.34) 3.03 (2.50,3.58) 0.959
Triglycerides (mmol/L) 1.05 (0.73,1.73) 1.17 (0.89, 1.53) 0.589
Tumoral marker
Total PSA (ng/L) 5.60 (4.68.7.08) 6.59 (5.36. 10.86) 0.341
dPSA 0.16 (0.09,0.19) 0.16 (0.10,0.26) 0.446
ISUP-GG N
Group I 18
Low Risk
Group II 0
Group III 6
High Risk Group IV 6
Group V 2
T pathological stage =I2a 32
T3.T4 0
NX 21
N pathological stage NO 11
N1 0

Abbreviations: BMI, body mass index; cc, centiliters; HOMA-IR, homeostatic model assessment for
insulin resistance; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; PSA, prostate specific
antigen; dPSA, PSA density; ISUP-GG, International Society of Urological Pathology Gleason Grade
groups based on the Gleason score as follows: (Gleason score <6 - Group I; 3+4=7-Group Il;4 +3
=7 -Group IlI; 4 + 4 =8 - Group 1V; and 9-10-Group V); T stage, Tumor category; N stage, Node
category.
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Additional File 2: Figure S1. Complete Western Blot results referring to Figure 1. Ponceau stained
images of gel-transferred membranes cut before antibody incubation to allow detection of CD9,
TSG101, HSP70 proteins (1,2,3). Then stripping off was performed and membranes were reproved with

CD63, CD81, and Tubulin antibodies (1 and 2). The numbers below the membranes represent the
percentage of intensity.

Legend: C: Cell extract, Nbd: no band detected.
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Additional File 4

median, quartiles, and extreme values of relative expression of discriminatory miRNAs. Symbols: * indicates significant differences, *p-value<0.05; **p-valie<0.001.
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RORA variant 1 RORA variant 2

miRNA Site Position | LogitProb miRNA Site Position | LogitProb
hsa-miR-18b-5p | 2473-2499 0.822 hsa-miR- 18b-5p 2473-2499 0.821
hsa-miR-93-5p | 2463-2486 0.805 hsa-miR-93-5p 2463-2486 0.802
hsa-miR-17-5p 2463-2486 0,800 hsa-miR-106a-5p 2463-2486 0,799
hsa-miR-106a-5p| 2463-2486 0,800 hsa-miR-17-5p 2463-2486 0.799
hsa-miR-20a-5p |  2463-2486 0.779 hsa-miR-106b-5p 2464-2486 0,778
hsa-miR-106b-5p| 2464-2486 0.779 hsa-miR-20a-5p 2463-2486 0,778
hsa-miR-18a-5p | 2464-2499 0,756 hsa-miR-18a-5p 2464-2499 0,753
hsa-miR-17-5p | 1893-1905 0670 hsa-miR- 106a-5p 1893-1905 0,663
hsa-miR-106a-5p| 1893-1905 0,670 hsa-miR-17-5p 1893-1905 0,663
hsa-miR-20a-5p | 1893-1906 0,648 hsa-miR-20a-5p 1893-1906 0,642
hsa-miR-20a-5p | 1836-1847 0,616 hsa-miR-20a-5p 1836-1847 0,638
hsa-miR-106b-5p| 1897-1906 0,560 hsa-miR-106b-5p 1897-1906 0,555
hsa-miR-93-5p 1863-1905 0.490 hsa-miR-93-5p 1863-1905 0,493
hsa-miR-126-3p | 2574-2587 0.439 hsa-miR-126-3p 2574-2587 0441
hsa-miR-93-5p | 3718-3744 0,304 hsa-miR-93-5p 3718-3744 0,300
hsa-miR-17-5p 3718-3744 0263 hsa-miR-106a-5p 3718-3744 0,261
hsa-miR-20a-5p | 3718-3744 0263 hsa-miR-20a-5p 3718-3744 0,261
hsa-miR-106a-5p| 3718-3744 0263 hsa-miR-17-5p 3718-3744 0,261
hsa-miR-106b-5p| 3726-3744 0233 hsa-miR-106b-5p 3726-3744 0,251

RORA variant 3 RORA variant 4

miRNA Site Position | LogitProb miRNA Site Position LogitProb
hsa-miR- 18b-5p 2449-2475 0,822 hsa-miR-18b-5p 2162-2188 0.824
hsa-miR-93-5p 2439-2462 0,802 hsa-miR-93-5p 2152-2175 0,805
hsa-miR-17-5p 2439-2462 0,798 hsa-miR-17-5p 2152-2175 0,798
hsa-miR- 106a-5p 2439-2462 0,798 hsa-miR-106a-5p 2152-2175 0,798
hsa-miR-20a-5p 2439-2462 0,777 hsa-miR-20a-5p 2152-2175 0,777
hsa-miR- 106b-5p 2440-2462 0,775 hsa-miR-106b-5p 2153-2175 0,776
hsa-miR-18a-5p 2440-2475 0,750 hsa-miR-18a-5p 2153-2188 0,753
hsa-miR-17-5p 1869-1881 0,672 hsa-miR-20a-5p 1525-1536 0,696
hsa-miR- 106a-5p 1869-1881 0,672 hsa-miR-17-5p 1582-1594 0,676
hsa-miR-20a-5p 1869-1882 0,650 hsa-miR-106a-5p 1582-1594 0,676
hsa-miR-20a-5p 1812-1823 0,618 hsa-miR-20a-5p 1582-1595 0,656
hsa-miR- 106b-5p 1873-1882 0,560 hsa-miR-106b-5p 1586-1595 0,564
hsa-miR-93-5p 1839-1881 0489 hsa-miR-93-5p 1552-1594 0444
hsa-miR-126-3p 2550-2563 0,440 hsa-miR-126-3p 2263-2276 0,443
hsa-miR-93-5p 3694-3720 0,304 hsa-miR-93-5p 3407-3433 0312
hsa-miR-17-5p 3694-3720 0,261 hsa-miR-17-5p 3407-3433 0272
hsa-miR-20a-5p 3694-3720 0261 hsa-miR-20a-5p 3407-3433 0272
hsa-miR-106a-5p 3694-3720 0,261 hsa-miR-106a-5p 3407-3433 0272
hsa-miR- 106b-5p 3702-3720 0,250 hsa-miR-106b-5p 3415-3433 0,262

Additional File 6: Figure S4. Tables of all logistic probabilities of binding between miRNAs and each
RORA variant are shown with the site position.
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Additional File 7: Figure S5. A Dose response of SiRORA in 22Rv1 cells at 24 hours: 10, 25, and 50
nM. Results are presented as relative expressions with mean and SEM of triplicate experiments. B
Graph shows hsa-miR-20a-5p and hsa-miR-106b-5p expression after treating 22Rv1 cells with 5 and
15 nM of their respective inhibitors for 24 hours. Symbols: * indicates significant differences, *p-
value<0.05; ** pvalue<0.01; ***p-value<0.001.
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Additional File 8: Figure S6. Complete Western blot result referring to Figure 5D. Ponceau stained
images of gel transferred membranes cut before antibody incubation to allow detection of RORA and
BActin proteins. The numbers below membranes represent the percentage of intensity.
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Additional File 9: Figure S7. Cell Proliferation assays of 22Rv1 transfected with sSiRORA. A miR-
20a-5p inhibitor (i20-1-5p) or miR-106b-5p inhibitor (i106b-5p). B or with the combination of each
miRNA with siRNA RORA. C at different time points.
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El CaP es el segundo cancer mas frecuente en el mundo y la quinta causa de muerte por cancer en los
hombres (443). Segun la OMS, una mayor incidencia del CaP se asocia con la raza (América del Norte,
Europa, Oceania y partes de Africa), la edad, la dieta y la genética entre otros. También influye en la
deteccidn temprana del tumor la implantacion del PSA para cribado de CaP en suero a principios de los
afios 90 (1,2,6). Aparte de este parametro, la clasificacion TNM o el Gleason Score de la biopsia
prostatica son algunas de las pruebas mas utilizadas para la caracterizacion tumoral y el tratamiento a
seguir (28,30).

La principal problemética en el tratamiento del CaP es la incapacidad de distinguir entre tumores de
crecimiento lento de los que suponen un riesgo vital para el paciente dado que no todos los pacientes
con CaP presentan niveles elevados de PSA, y un aumento en los niveles de PSA puede tratarse de
patologias benignas de la prostata (20). Esto conlleva sobrediagnésticos que comportan
sobretratamientos a pacientes con tumores indolentes incluyendo cirugias, con los efectos secundarios
asociados (22,23).

Por tanto, dada la alta incidencia de esta enfermedad y la considerable variabilidad indistinguible a
veces desde casi benigno hasta potencialmente mortal, existe una necesidad urgente de encontrar nuevos
biomarcadores que puedan ayudar a guiar a los médicos en la toma de decisiones con finalidad

diagnostica y/o prondstica.

En la dltima década, el interés por el microambiente tumoral ha ido en aumento dada su contribucion
crucial en la progresién, la resistencia a farmacos y la agresividad en diversos tumores (122). Puesto
gue algunos tipos de cancer se desarrollan en las proximidades del TA, el TAP ha recibido particular
interés en tumores como el de higado, ovario, pancreas, colon y mama (173). En el cancer de mama, la
invasion tumoral local temprana del TAP genera un encuentro probable entre las células cancerosas y
los adipocitos maduros (444,445) que son reprogramados a CAA y secretan factores como adipoquinas,
quimioquinas, citoquinas y factores de crecimiento que promueven la proliferacion celular y la invasion
del tumor y pueden afectar la respuesta a la terapia hormonal y dirigida (177,180-183,185,446). Es
mas, se ha descrito que el desarrollo del cancer de mama no se da sin una previa infiltracion en el TA

de las células inmunes (126).

El cancer de mama guarda similitud con el CaP hormonalmente hablando ya que pueden desarrollarse
a partir de células que responden a estrogenos o testosterona respectivamente (126). En el caso de la
préstata, el TA que rodea a este 6rgano se denomina TAPP. Este tejido puede contribuir activamente a
la agresividad del CaP segln estudios realizados en los que se han detectado factores liberados in vitro
como adipoquinas, citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento y andrégenos entre otros y en su
estado hipdxico, que se asocia con un estado inflamatorio cronico (164,211,212,214,215,217). Esta

comunicacién entre el TAPP y el CaP y que puede favorecer al tumor, puede agravarse en personas
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obesas por modificaciones en el TAPP que contribuyen a una mayor agresividad incluyendo la
recurrencia bioquimica después de la PR (245), la extension extraprostatica (215) y la metastasis 0sea
(243). Se ha descrito que la ubicacion anatémica adyacente del TAPP hace que tenga mas
probabilidades de afectar la zona periférica de la préstata, pero es necesario investigar mas a fondo si

esto esta relacionado con la mayor incidencia de CaP en esta zona (447).

Por lo ya expuesto, consideramos que abordar la interaccion entre el TAPP y el CaP, puede ser esencial
para obtener informacion que permita una deteccion temprana de la agresividad tumoral y desarrollar
nuevos enfoques terapéuticos. Asi pues, nuestra investigacion se ha centrado en estudiar como el TAPP,
como un componente del microambiente tumoral que se haya en contacto directo con el tumor, puede
potenciar la agresividad del CaP mediante cambios en la reprogramacion metabolica del tumor y la
regulacién epigenética de las células tumorales a través de exomiARNs contenidos en vesiculas

liberadas por este tejido.

Impacto metabolico del TAPP en la agresividad del CaP

Un primer enfoque de este estudio ha sido explorar el impacto que podria producirse en el metabolismo

del CaP por la interaccion de este con el TAPP que le rodea y su efecto sobre la agresividad del tumor.

La transformacion maligna de las células supone adaptaciones que conllevan la desregulacién de vias
metabdlicas que le proporciona la energia necesaria para su supervivencia, proliferacion y metastasis
en ultimo término satisfaciendo cada una de las necesidades (78).

El metabolismo de un tumor depende de muchos factores, pero lo que es comdn en la mayoria de los
tumores sélidos, es la rapida captacion y metabolismo de la glucosa hacia vias no mitocondriales (el
llamado efecto “Warburg ). Sin embargo, en el CaP, al menos en las primeras etapas, no encontramos
este fendbmeno, sino que lo distintivo es la produccion de altas dosis de citrato mantenidas por la
captaciéon y uso de metabolitos ex6genos como el piruvato para procesos biosintéticos como la
lipogénesis (80,85). Ademas, se produce una gran captacion y almacenamiento, elongacion (por las
desaturasas y/o elongasas) y una constante lipolisis (por lipasas citosolicas principalmente en el proceso
de la B-oxidacion) de AG (79,86,87,112). En este sentido, es l6gico esperar, tal y como se ha reportado,
una sobreexpresion de las enzimas implicadas en todos estos procesos lipidicos
(91,98,99,101,106,107,111). Esta necesidad lipidica por parte de las células de CaP puede satisfacerse
por absorcion de lipidos en la circulacién sanguinea (45) o de los que provienen de los adipocitos
estromales (células madre mesenquimales del TA) (46). La degradacion selectiva de gotitas de lipidos
intracelulares mediante células fagociticas como los macréfagos (lipofagia) también se ha descrito

como fuente de energia en el CaP por proximidad al TAPP (47).

Con la finalidad de estudiar la participacién del TAPP en el metabolismo y agresividad del CaP,
iniciamos el estudio mediante caracterizacion del lipidoma de este tejido proveniente de 40 pacientes

con diferentes grados de agresividad de CaP segtin la clasificacion ISUP (n =20 grupo I, n=0 grupo II,
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n=8 grupo Ill, n=6 grupo 1V y n=6 grupo V) mediante GC-MS para el analisis FAME y LC-MS para el
andlisis de acilcarnitinas y lipidomico. Respecto al anlisis lipidémico, utilizamos dos plataformas: LIP-
| para analizar extractos de tejido metandlico (AG libres, &cidos biliares, esteroides, oxilipinas y
lisofosfolipidos) y LIP-Il para extractos de tejido con cloroformo/metanol (esfingolipidos,

monoacilgliceroles, diacilgliceroles, triacilgliceroles, fosfatidilcolinas y éter-fosfatidilcolinas).

Los AG se clasifican en AG saturados (SFA), que no contienen enlaces dobles en su cadena carbonada;
0 AG insaturados, con uno o mas enlaces dobles que pueden ser monoinsaturados (MUFA) y
poliinsaturados (PUFA) que incluyen PUFA omega 3 (w-3) y PUFA omega 6 (0-6) (48). En general el
andlisis por FAME del TAPP de nuestros pacientes con CaP, que aporta toda la composicién celular de
AG, incluidas las cadenas de acilo y los AG libres, mostré un perfil de 22 AG con una dominancia de
MUFA, seguido de SFA y PUFA. Estos datos concuerdan con un estudio comparativo de TAPP de
pacientes con CaP extraprostatico vs TA subcutaneo sano por resonancia magnética espectroscopica ex
vivo en un bajo nimero de pacientes (n=4) (49). El acido oleico resultd ser el principal MUFA del TAPP
y el acido linoleico el principal PUFA ®-6, al igual que los resultados obtenidos por investigadores que
compararon TAPP de pacientes con CaP localizado (n=12) vs con HBP (n=11) (50). En nuestra cohorte
de CaP, el TAPP en ambos grupos de riesgo, presento una baja concentracion de PUFA ®-3 que puede
relacionarse con una mayor proliferacién tumoral segin un estudio in vitro que relaciona el CaP con
bajos niveles de &cido eicosapentaenoico, un PUFA ®»-3 (51).

Al analizar este perfil de AG segun la agresividad de los tumores de CaP asociados al TAPP (bajo vs
alto riesgo), en las muestras de TAPP de alto riesgo detectamos una concentracion significativamente
mayor de MUFA. En este sentido, un estudio in vitro detect6 que un MUFA, el acido oleico, tendia a
aumentar la invasion en una linea celular de CaP agresiva: las PC-3 (52). También observamos una
cantidad significativamente menor de PUFA -6 en el TAPP de pacientes con CaP de alto riesgo, en
consonancia con un estudio que estratificd a los pacientes con CaP en agresivos (ISUP >4, estadio
patologico T3) o indolentes (ISUP=1, estadio T2 patoldgico y PSA pre-operatorio <10ng/ml),
observando una menor cantidad de un ®-6 PUFA, el 4cido linoleico, en pacientes de origen africano-
caribefios con CaP agresivo (53). Otros autores han comparado que en el TAPP de pacientes con CaP
vs HBP, también han encontrado una proporcion significativamente menor en otro m-6 PUFA, el acido
araquidonico (50). Hay bibliografia que muestra relacion entre una mayor ingesta de lipidos con un
mayor riesgo y agresividad de cancer (54) y dado que los AG w-6 se obtienen de la dieta y no se pueden
sintetizar, nuestros resultados parecen indicar que los PUFA ®-6 podrian tener un papel protector de un
CaP de alto riesgo, siendo la excepciéon. En humanos, hasta la fecha, las revisiones sistematicas son
controvertidas y no son concluyentes respecto a la influencia de los PUFA ®-6 sobre el riesgo de CaP;
no obstante, estudios in vitro con PUFA ®-6 en células de CaP si muestran una supresion de la
proliferacion y la inflamacion (55). En modelos de ratones, se ha visto que los PUFA ®-3, pero no los

®-6, inducen la apoptosis de las células de CaP (dependiente de la proteina proapoptotica Bad) (56).
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En cuanto a nuestro andlisis lipidomico ateniendo a las categorias de lipidos, el analisis LIP-I nos reveld
cantidades significativamente mayores de lisofosfatidilinositol en muestras de TAPP proveniente de
pacientes con CaP de alto riesgo al compararlos con los de bajo riesgo. Este fosfolipido esta presente
en las membranas celulares y es una forma modificada del fosfatidilinositol mediante la accion de la
fosfolipasa A, que puede tener funciones en la sefializacion celular, la angiogénesis y la inflamacion.
No obstante, la investigacion de los mecanismos especificos de su relacion con el cancer aun esta en
etapas iniciales ya que, por ejemplo, su desregulacion se ha relacionado con propiedades migratorias en
cancer de mama (57), pero en CaP aln no hay datos al respecto por lo que son necesarios mas estudios.
No encontramos cambios en concentraciones de lipidos entre los dos grupos de riesgo para el resto de
los metabolitos estudiados en el andlisis LIP-I (lisofosfatidiletanolamina y lisofosfatidilcolina) ni para

ninguno de los estudiados en el LIP-11 (diglicéridos, triglicéridos, esfingomielina y fosfatidilcolinas).

Respecto al analisis de acilcarnitinas, de 30 metabolitos que se analizaron, solo encontramos diferencias
significativas en el malonil carnitina (C3DC) al comparar TAPP de pacientes con CaP de bajo vs alto
riesgo, siendo mas alta la cantidad de este metabolito en este Ultimo grupo. El malonil carnitina es una
molécula que se forma cuando el malonil-CoA se une a la carnitina. Este metabolito puede inhibir la
actividad de la enzima carnitina palmitoiltransferasa 1 al igual que lo hace la malonil-CoA. En pacientes
con cancer, se han descrito anomalias del tejido tumoral y del metabolismo del tejido no tumoral en el
sistema carnitina (y sus derivados) que se supone que contribuyen al deterioro del estado clinico de los
pacientes o pueden inducir por si mismas el desarrollo del tumor (58-60). Sin embargo, la investigacion
sobre este metabolito y el cancer aln esta en curso y se necesitan mas estudios para explorar su potencial

como diana terapéutica.

Con la finalidad de identificar lipidos con capacidad pronostica del CaP, realizamos un analisis PLS-
DA, una técnica de modelado estadistico utilizada principalmente en analisis multivariados para la
clasificacion y discriminacion de muestras en diferentes grupos o categorias. Para ello seleccionamos
70 variables: 67 de los 267 metabolitos lipidicos que se observaron significativamente desregulados al
comparar entre TAPP proveniente de los grupos de alto vs los de bajo riesgo, sumados a los SFA,
MUFA y PUFA totales. El resultado PLS-DA puso de manifiesto que los metabolitos estudiados
permiten distinguir entre pacientes con CaP de alto riesgo de los de bajo riesgo. Después, utilizamos en
conjuncioén un andlisis VIP con objetivo de evaluar la contribucion de cada variable a la capacidad
predictiva del modelo en su conjunto. De esta técnica se determind que s6lo 33 de las 70 variables
tenian peso suficiente para determinar la agresividad del CaP por mostrar una puntuacion > 1, lo que se
considera para este tipo de analisis que son las mé&s relevantes y tienen un mayor impacto en el modelo.
Para comprobar de nuevo la utilidad prondstica, las variables fueron reanalizadas en un segundo PLS-
DA utilizando la relacion Q%R? que evalUa la capacidad predictiva y la calidad del modelo. Q?es la
medida de la capacidad predictiva del modelo, en nuestro caso qué tan bien predice el modelo la

agresividad del CaP. R? es una medida de la proporcion de la varianza total de la variable de respuesta
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gue es explicada por el modelo, es decir, la calidad del modelo; en nuestro caso qué tan bien explican
las variables la agresividad del CaP. Nuestro cociente Q%R? fue de 0.59, lo que indica que el modelo se
ajusta bien ya que un cociente Q%R*>0.5 se considera un buen modelo predictivo (61).

A partir de estos datos se aplico de nuevo un analisis mediante VIP y se determiné que 16 de las 33
variables (130x0ODE/90x00ODE; monoglicérido 18:0; triglicérido 58:1, 60:4, 56:1, 60:2, 58:2, 60:5;
12-13-EpOME; acido behénico; acido linoleico; PUFA total; lisofosfatidilinositol 16:0; PUFA ®-6
total; &cido ladrico; y SFA total) podrian ser Utiles para pronosticar la agresividad del CaP.

Claramente vimos que tras la representacion mediante un heat map, de estas 16 variables, las muestras
de TAPP se agrupaban en funcidn de su agresividad en bajo riesgo y alto riesgo.

Tras hacer un analisis multivariado de regresion, obtuvimos que, de las 16 variables, solo 2 se mostraron
como factores independientes de la agresividad del CaP: el 12,13-EpOME y el monoglicérido (18:0).
Este modelo predictivo de agresividad esta pendiente de ser validado con un mayor nimero de muestras
de TAPP. Por lo que respecta al 12,13-EpOME, se sabe que tiene diversas funciones fisioldgicas,
incluyendo la regulacion de la inflamacion, la funcion vascular y la sefializacion celular y se ha
relacionado con la agresividad del cancer de ovario, donde se ha encontrado niveles significativamente
mas elevados en el de tipo seroso vs no seroso (62). Respecto a este metabolito en CaP, se desconoce
el papel especifico, aungue si se ha descrito que los polimorfismos CYP2D6 y CYP3A4 A392G de las
monooxigenasas del citocromo P450 (enzimas que regulan eicosanoides como los EpOME) estan
relacionados con el desarrollo del tumor y la metastasis (63-65) e incluso se ha propuesto como
estrategia para prevenir y/o tratar este tumor (66). Respecto a los monoacilgliceroles, en la literatura
solo encontramos una asociacion inversa entre el cido estearico (un componente de este tipo de lipidos)

y el riesgo de CaP, aunque se necesitan mas estudios al respecto (67,68).

Estas alteraciones en la composicion y contenido lipidico detectadas en el TAPP revelaron una
alteracion clara en el metabolismo lipidico de este tejido, ya que mediante la aproximacion funcional
utilizando MetaboAnalyst (una plataforma en linea disefiada para el anélisis avanzado e interpretacion
de datos metaboldmicos), nos revel6 que las vias en las que estos 16 metabolitos estaban implicados se
relacionaban con alteraciones en el metabolismo del acido linoleico, la biosintesis de AG y la B-
oxidacion de AG de cadena muy larga. Al analizar en detalle la cantidad total de metabolitos SFA
analizados en estas plataformas y que estaban implicados en rutas de sintesis de lipidos de novo,
observamos que la cantidad de acido palmitico y sus productos intermedios en el proceso de elongacion
de AG (&cido esteérico, &cido araquidonico, &cido araquidico, &cido behénico y &cido lingnocérico) eran
mayores en TAPP proveniente de pacientes con CaP de bajo riesgo. Sin embargo, al estratificar los
pacientes por ISUP no se observaron diferencias, aunque si se observé una tendencia decreciente en

concentracion de estos metabolitos a medida que aumenta el ISUP.
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Cuando analizamos metabolitos relacionados con otra de las vias alteradas, la del acido linoleico,
observamos que los productos 9-oxoODE y 13-0xoODE obtenidos tras su oxigenacién por la 15-
lipoxigenasa 1 (LOX-1); y 9(10)-EpOME y 12(13)-EpOME por conversion por el citocromo P450, eran
mas abundantes en TAPP de pacientes con CaP de bajo riesgo. En relacion a estos datos y el cancer,
otros autores ya han reportado que la disminucion del acido linoleico se ha relacionado con la
agresividad del CaP en la poblacidon africano-caribefia (69), que el 9(10)-EpOME esté relacionado con
la creacion de un ambiente propicio para la carcinogénesis dado que esta implicado en inflamacion al
actuar como ligando del factor de transcripcion PPARy (70) y que niveles elevados de 13-HODE y 9-
HODE (que proceden a 9-oxoODE y 13-0xoODE respectivamente) guarda relacion con un mayor

riesgo de desarrollar cancer de ovario (62).

Quisimos comprobar si la disminucién en la concentracién de lipidos observada mediante el estudio
lipidomico estaba relacionada con una disminucion en la actividad genética asociada con estos
metabolitos desregulados. Para ello estudiamos la expresién de genes en TAPP fresco relacionados con
las vias metabdlicas que observamos alteradas en el TAPP como: el gen que codifica para ACACA, que
carboxila acetil-CoA a malonil-CoA, el gen FASN implicado en catalizar la sintesis de acido palmitico
a partir de malonil-CoAy el gen SREBP1, factor de transcripcidn que regula las dos enzimas anteriores.
Los genes ACACA, FASN, y SREBP1 analizados se expresaban menos en el TAPP que provenia de
pacientes con CaP de alto riesgo. Estos datos indican una disminucién de la sintesis de novo de AG en
el TAPP de los pacientes con CaP agresivo, en concordancia con los niveles de los productos de las
rutas de los metabolitos deregulados. No hemos encontrado datos sobre la expresion de estos genes en
el TAPP de CaP segun la agresividad, pero si en tejido de CaP como tal; por lo que respecta a la
expresion del gen ACACA, se sabe que la expresion es mayor en tejido prostatico tumoral con relacion
al tejido sano y en pacientes con CaP avanzado vs de menor grado (71). Ademas, se ha descrito que la
inhibicion de la expresion de ACACA tiene efectos antiproliferativos en células LNCaP (72). En cuanto
a la expresion del gen FASN, se ha establecido una asociacion con el inicio y progresion de algunos
tipos de cancer como el CaP (73), siendo objeto de investigacion como posible diana terapéutica, y en
este sentido, cabe sefialar que ciertos compuestos como el TVB-2640 ya se encuentra en fase | ya que
ha mostrado suprimir el crecimiento tumoral hasta en un 97% en combinacion con el fa&rmaco paclitaxel
(74). Respecto a la expresion del factor de trascripcion SREBP1, también se ha propuesto como diana
en CaP dado que se ha observado que aumenta la proliferacion y la invasion del CaP (41). En este
sentido, estudios in vitro y en modelos de raton han demostrado que el bloqueo de las vias metabdlicas
reguladas por SREBP mediante la fatostatina, frena el crecimiento y la metastasis del CaP, afectos
potenciados en combinacion con el farmaco docetaxel (75,76).

También cuantificamos la expresion del gen que codifica para el factor de transcripcion PPARG, que
se ha demostrado que puede favorecer el crecimiento del CaP a través de su funcion en la sintesis de

AG, la biogénesis mitocondrial y su cooperacion con la sefializacion del AR (77).
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La expresion del gen PPARG en el TAPP de pacientes con CaP agresivo, fue menor que en el TAPP
gue provenia de pacientes con CaP menos agresivo. Esta observacion esta en consonancia con la
expresion obtenida en el metabolito 13-0xoODE para el TAPP de alto riesgo, 13-0xoODE se ha descrito
como ligando enddgeno de PPARy en cancer de colon (78).

Otro gen estd estrechamente regulado por PPARG, es la ADIPOQ (79) cuya expresion se detecto
significativamente méas disminuida en el TAPP procedente de pacientes con CaP de alto riesgo.

Por lo que respecta a la lipdlisis seleccionamos el gen de la lipasa LIPE implicada en la lip6lisis por
hidrolizar los triglicéridos almacenados en AG libres, y observamos que la expresion de este gen es
menor en el TAPP de muestras de pacientes con CaP de alto riesgo. Algunos autores han demostrado
que la lipolisis basal (medida mediante cromatografia de gases) aumenta ligeramente en los explantes
de TAPP provenientes de un CaP menos agresivo (Gleason score (GS) <3 +4) en comparacion con los
mas agresivos (GS > 4 + 3) aunque sin llegar a ser significativo (80). En los CAA de cancer de mama
se han descrito niveles bajos de la enzima codificante de la LIPE y de la HSL (12).

Otro dato interesante es que el TAPP de pacientes con CaP de alto riesgo presentaba un perfil
inflamatorio alterado, puesto que al analizar la expresion de los genes inflamatorios IL-6, TNFa y IL-
1B, detectamos una expresion significativamente méas elevada para la IL-6 y una tendencia a mayor
expresion de TNFo y de IL-1B, dato que apoyaria el efecto potenciador de la agresividad del tumor del
TAPP vy viceversa, ya sea por efectos directos sobre las células premalignas o actuando sobre el
microambiente tumoral (81). Respecto a la IL-6, Zhang et al. también demostraron que su expresion se
eleva significativamente en el TAPP en relacion con una mayor agresividad del CaP (82,83). Ademas,
Finley et al., han atribuido la secrecién de esta citoquina por parte del TAPP, como otra causa agregada
en la agresividad del CaP (84). En este sentido existen varios ensayos clinicos en fase I/l que estan
evaluando anticuerpos contra IL-6 como Siltuximab que ya han mostrado resultados prometedores (85).
En cuanto a la citoquina TNF-a, un estudio detectdo mediante histoquimica un incremento en sus niveles
en el TAPP de pacientes con CaP de alto riesgo (86).

En definitiva, el perfil inflamatorio que observamos en el TAPP de CaP de alto riesgo, podria estar
relacionado con la baja expresion del gen PPARy y del gen ADIPOQ, ya que estos genes regulan la
expresion del factor de transcripcion NF-«kB (87-89), bien conocido por su papel crucial en activar la
expresion de citoquinas inflamatorias.

Hasta aqui podemos concluir con los datos obtenidos, que el TAPP proveniente de pacientes con CaP
de alto riesgo muestra un perfil de expresion genética alterado relacionado con el metabolismo lipidico

y con el perfil inflamatorio.

Los estudios de lipidomica nos proporcionaron una foto del estatus metabdlico del TAPP meramente
observacional, por lo que realizamos co-cultivos de explantes de TAPP con lineas celulares de CaP,

para demostrar el efecto directo del TAPP sobre el metabolismo lipidico del CaP.
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Para ello utilizamos dos lineas celulares de CaP: LNCaP, andrégeno dependiente, como modelo de CaP
menos agresivo y confinado al 6rgano como nuestros pacientes; y PC-3, andrégeno independiente,
como modelo de CaP mas agresivo.

Interesantemente observamos un efecto de “delipidacion™ del TAPP tras ponerse en contacto con las
células de CaP (independientemente de la linea celular utilizada y de si el TAPP provenia de un paciente
con bajo o alto riesgo de CaP), puesto que detectamos una reduccidn en la expresion de genes
involucrados en la lipogénesis (FASN, SREBP1 y PPARG); en el transporte de AG a través de
membrana (CD36) y desde citosol a la mitocondria (CPT1); y en la hidrdlisis de AG (PNPLA2). Este
dato podria indicar que los adipocitos del TAPP estan proporcionando lipidos a las células tumorales
participando en la proliferacion y por ende en la agresividad, como se ha sugerido en tumores como el
de ovario (90) y mama (91).

Estos datos estaban respaldados por la expresion del gen transportador de lipidos FABP4 en el TAPP,
que estaba aumentado independientemente del grado del tumor lo que apunta a una movilizacion
citoplasmatica activa de AG hacia las células de CaP.

Por otra parte, este fenotipo “delipidado” del TAPP, parece ser ademds provocado por las células de
CaP absorbiendo los AG liberados por los adipocitos de TAPP, promoviendo la lipogénesis de novo y
lipolisis celular. Llegamos a esta idea dado que tras el co-cultivo, observamos que las células de CaP
tenian un comportamiento inverso respecto al TAPP: una mayor expresion de genes transportadores de
lipidos (CD36, FABP4, CPT1A y FATPS5) e implicados en la lipogénesis (FATP5, SREBP1 y FASN) y
lipolisis (PNPLA2), en las lineas después de estar en contacto con el TAPP en co-cultivo, aunque los
tres Gltimos genes no mostraron diferencias en la linea celular LNCaP. En este sentido, otros autores
han demostrado la incorporacion de AG por parte de las células de CaP de los adipocitos vecinos y que
existe una absorcion similar de lipidos exdgenos en varios modelos de células de CaP (92,93).

El incremento en la expresion de genes implicados en el transporte de AG en las células de CaP se
observo asociado a una mayor captacion de estos mediante ensayos de TF2-C12 fatty acid y ademas
observamos que estos lipidos se acumulaban en el citoplasma de las células de CaP mediante la técnica
del Nile red. Las LNCaP mostraron una absorcion significativamente mayor de lipidos en comparacion
con las células PC-3 tras el co-cultivo con TAPP tanto de bajo como de alto riesgo, y no se observaron
diferencias en la acumulacion o en las tasas de absorcion en ninguna linea celular independientemente
de la agresividad del explante de TAPP. El uso de otras técnicas como la microscopia infrarroja por
parte de otros autores ya habian mostrado que las células de CaP pueden absorber los AG liberados por
adipocitos (46).

Observamos también que tras el co-cultivo de las células de CaP con TAPP, se podia detectar un
aumento en la inflamacion en ambas lineas de CaP (LNCaP y PC-3) cuando cuantificamos la expresion
de genes IL-6 e IL-1B tras el co-cultivo con explantes de TAPP e independientemente de la agresividad
del explante utilizado. Otros autores que han trabajado con células de cancer de mama co-cultivadas

con adipocitos, ya han reportado la sobreexpresion de estas citoquinas proinflamatorias (12).
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También observamos que ambas lineas celulares de CaP (LNCaP y PC-3) adquieren propiedades
agresivas tras los experimentos de co-cultivos con explantes de TAPP independientemente de la a
agresividad del explante, dato que corroboramos mediante la determinacién de la expresion elevada de
genes implicados en eventos tumorales como la invasion y la metéstasis (TWIST1, y MMP-9) (94,95).
Ya se ha reportado que los lipidos acumulados en las células de CaP provenientes del TAPP aumentan
el estrés oxidativo y, en consecuencia, la expresion de otra metaloproteasa, la MMP-14, lo que confiere
una ventaja invasiva a las células tumorales (92). Ademas, en las PC-3, observamos un aumento en la
expresion del gen ESRRA (Receptor alfa relacionado con el estrdgeno), relacionado con la proliferacion
y migracion (96).

Parece ser por tanto que podria ser factible el uso de agentes dirigidos al metabolismo de ciertos lipidos
para tratar el CaP, sobre todo, teniendo en cuenta que la dependencia del CaP de la B-oxidacion de AG
mitocondrial es una vulnerabilidad que podria explotarse en beneficio del paciente. No obstante, segin
los hallazgos actuales es poco probable que los compuestos estudiados hasta ahora como el etoximir y
la perhexilina (inhibidores de CPT1A) (97,98) reemplacen a las terapias disponibles actualmente, sobre
todo en aquellos que el tumor ha metastatizado, aunque se podrian combinar para mejorar la
supervivencia del paciente (69).

Por otra parte, pensamos que la supresion de la captacion de AG que proceden del TAPP por parte de
las células de CaP, es otra diana interesante como tratamiento para este tumor, algo que ya otros
investigadores han valorado y estudiado en modelos preclinicos humanos y de ratones obteniendo la
ralentizacién de la progresién del tumor tras la inactivacién del transportador CD36. Ademas, la terapia
con anticuerpos dirigidos al transportar CD36 ha mostrado una reduccion en la gravedad del CaP en

xenoinjertos derivados de pacientes (99).

Hasta la fecha, apenas encontramos dos estudios detallados y cuantitativos del lipidoma del TAPP
(50,53) pero muestran variabilidad en cuanto a tecnologia utilizada, tipo de poblacién o el grupo y
tamafio muestral. Ademas, ninguno de los autores contempla todos los grupos de riesgo. Asi pues, el
estudio que aqui presentamos es el primer analisis completo del lipidoma de TAPP que incluye todos
los grupos de riesgo mostrando que la composicion lipidica del TAPP esta alterada en pacientes con
CaP de alto riesgo. Ademas, nuestro estudio lipidomico del TAPP demuestra que las alteraciones
lipidicas encontradas en estos tejidos estan vinculadas a la actividad biolégica de las células del tumor.
En este sentido, este trabajo proporciona por primera vez evidencias de la participacion del TAPP en la
agresividad del tumor de préstata que, tras su validacién en cohortes mas grandes, puede explotarse

como prondstico y ser fuente de desarrollo de posibles tratamientos del CaP.
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Impacto epigenético de los exomiARNs contenidos en las VEs secretadas por el TAPP en la
agresividad del CaP

Nuestro segundo abordaje fue indagar en la capacidad del TAPP para regular epigenéticamente,
mediante la liberacion de miARNSs contenidos en VEs, exomiARNS, la actividad celular de las células
de CaP, con objetivo de comprender mejor el impacto del TAPP sobre la agresividad del tumor de

préstata y asi poder aportar nuevas dianas moleculares como posibles estrategias terapéuticas.

Las VEs son liberadas por el microambiente tumoral y por el propio tumor (100). Actualmente el estudio
de estas particulas en el cancer aporta mucha informacion sobre posibles regulaciones de que ejercen
en la progresion tumoral y la metéstasis (101,102). EI TA que rodea al tumor puede modular la
adquisicion y el mantenimiento de rasgos distintivos del cancer a través de VEs, tal y como se ha
demostrado en cancer de mama (103) o melanoma (104). Por lo que respecta al CaP, partimos de la
hipotesis de que las VEs secretadas por el TAPP podrian estar contribuyendo a la progresion del CaP;

en concreto, a través de su contenido en exomiARNS.

Para confirmar dicha hipotesis, aislamos las VEs secretadas por TAPP a partir de explantes que
provenian de pacientes con CaP y que tenian diferentes grados de agresividad del tumor. Tras colocar
los explantes de TAPP en medio de cultivo 24 horas, y realizar un primer cut-off de 0,8 um, eliminamos
células, estructuras membranosas y VES de tamafio superior a 800 nm tales como cuerpos apoptéticos
provenientes de la extrusion de la membrana celular como parte del proceso apoptético (105). De este
medio se aislaron las VEs utilizando un método de unién por afinidad bioquimica basado en membrana
del cual se obtienen las que oscilan entre 50-300 nm.

Una vez aisladas las VEs, se verificd la presencia de biomarcadores especificos de superficie (106)
mediante la técnica de Western Blot confirmandose asi la presencia de marcadores de superficie tipicos
de VEs como las proteinas transmembrana multipaso CD9 y CD81 (tetraspaninas) y la proteina
citosolica de choque térmico HSP70. En las VEs secretadas por TAPP no se detectd la presencia de
tubulina (marcador celular especifico) ni de CD36 (otra tetraspanina), tampoco de la proteina citosolica
TSG101 (Tumor Susceptibility 101). Ademas, analizamos las VEs mediante estudios de morfologia y
tamafio por microscopia de transmision de electrones, que permiti6 la visualizacién de una bicapa
lipidica caracteristica de las VEs (105), y un diametro que oscila entre 30 y 200 nm propio de VEs
pequefias-medianas (107).

Las VEs secretadas por el TAPP son captadas e internalizadas por las células de CaP in vitro ya que
mediante microscopia confocal y el uso de un colorante fluorescente asociado a lipidos (PKH67) que

se une a las VEs, se comprobd que se localizaban en el citoplasma de las células de CaP a las 3 horas.
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Este proceso de internalizacion de VEs por la célula receptora puede darse o bien por fusion de las VES
con la membrana celular diana y liberacién de su contenido al citoplasma o bien mediante
internalizacion en los compartimentos endociticos y/u otros compartimentos intracelulares de la célula,

con o sin fusion de la membrana celular (106).

Con objetivo de determinar el efecto epigenético de las VEs secretadas por el TAPP en la progresion
del CaP, aislamos su contenido de exomiARNs mediante afinidad bioquimica (un proceso similar al
utilizado en el aislamiento de las VES). En una primera aproximacion, utilizamos las VEs aisladas de
TAPP (VEs-TAPP) de 4 pacientes con CaP de alto riesgo (ISUP 11, IV y V) y también utilizamos VEs
aisladas de TA perivesical sano (VEs-TAPV) de los mismos pacientes como control. Después del
analisis de expresion diferencial por microarrays que contenian 752 exomiARNSs relacionados con
cancer, un total de 11 se detectaron significativamente sobreexpresados en las VES-TAPP al
compararlos con los de VEs-TAPV (el prefijo hsa atiende a: Homo sapiens): hsa-miR-18a-5p, hsa-miR-
20a-5p, hsa-miR-363-3p, hsa-miR-18b-5p, hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-93-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-
15b- 5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-106b-5p y hsa-miR-126-3p. Asi como un total 4 exomiARNSs se
detectaron menos expresados en las VEs-TAPP vs las VES-TAPV: hsa-miR-488-5p, hsa-miR-2113,
hsa-miR-1227-3p y hsa-miR-92b-5p; aunque solo el hsa-miR-488-5p mostro significancia en algunas
muestras. Se validaron los 11 exomiARNSs que resultaron estar sobreexpresados en 24 muestras de VEs-
TAPP y observamos diferencias significativas en 8 de los 11 exomiARNs al comparar VES-TAPV vs
VEs-TAPP: hsa-miR-17-5p, hsa-miR-126-3p, hsa-miR-18b-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-93-5p, hsa-
miR-363-3p, hsa-miR-106b-5p y hsa-miR-18a-5p.

La alteracion en la composicion y niveles de expresion de los exomiARNSs en las VEs-TAPP podria ser
una consecuencia directa de la accion que ejerce el tumor de proéstata sobre este tejido graso que rodea
al tumor. En este sentido, ya se ha descrito una estrecha asociacion entre los miARNs derivados del TA
de ratones con diabetes y el desarrollo del CaP en estos modelos animales (108). Por otro lado, el estado
inflamatorio crénico presente en cualquier microambiente tumoral, podria afectar a la liberacion y
contenido en exomiARNSs de las VEs secretadas del entorno al tumor. Por ejemplo, en cancer de
pulmon, la inflamacion induce la expresion de exomiR-191 y estimula su carga en VES, promoviendo
la progresion de EMT (109).

Al analizar la expresion de los exomiARNs mas expresados en VES-TAPP estratificando segln la
agresividad del CaP (bajo riesgo= ISUP | y Il o alto riesgo= ISUP 1lI, IV y V), solo se detectaron
diferencias significativas para el hsa-miR-18a-5p, que se encontraba sobreexpresado en las VEs-TAPP
de los pacientes con tumores de bajo riesgo. Interesantemente, observamos que la expresion de los 8
exomiARNs en las VEsS-TAPP de CaP de bajo riesgo, era significativamente mayor cuando los
comparabamos con los de las VEs-TAPV, mientras que esta diferencia no se observo al compararlos

con los exomiARNSs procedentes de VEs-TAPP de CaP alto riesgo.
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Las diferencias en cantidad de exomiARNs entre TAPP y TAPV, refuerza la hip6tesis de que el tumor
esta alterando al TAPP y podria estar implicandolo en la agresividad del CaP. Ademas, estos datos
apuntan a que la comunicacién intercelular podria ser mas activa en los tumores menos agresivos,
favoreciendo una mayor liberacion de VEs cargadas de exomiARNS como parte de esta respuesta por
el TAPP ante el desarrollo inicial del tumor.

Para revelar las dianas de los exomiARNs desregulados en las VEsS-TAPP, utilizamos el software
miRNet, programa dirigido a identificar genes diana de miARNSs (segun las bases de datos miRTarBase
v8.0 y TarBase v8.0). Detectamos 4 genes como posibles dianas comunes: RAR Related Orphan
Receptor A (RORA) y 3 Zinc Finger Proteins (ZNF134, ZNF217 y ZNF264) pero Unicamente el gen
RORA estaba implicado significativamente en todas las vias analizadas.

El gen RORA, denominado también RORa o NR1F1 (Subfamilia de receptores nucleares 1 Grupo F
Miembro 1), estd compuesto por 15 exones ubicados en medio del cromosoma 15g22.2. EI gen RORA
es un receptor huérfano nuclear que pertenece a la subfamilia ROR (receptor de &cido retinoico), que
engloba también a los miembros RORP y RORy (110,111), proteinas citosolicas que tras activarse
actlan como factores de transcripcién. En humanos, el gen RORa se ha descrito como supresor de
tumores en piel, colon, higado, prostata, melanoma y mama (111). Por otro lado, datos preliminares del
gen RORS apuntan a que puede comportarse como supresor de tumores u oncogen dependiendo el tipo
de tumor (111); y que el gen RORy actlia como un oncogen y su expresion esta aumentada en la mitad
de los adenocarcinomas de prdstata y cdncer de mama estudiados (112,113). EI gen RORA genera por
corte y empalme alternativo (fenémeno denominado splicing), 4 isoformas en humanos que difieren en
la region N-terminal (114). La variante a1 se expresa en tejido sano de mama, cerebro, prostata, higado
y ovario. Las variantes a2 y a3 solo se expresan en humanos, aunque las principales variantes en
prostata son al y a4 (115). Como ligandos end6genos del gen RORA se han descrito el colesterol y
derivados (116,117). El gen RORA regula una gran variedad de actividades celulares por unién directa
al ADN (via candnica) o por acoplamiento a otras moléculas como [B-catenina (via no candnica)
(116,118).

Las vias de nuestro anélisis por Reactome, reflejaron la implicacion del gen RORA en la activacion de
la expresion de genes nucleares como SBREP1 y mitocondriales como CPT1A. En este sentido, se ha
descrito que la implicacion del gen RORA en el metabolismo es debida a la regulacion negativa de genes
implicados en la homeostasis de la glucosa y de los lipidos, como PPARG y SREBP1 (119,120).
Ademas, también detectamos que el gen RORA podria estar involucrado en la activacion de la expresion
de genes implicados en el ciclo circadiano como BMAL1 (Basic Helix-Loop-Helix ARNT Like 1),
CLOCK (Regulador del reloj circadiano) y NPAS2 (Proteina 2 del dominio PAS neuronal) actuando a
través de la via candnica y mediante la regulacion de elementos E-box en sus promotores (121). La
interrupcidn de los ritmos circadianos por deficiencia del gen RORA se asocia con un riesgo elevado de

padecer cancer en modelos de ratones (116).
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En CaP en concreto, aunque se han realizado un namero limitado de estudios epidemiolégicos, se han
encontrado varios genes circadianos implicados en la regulacion de este tumor, entre ellos el gen RORA,
regulado a la baja (113,122). Incluso un polimorfismo del gen RORA, rs17191414, se ha asociado con
el riesgo de CaP, aunque estos datos estan pendientes de ser validados (122). Otra via en la que el gen
RORA podria estar implicado es en la transcripcion de receptores nucleares como el receptor de

estrégenos y androgenos en el cancer de mama y préstata respectivamente (118).

El andlisis de enriquecimiento funcional de redes de interaccion proteina-proteina relacioné a la
proteina RORA con 10 proteinas implicadas en crecimiento celular (KAT5: Lisina acetiltransferasa 5,
STAT3); diferenciacion, inflamacion y apoptosis (BCL6); diferenciacion de células T (BATF: Basic
Leucine Zipper ATF-Like Transcription Factor); hipoxia, angiogénesis y metastasis tumoral (HIF1A);
y ciclo circadiano (ARNTL o BMAL1, NRIP1: Nuclear Receptor Interacting Protein 1, NPAS2 y
CLOCK). En este sentido y en linea con las proteinas que RORA interacciona, se ha relacionado al gen
RORA con la hipoxia porque participa en el control de genes implicados en este proceso (115) y como
importante modulador negativo de la angiogénesis en el cancer de mama (118). En cuanto a la
proliferacién celular, Moretti et al., han demostrado in vitro que la isoforma RORa ! afecta la progresién
del ciclo celular de la linea celular de CaP DU145 mediante la modulacion de genes como p21
(Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1a) y la ciclina A (123). Ademas, estos investigadores
activaron in vitro el gen RORA en células DU145 y PC3, y observaron una inhibicion de 5-LOX, de
forma que esta enzima no convertia los AG en 5-HETE, otro gen responsable del efecto proliferativo
en las células de cancer (124). En cancer de mama, también se ha observado que la sobreexpresion del
gen RORA tiene un efecto negativo en el crecimiento celular (115). La presencia de la proteina RORA
se ha descrito como un regulador negativo de la respuesta inflamatoria en células humanas de musculo
liso (125) y como atenuante inflamatorio en homeostasis intestinal (126). También la proteina RORA
se ha descrito que participa en la apoptosis ya que es capaz de regular genes sensibles a p53,

disminuyendo la supervivencia celular (127,128).

Dada la importante relacién del gen RORA con procesos oncogénicos en CaP y en otros tipos de
tumores, analizamos los niveles de expresion del gen RORA, asi como de los exomiARNs desregulados
en las VEsS-TAPP en tumores de CaP. Para ello recopilamos datos de tejido humano de préstata no
tumoral y tumoral de 52 pacientes utilizando el TCGA-PRAD (The Cancer Genome Atlas Prostate
Adenocarcinoma) incluido en la base de datos CancerMIRNome, que permite el andlisis interactivo y
la visualizacion de perfiles de expresion de miARNs (no exomiARNS puesto que analiza la expresion
en tejidos) basados en 33 tipos de cancer. Comprobamos que el gen RORA estaba significativamente
menos expresado en tejido tumoral en comparacion con tejido no tumoral. Ademas, al estratificar los
pacientes segun el grado de tumor (bajo=ISUP | y II; y alto=ISUP I, IV y IV), observamos que la
expresion del gen RORA se reducia en funcion de la agresividad del tumor, aunque no se observaron

diferencias significativas entre los grupos.
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En cuanto a la expresion de los miARNS y tras el estudio de sus dianas sobre el gen RORA (utilizando
el programa STarMir), seleccionamos 4 miARNSs: el hsa-miR 20a-5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-93-
5p y hsa-miR-17-5p por ser los miARNs con mayor probabilidad logistica de unién al gen RORA, y
comprobamos que estaban sobreexpresados en tejido tumoral al compararlo con el tejido no tumoral.

Los datos obtenidos en el CancerMIRNome los validamos utilizando tejido de préstata no tumoral y
tejido de CaP tumoral parafinado de una cohorte de 32 pacientes de nuestra coleccion. Los resultados
obtenidos fueros similares, una disminucion de la expresion del gen RORA en muestras de tumor al
compararlas con las zonas no tumorales, algo ya reportado por otros autores (129); y por lo que respecta
a la expresion de los miARNSs, el patron se reproducia igual que en CancerMIRNome: estaban

sobreexpresados en muestras de CaP tumoral al compararlas con tejido no tumoral.

El control epigenético de los exomiARNSs derivados de VEs sobre el gen RORA, se validd utilizando
las células 22Rv1 de CaP ya que el patrén de expresiéon del gen RORA es similar al de los tejidos
tumorales de CaP. Para ello, las 22Rv1 se transfectaron con inhibidores de miR-20a-5p, miR-106b-5p
y/o silenciadores del RORA. El silenciamiento del gen RORA redujo la expresion génica como era de
esperar y tras la inhibicion individual de miR-20a-5p o miR-106b-5p, se observé un aumento de la
expresion del gen RORA. Sin embargo, al inhibir simultdneamente el gen RORA y el miR-20a-5p o el
miR-106-b-5p, confirmamos que tanto el miR-20a-5p como el miR-106b-5p, regulan la expresion del
gen RORA ya que se observo una recuperacion parcial de la expresion del gen RORA. Los datos de

expresion génica se validaron también con experimentos de expresion de proteina.

Con objetivo de comprobar si el efecto epigenético que ejercen los miARNSs 20a-5p y 106b-5p sobre el
gen RORA se traduce en un efecto celular, nos centramos en determinar si esta interaccion afectaba a
funciones asignadas a este gen como la proliferacion (123,124) y la inflamacién (130).

Para la proliferacion, utilizamos un kit (CCK-8) que se basa en la capacidad de las células vivas para
reducir el reactivo tetrazolio a un producto soluble (formazan) de color amarillo que cuantificamos
espectrofotométricamente (450 nm) y cuya cantidad es directamente proporcional al nimero de células
vivas. En estos ensayos observamos un aumento significativo de la proliferacion de células 22Rv1 tras
silenciar el gen RORA, y una disminucion significativa de la proliferacion tras inhibir el miR-20a-5p,
por lo que ambos estan involucrados en proliferacion, algo que no se demostro para el miR-106b-5p.
Tras la co-inhibicién simultdnea del gen RORA y el miR-20a-5p, observamos una recuperacion parcial
de la proliferacion celular, dato que implica al miR-20a-5p en la regulacién de la proliferacion de las
celulas de CaP 22Rv1 a través del gen RORA. Sin embargo, la co-inhibicion del gen RORA juntamente

con el miR-106b-5p no mostro ningln efecto en la proliferacion de células 22Rv1.
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Segun se ha descrito, el efecto antiproliferativo del gen RORA en las células de CaP, puede ser ejercido
a través de a una regulacion negativa de c-jun, c-myc y la ciclina D1, implicados en la regulacion del
ciclo celular y la proliferacién (131). Otra via de accidn antiproliferativa por parte del gen RORA que
se ha propuesto en otros tumores como el de mama, incluye su accion inhibitoria sobre el eje Wnt/f-

catenina (116).

Para determinar la implicacion del gen RORA en la inflamacion en CaP a través de la regulacion por
miARNS, se silencid el gen en las células 22Rv1, lo que provoco un aumento en la expresion del gen
de la citoquina TNF-a, expresion que se vio disminuida al inhibir tanto el miR-106b-5p como el miR-
20a-5p, lo que indica que el gen RORA y ambos miARNs estan involucrados en la regulacion de la
inflamacion en las células de CaP. Tras la inhibicion simultanea del gen RORA y miR-20a-5p,
observamos un ligero aumento de la expresion del gen TNF-a que no se observé cuando se co-inhibia
RORA y el miR-106b-5p. Con los datos obtenidos podemos concluir que el miR-20a-5p participa en la
inflamacion a través de la regulacion negativa del gen RORA en la linea de CaP 22Rv1.

Este resultado es de gran interés puesto que la inflamacién aguda y crénica se han asociado a la
progresion de diferentes tumores como el de colon (133) e higado (132). La implicacion del gen RORA
en la inflamacioén comenzd a esclarecerse en estudios iniciales en la enfermedad inflamatoria intestinal
y la colitis ulcerosa que reflejaron asociaciones negativas con NF-«kB (bien conocido por ser mediador
clave en la inflamacién). En este sentido, la eliminacion del gen RORA en la linea celular monocitica
humana THP-1, provoca un aumento en la expresion de genes regulados por NF-«B, incluidos IL-1f5 e
IL-6, tanto a nivel transcripcional como traduccional (130). Entre los mecanismos que podrian estar
implicados estd el reclutamiento de HDAC3 (histona deacetilasa 3) responsable de la funcion
transrepresiva de NF-kB (115); asi como la regulacion positiva de IkBa, el principal inhibidor de la via
de sefializacion NF-«B, algo que se observado con la variante RORal (124). La relacion entre NF-kB
y el gen TNF-a ya se ha descrito (132). Los datos apuntan a que tras la secrecién de TNF-o por
macréfagos, aumenta la actividad de NF-xB y las células tumorales producen sustancias como CSF-1
y COX-2, que estimulan atn mas los procesos inflamatorios, asi como proteinas como Bcl, que inhiben
la apoptosis (133). En este sentido, por lo que respecta al gen RORA, ya hay estudios que vinculan su
expresion con el gen TNF-a, como es el que demuestra que RORa1 inhibe la secrecion de las citoquinas
IL-6, IL-8 y la expresion de COX-2 inducida por TNF-« en células primarias de musculo liso adrtico
humano (124). Hasta lo que sabemos, nuestro estudio es el primero en reportar la asociacion del gen
RORA con la expresion de TNF-a en CaP a través de la regulacion epigenética de exomiARNS

contenidos en VESs secretadas por el TAPP.
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Respecto a la regulacion epigenética del gen RORA en cancer, se ha descrito que, en gliomas humanos,
el gen RORA esta regulado negativamente por el miR-18a inhibiendo la proliferacion y tumorigénesis
del glioma a través de la via de sefializacion NF-kB mediada por TNF-o (134). En CaP, Li et al.,
implicaron el hsa-miR-1290 (descrito previamente como oncogen y que se obtuvo tras analizar un
conjunto de datos de miRNA-seq disponible publicamente de muestras de préstata de la base de datos
GEO) con la proliferacion, migracion e invasion del CaP a través de su gen diana RORA tal y como
vieron in vitro utilizando células PC-3 y en un modelo de ratén de xenoinjerto (128).

Respecto al miR-20a-5p, se le ha relacionado con diferentes procesos oncogénicos. En este sentido, en
cancer de colon, Cheng et al., descubrieron mediante programas bioinformaticos de prediccion, que el
miR-20a-5p regula el gen Smad4 (Miembro de la familia SMAD 4) promoviendo la invasion y
metastasis (135). En cancer de mama, se ha demostrado que el miR-20a-5p regula epigenéticamente al
gen RUNX3 (Factor de transcripcion familiar RUNX 3), implicado en la migracion y proliferacion
(136).

Por lo que respecta a CaP en concreto, hay pocos datos en la literatura que relacionen el control
epigenético de miR-20a-5p con el desarrollo y la progresion del tumor de préstata. Uno de ellos implica
al miR-20a-5p en la regulacién del gen CX43 (Proteina Gap Junction Alfa 1), implicado en viabilidad
celular y proliferacion segin experimentos in vitro (células MDA-PCa-2b y LNCaP) como in vivo
(modelo de xenoinjerto murino) (137). Otros autores identificaron otro gen diana de miR-20a-5p, el
ABL2 (Protooncogén 2 ABL, tirosina quinasa no receptora), implicado en invasién y migracion en

células PC-3 y DU145 a través de la regulacion de este gen (138).

En lo que se refiere al miR-106b-5p, en la bibliografia encontramos datos que demuestran también su
implicacion en diversos procesos tumorales a través de la regulacion de la expresion de varios genes.
En este sentido, Xiao et al., han implicado al miR-106b-5p, a través de la regulacion del gen CTSA
(Catepsina A), en el proceso de migracion e invasién de células de cancer colorrectal mediante
experimentos in vitro e in vivo (modelos de ratén inyectados con células tumorales) (139). En otro
estudio, los autores se centraron en demostrar el efecto del exomiR-106b-5p derivado de exosomas de
celulas de melanoma en el proceso EMT de melanocitos a través del gen EphA4 (Receptor EPH A4),
lo que lleva al establecimiento de un microambiente que apoya la metastasis tumoral (140).

En cuanto a la implicacion epigenética de miR-106b-5p en el CaP, se han publicado dos estudios. En
uno, Wing et al., han demostrado que el miR-106b-5p funciona como oncogen y regula la viabilidad y
la metéstasis del tumor al dirigirse a LARP4B (La Ribonucleoproteina 4B) en células LNCaP (141). En
el otro estudio, Dankert et al., demuestran que la pérdida del gen RBMS1 (RNA Binding Motif Single
Stranded Interacting Protein 1), como diana regulada por miR-106b-5p, influye en el crecimiento

celular, invasion y la formacidon de colonias en células LNCaP y DU145 (142).
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En definitiva, los resultados aqui presentados sugieren que existe una regulacion epigenética ejercida
por los exomiARNs 20a-5p y 106b-5p de las VEs secretadas por el TAPP, que favorece la progresion
y regulan la inflamacion potenciando la agresividad del tumor de CaP.
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o El perfil de AG del TAPP de pacientes con CaP de alto riesgo, en comparacién con aquellos de
bajo riesgo, muestra una mayor concentracion de MUFA y lisofosfatidilinositol, y una menor
concentraciéon de PUFA ®-6. Los niveles reducidos de 12,13-epoxioctadecenoico y el
monoglicérido (18:0) en el TAPP son predictores independientes de la agresividad del CaP. Las
alteraciones en la composicién de lipidos en el TAPP de pacientes con CaP de alto riesgo, se
asocian con una reduccion del metabolismo del acido linoleico, la biosintesis de AG y la B-
oxidacion de AG de cadena muy larga

e Las alteraciones en la composicién de lipidos del TAPP de pacientes con CaP de alto riesgo
estan vinculadas a un perfil de expresion alterado de genes implicados en el metabolismo
lipidico (menor expresion de los genes FASN, ACACA, PPARG, SREBPL1, LIPE y ADIPOQ) y
a una mayor inflamacion del TAPP en estos pacientes (sobreexpresion de los genes IL-6, IL-
1By TNFa)

e El contacto del TAPP y las células del CaP provoca una “delipidacion” del TAPP asociada a
una movilizacion de lipidos hacia las células de CaP, asi como una mayor inflamacién del
TAPP. Por el contrario, en las células tumorales aumenta la lipogénesis, lipdlisis, transporte,
captacion y acumulacién de AG lo que potencia su agresividad, reflejado en un aumento en la
expresion de marcadores tumorales implicados en invasion, metéstasis (TWIST1 y MMP-9),
proliferacién y migracion (ESRRA)

e EI TAPP de pacientes con CaP libera particulas con caracteristicas propias de VEs, que poseen
un tamafio pequefio-medio (30-200 nm) y son internalizadas por las células de CaP

e Enlas VEs-TAPP de pacientes con CaP, nueve exomiARNS estan sobreexpresados (exomiR-
363-3p, -126-3p, -93-5p, 17-5p, 20a-5p, 106b-5p, 106a-5p, 18b-5p y -18a-5p), y cuatro
exomiARNs disminuidos (exomiR-488-5p, -2113, -1227-3p y -92b-5p) en comparacién con
los exomiARNSs de las VES-TAPV

e La prediccién de interacciones exomiRNA-gen in silico, identificé al gen RORA como diana
comun de los 9 exomiARNSs sobreexpresados en VEs-TAPP vs VEs-TAPV

e Laprediccion de rutas in silico en las que el gen RORA esta involucrado, revel6 su implicacion
en la activacion de la expresion de genes nucleares (SREBP1), mitocondriales (CPT1) y genes
relacionados con el ritmo circadiano (BMAL1, CLOCK y NPASP2)

e Los métodos de andlisis de interaccion proteina-proteina revelan que la red de proteinas con
que interacciona la proteina RORA, esté asociada con procesos tumorales tales como la hipoxia,
la angiogénesis, la metastasis, el crecimiento celular, la inflamacién y la apoptosis

o La expresion del gen RORA est4 disminuida en tumores humanos de CaP, mientras que los
exomiR-20a-5p, -106b-5p y -93-5p de VEs-TAPP estan sobreexpresados. Esto también ocurre

en la linea celular de CaP 22Rv1
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o El exomiR-20a-5p regula epigenéticamente al gen RORA vy por lo tanto, indirectamente, la
inflamacion y proliferacion en células de CaP 22Rv1

Conclusion general:

El TAPP interactta con el tumor de préstata a nivel metabolico, provocando cambios en el metabolismo
lipidico de las células del CaP que afectan a procesos tumorales y a nivel epigenético a través de
miARNSs liberados en VEs que controlan la inflamacion y la proliferacion del tumor.
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