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RESUMEN

El cancer de prostata (PCa) es el segundo cancer mas frecuente y la quinta causa
de muerte por cancer en varones en todo el mundo. El PCa primario es heterogéneo,
mientras que el PCa metastasico presenta menos variabilidad intra-paciente. Los
tumores contienen una compleja mezcla células no cancerosas y componentes de la
matriz que se denominan colectivamente estroma tumoral. Esto es particularmente
relevante en el PCa en el cual el compartimento estromal ha sido en gran medida poco
explorado. Los nuevos estudios han documentado la importancia de estas células no
cancerosas en la evolucién tumoral y como una nueva oportunidad para la orientacion
terapéutica. Centrandonos en la angiogénesis, las células endoteliales son el principal
tipo celular que forma la vasculatura (arterias, venas y capilares). Los vasos necesitan
el apoyo de otras células como los pericitos, que son células murales que rodean los
microvasos y mantienen la cohesion entre las células endoteliales y la membrana basal.
Una baja cobertura de pericitos en los vasos tumorales se asocia a una mayor
metastasis en modelos de ratéon de cancer de mama y a mayores tasas de mortalidad
en pacientes. Ademas, en algunas patologias fibroticas se describe un cambio de
fenotipo de los pericitos. Esta tesis se centra en el estudio de cuatro cuestiones clave
que siguen siendo enigmaticas en este contexto: caracterizar los pericitos en préstata,
identificar el mecanismo patologico que modifica el perfil molecular de los pericitos en
condiciones tumorales, estudiar las disfuncionalidades vasculares y modelizar un

estudio de rescate.






ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is the second most common cancer and the fifth cause of
death by cancer in males worldwide. Primary PCa is heterogeneous whereas metastatic
PCa exhibits less intra-patient variability, with distant metastases. Tumours contain a
complex mixture of noncancerous cells types and matrix components that are collectively
referred to as the tumour stroma. This is particularly relevant, in that specific in PCa
neoplasia in which the stromal compartment has been largely underexplored. Emerging
studies have documented the relevance of these noncancerous cells in tumour evolution
and as a new opportunity for therapeutic targeting. Focusing on angiogenesis,
endothelial cells are the main cell type forming the vasculature (arteries, veins and
capillaries). Vessels need the support of other cells as pericytes, which are mural cells
surrounding microvessels and embedded within the basement membrane. Low pericyte
coverage in tumour vessels is associated with enhanced metastasis in mouse models of
breast cancer and with higher mortality rates in patients. Moreover, in some fibrotic
pathologies, a pericytes’ change of phenotype is described. This thesis focuses on the
study of four key questions that remain enigmatic in this context: characterize pericytes
in prostate, identify the pathological mechanism that modify pericyte molecular profile in

tumour conditions, study vascular dysfunctionalities and model a rescue study.
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1. Cancer

El cancer es una enfermedad que afecta a toda la poblacién mundial (1). En 2018
se realizé la ultima estimacion sobre mortalidad, siendo el cancer la segunda causa de
muerte , después de las enfermedades cardiovasculares. Los riesgos que incrementan
las posibilidades de desarrollar cancer incluyen factores incontrolables como la edad, la
historia familiar o la inestabilidad genética; y controlables como el tabaco, la mala
alimentacion o la vida sedentaria (2). La carcinogénesis es un proceso multifactorial que
incluye mutaciones secuenciales y/o epigenéticas, pérdida de control en la proliferaciéon
celular y desregulacion homeostatica (1,3). Estos factores hacen que el cancer tenga un

espectro de malignidad y agresividad muy amplio (1).

A nivel genético, se puede caracterizar el cancer segun si el dafio se encuentra en
oncogenes o en genes supresores de tumor (1,3,4). En condiciones normales, los tejidos
tienen proto-oncogenes, los cuales regulan procesos biologicos fundamentales como
diferenciacion celular y proliferacion. Estos proto-oncogenes pueden ser factores de
crecimiento, factores de transcripcion o transductores de sefales celulares. Cuando un
proto-oncogén se activa se transforma en oncogén (5). El término oncogén fue descrito
por George Todaro y Robert Huebner en 1969 y hace referencia a cualquier gen que
tenga el potencial de provocar el crecimiento celular descontrolado/anarquico (1).
Actualmente, hay entre 50 y 60 oncogenes reconocidos (5). Los oncogenes pueden
verse activados por mutaciones puntuales (por ejemplo, K-ras), por amplificaciones
(p.e., Myc) e inserciones virales de promotores (1,4,5). Por otro lado, los genes
supresores de tumor son los que controlan el crecimiento y la diferenciacion celular,
ademas de bloquear el desarrollo del cancer, en condiciones normales. Como son
protectores de neoplasias, su alteracioén es un factor favorecedor de la carcinogénesis
(5). Este defecto funcional se puede dar por una mutacién silenciadora del gen, por
pérdida del gen, por pérdida de heterocigosis o por hipermetilacion de un promotor
(1,4,5).

Debido a la complejidad de esta enfermedad, en el 2000 Douglas Hanahan y Robert
A. Weinberg describieron seis habilidades funcionales que adquieren las células
normales y que son cruciales para transformarse en tumorales. Estas habilidades se
nombraron como las sefas de identidad del cancer (6). En las dos ultimas décadas, el
estudio y el conocimiento sobre esta enfermedad ha avanzado mucho y, con ello, el

numero de sefas de identidad se ha incrementado a catorce (Figure 1 1) (7).
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Figure | 1. Seiias de identidad del cancer

Disefio basado en Hanahan D., 2022

La carcinogénesis tiene su culmen en la colonizacién de otros 6rganos, a este
proceso se le llama metastasis y fue descrita por primera vez en el 1580 (1,3,8). Mientras
que los tumores primarios detectados pueden tratarse con cirugia y radiacion local,
incrementando las posibilidades de supervivencia, la metastasis es el principal motivo
de mortalidad en pacientes debido al avanzado estadio de la enfermedad y a los
reducidos métodos de tratamiento que existen (1,8,9). Los érganos mas comunes donde

el cancer puede metastatizar son huesos, cerebro, higado, nédulos linfaticos y pulmones
(1).

Existen diversas causas que potencian este estadio final en la enfermedad, pero dos
de las mas influyentes son: la transicion epitelio-mesénquima (TEM) (1) y el
microambiente tumoral o células estromales (1,10). Ambas potencian la carcinogénesis,

el crecimiento tumoral, la invasién, la colonizacion y la metastasis.

La TEM otorga caracteristicas mesenquimales a las células epiteliales tales como
habilidades invasivas o resistencia a la senescencia y a la apoptosis. Esta transicion
permite el desprendimiento y la pérdida de polaridad de las células epiteliales, las cuales
migran del tumor primario a los vasos linfaticos y vasculares para invadir otros 6rganos

(1,8). La intravasacion y la extravasacion suceden debido al dafio en las membranas
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basales y las células endoteliales de los vasos sanguineos, los cuales son componentes
del microambiente tumoral o estroma (8,9). Una vez las células tumorales colonizan
otros organos, estas pueden quedarse inactivas creando un nicho pre-metastatico o
pueden proliferar en el nicho dando lugar a la metéastasis (Figure 1 2) (1,8-10).
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Figure | 2. Proceso de invasion y metastasis tumoral

1.1. Cancer de prostata

1.1.1. Incidencia y etiologia

El cancer de prostata (PCa) se encuentra en segunda posicion en cuanto a numero
de casos, pero en quinta en cuanto a mortalidad, segun la ultima estimacién mundial en
2018. Esta diferencia entre incidencia y mortalidad se debe a la temprana deteccion de
muchos casos en estadios iniciales, los cuales son tratados con prostatectomia y/o
radioterapia (2,11) (Figural 3). En el 90% de los casos la metastasis es el motivo de la
mortalidad (12).
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A
All sites 8,818,700
Lung, bronchus & trachea 1,368,500
Prostate 1,276,100
Colon, rectum & anus 1,026,200
Stomach 683,800
Liver 596,600
Urinary bladder 424100
Esophagus 399,700
Non-Hodgkin lymphoma 284,700
Kidney 254,500
Leukemia 249,500
B

All sites 5,347,300
Lung, bronchus & trachea 1,184,900
Liver 548,400
Stomach 513,600
Colon, rectum & anus 484,200
Prostate 359,000
Esophagus 357,200
ki 226,900 e ~
Leukemia 179,500 F)
Urinary bladder 148,300

Non-Hodgkin lymphoma 146,000

Figure | 3. Incidencia y mortalidad del cancer de préstata en 2018
(A) Numero de casos estimados y distribucion geografica sobre la incidencia del PCa. (B) Numero de

casos estimados y distribucién geografica sobre la mortalidad del PCa. Disefio basado en Global
Cancer — Facts&Figures 4th Edition (Kristina SA et al., 2018) y Rebello RJ et al., 2021.

1.1.2. Factores de riesgo

Los factores de riesgo descritos para el PCa son la edad, una historia familiar con
predisposicion a la enfermedad, el balance endégeno hormonal del individuo y diversos
factores ambientales (2,13). En casos de PCa avanzados, el tabaco y la obesidad son

factores de riesgo muy influyentes (12).

Un 10% de los casos se deben a casos familiares previos de PCa. Se sabe que hay
también una asociacion de alto riesgo en familias con casos de cancer de mama previos.

Los casos hereditarios suelen ser mas agresivos que los demas (13).

Entre los factores ambientales mas perjudiciales se encuentran la ingesta de grasas,
las carnes rojas, la vitamina D y la exposicion al cadmio, entre otros. Por otro lado,
factores alimenticios antioxidantes (como los tomates y licopenos), pescados y

productos ricos en fibras pueden ejercer un efecto protector (12,13).

1.1.3. Deteccion y sintomatologia
La deteccion inicial se suele hacer con el test de prostate-specific antigen (PSA),
una glicoproteina producida y secretad exclusivamente por la préstata (12,13). Los

niveles de PSA varian segun el estadio de la enfermedad: 0-2,5 ng/ml en individuos
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sanos, por encima de 2,5 ng/ml es un indicativo de biopsia. El incremento de expresion
de PSA va relacionado con la progresion de la enfermedad, aunque hay que tener en
cuenta que una inflamacion benigna, una hiperplasia o una prostatitis también dan
niveles altos de PSA (12). Esta técnica de deteccion ha permitido incrementar el nimero

de casos de bajo riesgo diagnosticados (14).

Los sintomas varian segun el estadio. En estados iniciales no hay sintomas
detectables; cuando la enfermedad avanza se debilita o se interrumpe el flujo de orina,
se incrementa la frecuencia de orinar, se orina sangre y hay dolor. Cuando el cancer de
prostata estda en estadios avanzados, se inicia la metastasis hacia los huesos,

iniciandose en los mas cercanos a la zona genital (2).

1.1.4. Anatomia de la prostata y origen neoplasico

La prostata es un érgano glandular localizado bajo la vejiga, delante del recto y
rodeando la uretra (15). La funcion de la préstata consiste en la generacion de fluido
seminal en el proceso de reproduccion (15). Una prostata normal y joven pesa en torno
a 15-20 gramos (15,16) y mide 3x4x2 cm (16). La prostata esta recubierta de una
capsula, de aproximadamente 0,5-1 mm, formada por colageno, elastina y musculo liso
(16,17).

La prostata humana es una Unica glandula dividida en tres grandes zonas: periférica,
transicional y central (15,16) (Figura | 4). Es importante entender la anatomia de la
préstata y sus zonas porque el proceso de carcinogénesis no actia de manera
homogénea en las diferentes zonas. En el tejido pueden convivir glandulas normales o
hiperplasicas, neoplasia intraepitelial prostatica y adenocarcinoma bien diferenciado
(13,18).

1.1.4.1. Zona periférica

La zona periférica corresponde a un 70% del tejido prostatico (15,19). El origen de
esta zona procede del mesodermo (16). Las glandulas del area periférica son pequenas
y esféricas formadas por epitelio liso (17). La mayoria de tumores prostaticos
(adenocarcinomas) se originan en esta zona (15,16,18), aproximadamente un 60-70%
(16,17).

1.1.4.2. Zona transicional
La zona transicional se localiza entorno a la uretra, que atraviesa la prostata por el

eje central (15,16). Se cree que el origen de esta area es endodérmico (16). Las
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glandulas de la zona transicional son estructuralmente idénticas a las de la periférica,

pero hay menor nimero (17).

En hombres jévenes, la zona transicional constituye un 5% del tejido. En cambio, en
hombres mayores esta area es el origen de la mayoria de hiperplasias benignas debido
a su engrosamiento por la edad (15,16). Esto sucede especialmente en la zona
transicional incluida en la zona del esfinter prostatico (17). Las hiperplasias pueden dar
lugar a tumores clinica y biolégicamente distintos a los localizados en la zona periférica

(15,16). El 20-40% de los canceres de prostata tienen este origen (16,17).

1.1.4.3. Zona central

La zona central tiene forma cdnica, su inicio se localiza en la base de la vejiga y va
envolviendo los conductos eyaculadores (15,16). Esta zona corresponde al 25% del
tejido prostatico (19). Se cree que el origen de esta area es el conducto de Wolf
(16,17,20), que también da origen a las vesiculas seminales y al conducto distal
deferente (20). Las glandulas de esta zona son grandes formadas por epitelio de tipo

papilar (17).

Normalmente, esta zona no es origen de ninguna enfermedad primaria, aunque

puede verse afectada como localizacion secundaria en condiciones cancerosas (15).
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Figura | 4. Anatomia de prostata humana en vista sagital

Diseno basado en Ilttmann M., 2018
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El epitelio de la préstata esta formado por tres tipos celulares: luminal, basal y
neuroendocrino. Las células luminales contribuyen a la formacion del liquido seminal
mediante la secrecion de una amplia variedad de productos secretados al lumen (15,19).
Entre ellos se encuentra el (PSA) (15,16). Las células basales se encuentran unidas a
la membrana basal y la cantidad de células puede variar entre las glandulas de una
misma prostata. Las células neuroendocrinas no se pueden identificar en observaciones
histolégicas generales (H&E), si no que se hace mediante marcadores como la
cromogranina o la sinaptofisina (15). Se cree que la mayoria de neoplasias proceden de

células luminales (13,18).

El estroma prostatico es fibromuscular con abundante mezcla de células de musculo
liso, fibroblastos, vasos sanguineos y nervios. Las fibras de musculo esquelético se
encuentran mayoritariamente fuera de la préstata, en la capsula (15). La zona central
tiene la mayor densidad estromal debido a las bandas de musculo liso que rodean las
glandulas, seguida de la zona transicional y, por ultimo, de la periférica (17). Aunque la
proporcion estroma-epitelio es menor en la zona central que en las otras dos (17,19),
las diferencias estromales entre zonas se pierden en condiciones patolégicas o en

préstatas sanas engrosadas por la edad (12,19).

1.1.5. Progresion tumoral

El estadio tumoral en el PCa se mide mediante el valor de Gleason, método
propuesto en 1966, los niveles de PSA vy el estadio clinico (13,21,22). El valor de
Gleason consta de 2 valores numéricos que hacen referencia al grado de las dos
lesiones mas neoplasicas (p.ej. 3+4) (13) y se decide valorando la histologia,
concretamente la diferenciacion glandular y el patron del estroma (23). Existen 5 grados
histologicos y el valor de Gleason se obtiene sumando los dos valores numéricos
(Figura |1 5). A mayor Gleason, mayor gravedad de carcinoma (13,23). La mayor
diferencia en cuanto a agresividad se encuentra entre los grados 3 y 4, ya que es el
momento en el que aparecen glandulas cribiformes (glandulas con perforaciones) (22).
Ademas, cuando el tumor esta localizado en la glandula se nombra como estadios T1-

T2, mientras que si ha escapado de la glandula se nombra estadio T3 (12).
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Figura | 5. Grados histoldgicos del valor de Gleason

Disefo modificado de Sathianathen NJ et al., 2023.

Los tumores de prostata suelen metastatizar en los huesos (1,24), siendo la columna
vertebral, la pelvis y las costillas los lugares mas frecuentes. Mayoritariamente se dan
lesiones osteoblasticas. Es decir, hay una nueva formacion de tejido. El microambiente
del hueso se comunica con las células tumorales otorgando a estas propiedades éseas.

Se detecta metastasis de huesos en un 10% de los diagndsticos iniciales (12,24).

Cuando se producen estadios mas avanzados aparece metastasis en los nédulos
linfaticos. Al llegar a este nivel, el prondstico empeora y las posibilidades terapéuticas
son limitadas, siendo las mejores opciones la reseccién de los nodulos pélvicos, la
radioterapia y la terapia por privacién de andrégenos (TPA). La supervivencia libre de
enfermedad es dependiente del numero y el estadio de metastasis en nédulos linfaticos
(24). Si el cancer sigue creciendo a pesar del tratamiento hormonal (TPA u otros), se
denomina cancer de prostata resistente a castraciéon (CRPC). Una proporciéon de estos
CRPC sufre variaciones histoldgicas que dan lugar a un PCa neuroendocrino. Tanto el
CRPC como el neuroendocrino son PCa extremadamente agresivos que pueden llegar

a provocar metastasis en érganos viscerales (24).
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1.1.6. Tratamiento y supervivencia

En estadios T1-T2, el cancer se considera curable y cerca del 100% tiene una tasa
de supervivencia a los 5 afios. Al avanzar al estadio T3, este porcentaje cae al 29% (12).
Existen tres grandes terapias para el cancer de préstata localizado (T1-T2):
prostatectomia radical, radioterapia y tratamiento de sintomas sin invasion (13,25).
Realizando una prostatectomia radical, un 20-30% de los pacientes recaeran y
progresaran a estadios mas avanzados, de los cuales entre 70-80% sufrirdn metastasis
Osea tras 5 anos (24,26). La prostatectomia se puede hacer con o sin radioterapia u

otras terapias adyuvantes (21).

En estadios avanzados donde la metastasis 6sea afecta el esqueleto axial (craneo,
esqueleto laringeo, columna vertebral y térax), el tratamiento paliativo es el prioritario
(24). Aun asi, en los casos metastaticos, la TPA sigue siendo el tratamiento mas usado.
La TPA consigue reducir los sintomas y el crecimiento tumoral pero la recurrencia es
casi segura en casos con resistencia a la castracion (12,24,25). La prostatectomia
radical con diseccidon de nédulos linfaticos en estadios avanzados reduce el riesgo de
muerte (25) y se usa junto con castracion quimica como tratamientos adyuvantes a la
TPA (27).

La TPA incrementa la reabsorcion 6sea reduciendo la densidad mineral e
incrementando el riesgo de fractura. Por ello se combina la TPA con bisfosfonatos que
ayudan a la prevencion de la pérdida dsea, aunque no tienen una efectividad total en
cuanto a la fractura. La heterogeneidad de expresion de receptores andrégenos (AR) en

células tumorales obliga al co-tratamiento con terapias de AR directas e indirectas (24).

El tiempo de supervivencia depende de diversos factores como el estadio de la

enfermedad, la edad, el valor de Gleason y la distribucion de la metastasis (24).

2. Células estromales

Las células estromales en condiciones tumorales incluyen células del sistema
inmunitario, vasos linfaticos, nervios, fibroblastos asociados al cancer (CAFs) y vasos
sanguineos, los cuales estan formados por células endoteliales y células murales (1)
(Figura 1 6).
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Células del sistema Fibroblastos Vasos
inmune asociados a céncer linfaticos

Células Células
Pericito tumorales vasculares de
7 musculo liso
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endotelial

Vaso sanguineo pequefio Vaso sanguineo grande

Nervios

Figura | 6. Células estromales que forman el microambiente tumoral

2.1. Sistema inmune

El sistema inmune tiene como funcidén reconocer, rechazar y erradicar patégenos y
otras moléculas extrafas, ya sean exdgenas o endogenas (28,29). Los érganos y tejidos
que componen el sistema inmune son los glébulos blancos y el sistema linfatico que
incluye el timo, el bazo, las anginas, los nddulos y vasos linfaticos y la médula ésea (29).
La inmunidad se rige por dos respuestas distintas: la innata y la adaptativa. La respuesta
innata es rapida, pero puede provocar inespecificidades ya que es independiente de
antigenos; la adaptativa se desarrolla en dias 0 semanas, pero es mas precisa. Ademas,
la respuesta adaptativa crea memoria lo que permite una respuesta mas rapida y

vigorosa cuando un patégeno vuelve a ser detectado (28,29).

Cuando el sistema inmune falla se producen problemas como autoinmunidad,
alergias, infecciones o tumores, entre otras patologias (28). La deteccion de células
tumorales es posible debido a que su bioquimica, su comportamiento bioldgico y su
estructura antigénica es diferente a las células no tumorales. El sistema inmunitario
detecta y elimina periédicamente células pretumorales hasta que estas desarrollan
mecanismos de evasion que permiten la supresion de la inmunidad provocando el
crecimiento y, posiblemente, la metastasis de las células tumorales. Este proceso se
llama inmunoedicion (29). La presencia tumoral provoca infiltracion de células inmunes,
entre ellas los macréfagos asociados al tumor (TAM). Los TAM actian como supresores

tumorales eliminando células cancerosas y como potenciadores de progresién tumoral
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mediante la produccién de factores de crecimiento angiogénicos y linfangiogénicos,

citoquinas y proteasas (30).

En la prostata predomina la inmunidad innata permitiendo condiciones prolongadas
o crénicas de procesos hiperplasicos y neoplasicos. La inflamacion cronica en un
contexto de hiperplasia benigna prostatica da lugar a un mayor engrosamiento de la
préstata y a un peor prondstico en sintomatologia, lo que producira mayor probabilidad

de derivar en cancer (31).

2.2 Vasos linfaticos

La vasculatura linfatica forma una compleja red de vasos especializados en retornar
fluido intersticial a la circulacién sanguinea y mantener la homeostasis de fluidos en los
tejidos (32). Los vasos linfaticos iniciales se caracterizan por mediar la absorcion de
fluidos y el trafico celular (32,33) mediante las uniones intercelulares discontinuas de las
células endoteliales, los bajos niveles de matriz extracelular y la falta de células murales
(32). La linfa se transporta desde los vasos linfaticos iniciales hasta vasos linfaticos
colectores pasando por nodulos linfaticos, los cuales presentan la linfa al sistema

inmune para su control (32,33).

En un contexto tumoral y, mas concretamente, metastatico, los vasos linfaticos
proporcionan a las células tumorales una ruta para invadir otros érganos (33,34). Este
proceso es muy comun en tumores solidos. Aunque existen vasos linfaticos
intratumorales, estos no son funcionales debido a que estan sometidos a altas
presiones. Son los vasos linfaticos peritumorales los que favorecen la diseminacion (33),
los cuales incrementan el numero y tamafio favoreciendo la intravasacion de células
tumorales se (34). La formacion de nichos pre-metastaticos en los nddulos linfaticos
puede seleccionar células tumorales con mayor potencial de metastasis. Ademas, la
afectacién de los nédulos es un indicador de mal pronéstico. Existen diferentes factores
de crecimiento que potencian la linfangiogénesis y la metéastasis, entre ellos se
encuentran Vascular endothelium growth factor (VEGF), Platelet-derived growth factor
(PDGF)-B o IGF-1 (33,34). Se sabe que existe expresion de VEGF-C o VEGF-D en el
tumor primario y en la metastasis de nédulos linfaticos en el cancer de préstata, entre

otros, y que correlaciona con un peor pronostico (34-36).

2.3. Nervios
El sistema nervioso periférico es un circuito neuronal que conecta los érganos y las

diferentes partes del cuerpo con el sistema nervioso central y el cerebro. Los 6rganos
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internos estan inervados principalmente por nervios simpaticos y parasimpaticos,
ayudando a orquestar la homeostasis de los tejidos (37). Estos mismos sistemas
nerviosos son los que interaccionan con el tumor y las células estromales, promoviendo
la iniciacién y la progresion de una gran variedad de tumores (38). En algunos canceres
como la prostata o el pancreas, se ha descrito que el incremento de densidad nerviosa
va correlacionado con la agresividad del tumor (37-39). Ademas, también es un
indicador de riesgo de recurrencia en dichos érganos (39). En estadios iniciales, el tumor
activa vias de sefalizacion que promueven el crecimiento y mantenimiento del sistema
nervioso (axonogénesis) (38,39). La inervacion tumoral puede facilitar la metastasis

extendiéndose por el sistema nervioso central creando nichos pre-metastaticos (39).

24. Fibroblastos y fibroblastos asociados a cancer

Los fibroblastos son células mesenquimales, también descritas comunmente como
células mesenquimales no-epiteliales, no-hematopoyéticas y no-endoteliales (40). Los
fibroblastos sintetizan e integran proteinas estructurales como el colageno o la elastina
en la matriz extracelular (ECM) en muchos de los tejidos del cuerpo componiendo el
estroma (40—42). Cambios en la composicién de la ECM pueden estimular la
fibrogénesis (41,42). Los fibroblastos se encuentran en estado quiescente hasta que se
produce un dafio en el tejido que solventan activando un fenotipo mas contractil lamado
miofibroblastos (41,43). Los miofibroblastos son células mesenquimales con
caracteristicas estructurales y de marcaje de fibroblastos y de células musculares lisas.
Este fenotipo también esta presente en situaciones patolégicas como fibrosis o tumores
(41,43).

La heterogeneidad de los fibroblastos depende del estado de desarrollo, del origen
del tejido o del microambiente del tejido (41-43). Dependiendo del sitio anatdomico en el
que se encuentren, los fibroblastos difieren en su origen derivando del mesodermo
paraxial o del mesodermo de la placa lateral, a excepcion de los fibroblastos
craneofaciales que proceden de la cresta neural mesenquimal (42,43). Ademas, la
identidad de los fibroblastos también se puede determinar por mecanismos intrinsecos
como procesos epigenéticos, y/o extrinsecos como la sefalizacion entre células o los
elementos de la ECM (42). Debido a esta heterogeneidad, se sabe que no hay
marcadores especificos para todos los tipos de fibroblastos, aunque es comun usar
PDGFRa. o COL1A2 como marcadores universales (40—42). En muchos casos se
identifican por la ausencia de marcadores endoteliales (CD31), epiteliales (EPCAM) o

hematopoyéticos (CD45) (44). Los fibroblastos juegan diferentes roles en procesos
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como la cicatrizacion de heridas, la fibrosis, el envejecimiento de tejido o el proceso
tumoral (42,43).

En condiciones tumorales, los fibroblastos locales o residentes del tejido afectado
dan lugar mayoritariamente a los fibroblastos asociados a cancer o CAFs (aunque se
cree que pueden tener otros origenes como los pericitos, macréfagos, endoteliales,
adipocitos o células madre mesenquimales) (41,44—46). Se pueden localizar dentro o
adyacentes al tumor (46). Este cambio fenotipico a CAFs puede ser inducido por las
células tumorales creando CAFs altamente proliferativos que tienen un rol importante
tanto en la progresion como en la invasion tumoral (41,44,46). También puede deberse
a cambios en la ECM, a estrés fisiolégico y genémico o por diferentes vias de
sefializacion, entre otros motivos (Figura | 7) (47). Una de las vias de sefalizacion mas
influyentes en este cambio fenotipico es TGF-1 (41,43,44), que promueve la actividad
de los factores de transcripcion SMAD (Mothers against decapentaplegic) y SRF (47).
Aunque también se ven afectados por WNT, PDGF y citoquinas inflamatorias como
TNF-a, IL-1 o IL-6 (43). Para ayudar al tumor, los CAFs promueven funciones como la
angiogénesis produciendo VEGFA, el desarrollo fibrético de la matriz, modulando la
infiltracién inmunitaria, respondiendo a terapias o mediando en la metastasis (44,46,47).
Aun sabiendo que promueven el crecimiento del tumor, hay estudios que sugieren un
rol anti-tumoral inicial (46). Este grupo celular esta muy bien descrito en algunos tumores
como el adenocarcinoma pancreatico o el cancer de mama (44—46), donde se sabe que
el estroma tumoral tiene una gran afectacion desmoplastica provocando abundante
tejido conectivo o fibrético (46). También estan bien definidos en melanoma, plumon,
glioblastoma y en tumores de cabeza y cuello (44). FAP, aSMA, DCN o PDPN son
algunos de los marcadores expresados por subpoblaciones de CAFs en diversos tipos
de cancer (44,46).
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Figure | 7. Mecanismos que producen la activacion de fibroblastos asociados al cancer (CAFs)

Disefo basado en Sahai E et al., 2020.

Los CAFs en el cancer de préstata no estan tan bien descritos como en otros
tumores, pero se sabe que la comunicacién bidireccional entre CAFs y tumor tiene una
importante repercusion en la progresion del cancer. Los fibroblastos normales
mantienen la homeostasis en la préstata (48,49). Se sabe que, al menos en modelos
murinos, la expresion de AR es fundamental para mantener dicha homeostasis. En el
estadio inicial de hiperplasia benigna, ya se encuentra un estroma reactivo similar al de
la cicatrizacion (49). El origen de los CAFs en el PCa es mayoritariamente mediante

activacion de fibroblastos residentes, aunque se podrian dar otros origenes (49). Los

CAFs son una de las poblaciones estromales mas abundantes. En situacion tumoral,

aunque no hay marcadores universales de CAFs (50), esta descrita la pérdida de

marcadores relacionados con las células musculares lisas (desmina, aSMA, calponina)

y el incremento de genes asociados a CAFs (vimentina, PDGFRa/p, TGF-$1/2, FSP1,

CD90, CXCL12) (49,51,52). La pérdida de células que expresan aSMA en el estroma
reactivo se vio apoyado por un estudio en muestras humanas de tumores prostaticos
(53). La supervivencia de los miofibroblastos/CAFs se debe a la secrecion de TGF-f por

parte de las células epiteliales, la cual provoca que los miofibroblastos secreten también

TGF-B creando una retroalimentacién positiva (49).
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2.5. Vasos sanguineos

Existen dos procesos de formacién de vasos sanguineos: la vasculogénesis, que es
el desarrollo de nuevos vasos a partir de células precursoras (angioblastos) en la
embriogénesis, y la angiogénesis, (0 neovascularizacion) que es la formacion de vasos
a partir de otros preexistentes (54-56). La maduracion de la red vascular permite que

los capilares se fusionen creando vasos mas grandes (arterias y venas) (56).

El sistema vascular es fundamental para el desarrollo y la supervivencia. La
estabilidad de los vasos sanguineos para poder realizar estas funciones la permiten las

células endoteliales y murales que los conforman (57).

2.5.1. Angiogénesis

El proceso de angiogénesis se puede llevar a cabo por cuatro mecanismos:
brotacién de angiogénesis, intususcepcién (division de un vaso principal en varios mas
pequefios), ensanchamiento vascular y, la mas comun, incorporacion de células
endoteliales precursoras en las paredes de los vasos (55,58). Ante una estimulacion
angiogénica, las células endoteliales migran lejos del vaso existente siguiendo dicho
estimulo e inician en ese punto el nuevo vaso sanguineo (54). La via de sefalizacion

mejor caracterizada en el desarrollo de la angiogénesis es la VEGF-A (55,56).

2.5.1.1. Angiogénesis tumoral

Los vasos sanguineos tienen una gran importancia en la carcinogénesis y
metastasis (9,55). Esta relacion entre el tumor y los vasos sanguineos se conoce desde
el 1968 cuando se descubrieron una gran cantidad de factores pro-angiogénicos (10).
En condiciones tumorales, las células endoteliales son irregulares y estan
desorganizadas y las células murales pierden adhesion con las endoteliales provocando
la disfuncionalidad vascular (58). Estos cambios celulares de la vasculatura provocan
que los vasos sanguineos tumorales estén dilatados y sean irregulares, tortuosos y
desorganizados (9,58,59). El sistema vascular tumoral es inmaduro y tiene menos
células murales, lo que va asociado a una mayor permeabilidad, un incremento en

hipoxia y en diseminacién tumoral (59).

Los vasos sanguineos permiten la oxigenacion y nutricion del tumor, pero, a la vez,
pueden ayudar a mejorar la respuesta de la radiacibn como tratamiento y a la
distribucion de la quimioterapia (9). Cuando el tumor crece mas de unos milimetros, se
dan condiciones de hipoxia (55,56,60) que provocan que las ceélulas tumorales

produzcan factores angiogénicos para estimular la formacion de nuevos vasos
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sanguineos que crecen invadiendo el tejido hacia el tumor (5,9,10). El proceso de
hipoxia provoca la activacion de HIF que, a su vez, induce la expresion de factores pro-
angiogénicos como VEGF-A (55,56). De igual manera, el tumor también controla la
vasculatura existente. Por tanto, acaba produciéndose una mezcla entre vasos
existentes y nuevos (9). Existen muchos estudios que relacionan los niveles de factores

angiogénicos con la agresividad tumoral (10).

Durante las ultimas décadas, se han estudiados diferentes opciones terapéuticas
para limitar el crecimiento vascular o normalizar los vasos sanguineos existentes (61).
La mayoria de las estrategias se centran en las células endoteliales ya que son el
elemento central en la formacion de vasos sanguineos. Mas recientemente, se ha
identificado la importancia de las células murales, en particular los pericitos, en la
formacion y mantenimiento de los vasos orquestando el comportamiento de las células
endoteliales (62,63).

En el cancer de préstata, como en la mayoria de tumores sélidos, la angiogénesis
es fundamental para el crecimiento y la progresion tumoral. Como se ha descrito
anteriormente, VEGF-A es el mejor pro-angiogénico estudiado asociado a crecimiento
tumoral, incluyendo en cancer de préstata. La densidad microvascular es uno de los
marcadores angiogénicos mejor establecidos, el cual correlaciona con el crecimiento

tumoral, el valor de Gleason y la metastasis en el PCa (60,64).

2.5.2. Composicion celular de los vasos sanguineos

Los vasos sanguineos estan compuestos por células endoteliales y murales.
Clasicamente, las células murales se dividen en células vasculares de musculo liso
(VSMC) y pericitos. Los vasos sanguineos pequefios estan recubiertos por una
monocapa discontinua de pericitos (62,65,66), mientras que los vasos grandes tienen
diversas capas de vSMC (56). El mantenimiento de la cohesion entre células
endoteliales y murales, entre ellas y con la membrana basal, es fundamental para evitar

la excesiva permeabilidad y la filtracién vascular (59).

2.5.21. Células endoteliales

Las células endoteliales forman una monocapa que reviste el lumen del vaso
sanguineo (54). Las células se mantienen quiescentes hasta que reciben estimulos pro-
angiogénicos que las activen (56). El balance entre factores pro y anti-angiogénicos es
el que mantiene el buen funcionamiento de las células endoteliales y, por consiguiente,

del vaso sanguineo (50).
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El microambiente tumoral provoca el incremento de dichos factores pro-
angiogénicos influenciando el fenotipo de las células endoteliales (50). Esto incluye
alteraciones en las interacciones entre células endoteliales y pericitos que daran lugar

a un sistema vascular defectuoso y aberrante (57).

2.5.2.2. Células murales

La diferenciacion poblacional entre vSMC vy pericitos por expresion de marcadores
es muy compleja. Esta dificultad se debe a que ambas células comparten células
progenitoras (67) y a las diferencias de expresion de genes que hay entre érganos y

dentro del mismo 6rgano (68).

Las vSMC se colocan en capas concéntricas en la mayoria de arterias y venas
(67,69,70), mientras que los pericitos se encuentran en vasos pequenos (arteriolas,
vénulas y capilares) cubriéndolos parcialmente (67,70). El grado de cobertura de los

pericitos sobre el endotelio varia dependiendo del tejido (70).

Las células murales tienen una importante funcién manteniendo la cohesién entre
células endoteliales y membrana basal, controlando del diametro y la presion vascular
ya que tienen propiedades contractiles y limitando la hiperpermeabilizacion y la filtracion

vascular (59).

2.5.2.2.1. Células vasculares de musculo liso

Las vSMC son células localizadas entorno a los vasos sanguineos que tienen
propiedades contractiles. Sus funciones basicas son el mantenimiento de la estructura
del vaso (67), la contraccion y regulacion del diametro de los vasos sanguineos, la
presién sanguinea y la distribucién del flujo de sangre (67,71,72). Cuando se encuentran
diferenciadas tienen muy bajo ratio de proliferacién y expresan, unicamente, proteinas
contractiles, canales de iones y moléculas necesarias para realizar su funcion contractil
(71,72).

La diferenciacién de ambos fenotipos (vSMC diferenciadas/contractiles y vSMC no-
contractiles) es complicada puesto que no se distinguen genes especificos y exclusivos
de los fenotipos. Las vSMC contractiles expresan proteinas relacionadas con la
contractiidad como oSMA, SM-MHC, h1-calponin, SM22a, ACLP, desmina, h-
caldesmon, meta-vinculina, telokina o smoothelina. Ademas, algunas de estas proteinas

también son expresadas por otras células no-vSMC (67,69,71,72).

En el desarrollo de las vSMC participan diferentes vias de senalizacion como PDGF-

BB y Transforming growth factor-f3 (TGF-B). Se cree que TGF-B1 es crucial tanto para



INTRODUCCION

la diferenciacion de células madres embridnicas en vSMC como diferenciacion en el

fenotipo vSMC no-contractil (67).

Las vSMC mantienen cierta plasticidad, aun estando diferenciadas, para actuar ante
afectaciones en los vasos sanguineos. En caso de dafio vascular, por patologia o vejez,
las vSMC incrementan la proliferacién, migracion y capacidad de sintesis para reparar
el vaso (67,71,72). Este fenotipo activo (vSMC no-contractil), también se observa
cuando se lleva a cabo la vasculogénesis y angiogénesis (67,71). En esta situacion, las
vSMC son importantes en produccién de componentes de la matriz extracelular como
colageno, elastina o proteoglicanos (71). Un inconveniente de la plasticidad de las vSMC
es su predisposicion a cambiar de fenotipo contribuyendo al desarrollo y/o progresion
de enfermedades vasculares, entre ellas las alteraciones vasculares que se dan en
cancer. En condiciones cancerosas, las vSMC se ven afectadas tanto morfolégica como

funcionalmente y esto, por ende, repercute en la funcionalidad del vaso sanguineo (71).

2.5.2.2.2. Pericitos

Los pericitos fueron descubiertos y descritos por primera vez en el cerebro en el
1873 por Eberth y Rouget (73), aunque no fueron nombrados como pericitos hasta el
1923 por Zimmerman (74). Los pericitos participan en el desarrollo, la maduracion y la
remodelacion de los vasos sanguineos, ademas de controlar el flujo de sangre, la
coagulacion y la permeabilidad vascular (75). Como ya se ha mencionado, los pericitos
rodean las células endoteliales pero la densidad varia segun 6rganos: el cerebro tiene
una ratio de 1:1-3:1 (endotelial:pericito), el masculo 100:1 (76), los rifiones 1:2,5-1:17,

el pulmon 1:10, el corazén 1:2-1:3 (77).

Los pericitos modulan directamente el comportamiento de las células endoteliales
en el crecimiento vascular (63,78-81). En etapas iniciales del proceso angiogénico, los
pericitos sufren reprogramaciones moleculares que provocan su diferenciacion a un
estado inmaduro que es permisivo con la progresion del ciclo celular y la migracion.
Durante este proceso de inmadurez, los pericitos permanecen en contacto con las

células endoteliales, aunque no las cubren completamente (63,82).

Desde un punto de vista molecular, no hay un marcador que sea exclusivo para la
identificacién de pericitos (83-85), aunque existen algunos que pueden ayudar a
identificarlos: PDGFRpB, NG2, CD13, aSMA, desmina, calponina (57). Las nuevas
técnicas de secuenciacion del ARN de células individuales (scRNAseq) estan ayudando
a desvelar incognitas en la identificacion de posibles candidatos para la identificacion
(83-85).
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La pérdida o disfuncionalidad de pericitos esta vinculada a enfermedades graves
como cancer, infartos o fibrosis (83—85). En condiciones tumorales, se sabe que los
vasos tienen una escasa cobertura de pericitos (86,87), esta disminucion permite un
incremento de la vasculatura tumoral, crecimiento tumoral (79,87) y desarrollo de
metastasis (59,70,88). No esta claro si la interaccion defectuosa entre pericitos y células
endoteliales en tumores se relaciona con la pérdida de los marcadores moleculares de
identidad de pericitos (89), la transdiferenciacion de pericitos a fibroblastos (90), el
reclutamiento deficiente de pericitos (87) o una combinacién de todos estos fenotipos.
También se ha visto que la reprogramacion metabdlica de los pericitos tumorales se ve
implicada en la contraccién anormal de los vasos sanguineos y demuestra un peor
pronostico (91). En glioblastomas y carcinomas renales se ha descrito una menor
densidad de pericitos (75). En tumores de pancreas y colon con sobreexpresion de
PDGFB se ha visto una reducciéon tumoral y un reclutamiento de pericitos en la

vasculatura (92) (Figura | 8).

Se ha visto que los pericitos pueden promover la creacién de nichos metastaticos al
desengancharse de los vasos e incrementar la sintesis de ECM (93). Los pericitos en
este nicho pueden encontrarse en menor cantidad y con pérdida total o parcial de
interacciones con las células endoteliales, o que produciria vasos inmaduros con alta
permeabilidad (73). Aun asi, el rol de los pericitos en los nichos metastaticos debe ser

estudiado mas en profundidad.

En situaciones metastaticas, hay estudios que muestran la falta de pericitos en la
cobertura vascular promueve la diseminacién de las células tumorales en carcinomas
colorrectales humanos y en modelos de ratén con cancer de pancreas (94,95). En un
modelo de PCa se describié que el incremento de pericitos en la cobertura vascular
reducia la frecuencia de invasion (96). En Wong et al, 2020 se ha visto que existe una
comunicacion directa entre células tumorales y pericitos que puede afectar en el tamafo
tumoral (97), también se ha visto que es esencial en la metastasis cerebral en melanoma
y carcinoma pulmonar (98). La comunicacion entre células tumorales y pericitos sigue

siendo un campo bastante desconocido que necesita mas lineas de investigacion.
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Figure | 8. Efectos de la carcinogénesis sobre los pericitos y sus funciones

3. Lavia de senalizacion TGF-3

Transforming growth factor-$ (TGF-B) es una via de sefializacién multifuncional de
citoquinas que regula procesos como el crecimiento y la diferenciacién celular, la
proliferacion, la supervivencia, la muerte celular, la apoptosis y la respuesta inmune (99).
La superfamilia de TGF-f incluye TGF-f, activinas, inhibinas, Anti-Mullerian Hormone
(AMH), Bone Morphogenic Protein (BMPs), Growth Differentiation Factors (GDFs), Glial-
derived Neurotrophic Factors (GDNFs) y nodos (100).

TGF-B es una proteina dimérica con 3 isoformas: TGF-$1, TGF-p2, TGF-3 (67,99).
La isoforma TGF-B1 interacciona como homodimero con un péptido latente formando

una forma inactiva que se secreta a la ECM. Por el contrario, la activacién de los
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homodimeros TGF-$2/3 o los heterodimeros no esta muy bien descrita (99,100).
También existen tres receptores de TGF-p: TGF-BRI, TGF-BRIl y TGF-BRIIIl. TGF-3 se
une a hetero-tetrameros de TGF-BRI/ TGF-BRII que contienen proteinas quinasa en el
dominio citoplasmatico. TGF-BRIIl no tiene esta actividad quinasa, pero ayuda a

incrementar la afinidad de unién con TGF-RII (99).

Existen dos tipos de sefializaciones: (i) candnica mediante el conjunto TGF-/SMAD

y (ii) no candnica independiente de las SMADs (Figura | 9).

1. Senalizacion candnica dependiente de SMAD: TGF-p se une al complejo
receptor TGF-BRI/ TGF-BRII provocando la fosforilacion del TGF-BRI, el cual
fosforilara los SMAD reguladores (SMAD2, SMAD3). El complejo fosforilado
SMAD2/3 reclutara& SMAD4 permitiendo la translocacion del complejo al
nucleo y la regulacion de la transcripcion de los genes. Tras la transcripcion,
el complejo SMAD2/3/4 sale del nicleo para mantenerse activo o degradarse
por ubiquitinacion. Alternativamente, la actividad de la via se puede inhibir
por SMADG6/7 uniéndose al ADN en el nucleo o bloqueando la
interaccion/fosforilacion de SMAD2/3 (99,101).

2. Sefalizacion no canénica independiente de SMAD: TGF-§3 se relaciona con
factores como phosphoinositide 3-kinase/protein kinase (PI3K)/AKT/mTOR,
extracellular  signal-regulated kinase (ERK), mitogen-activated protein
kinase (MAPK) o nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B

cells (NF-kB) entre otras vias de sefalizacion (99,102).
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Figure |1 9. Senalizacion canénica y no canénica de TGF-

3.1. Senalizacion en cancer

En estadios iniciales del desarrollo tumoral, TGF-§ tiene un efecto supresor de la
carcinogénesis regulando el crecimiento del epitelio normal y premaligno (99). En
estadios avanzados, TGF- mediante la via candnica promueve la progresion tumoral
regulando la TEM, entre otros procesos (10,103,104). Esta muy bien descrita la via de
sefalizacién TGF-B como estimulador de TEM y, por ende, de la metastasis en el cancer
(105).

Las células tumorales secretan TGF-3 que a su vez induce factores de crecimiento
pro-angiogénicos como VEGF para inducir la angiogénesis tumoral mediante la

estimulacion de las células endoteliales (99).

Existen estudios en pacientes con glioblastoma y cancer de mama donde la alta
expression de TGF-B1 van asociados a un incremento en la progresion, mayor
infiltracion linfatica y menor DFS (106,107). Hay ensayos clinicos donde se usa
Galunisertib (inhibidor de TGF-) como tratamiento (44) y se ha demostrado que la

combinacién de Galunisertib con quimioterapia mejora la supervivencia en estadios
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avanzados de pacientes con cancer pancreatico comparado con los tratados solo con

quimioterapia (108).

3.2. Senalizacion en cancer de proéstata

Existen varios estudios antiguos (1992) que relacionan TGF-1 como biomarcador
del cancer de prostata. Se asocia alta expresién de TGF-B1 a malos prondsticos tanto
en muestras murinas como humanas y en ensayos in vitro e in (109,110). Se ha visto
que en muestras benignas o hiperplasicas la expresion de TGF-B1 se asocia a
compartimentos estromales, mientras que en muestras tumorales se acumula en zonas
cancerosas epiteliales. Ademas, se relacioné la expresion de TGF-B1 de las células
tumorales y los factores de crecimiento secretados por las células estromales debido a
TGF-B1 con la progresion tumoral (109,110). La deteccion de altos niveles de TGF-f1

en muestras de PCa va asociado a angiogénesis, metastasis y mal prondstico (64,111).

TGF-B estd muy bien estudiada en la diferenciacion de miofibroblastos y esta muy
sobre expresado por las células tumorales prostaticas (49,64). Desencadena un fenotipo
de CAFs positivos para TGF-BR1/2 los cuales coordinan diferentes procesos fisioldgicos
como la remodelacién de la ECM o la angiogénesis mediante vias de sefalizacion
dependientes e independientes de SMAD. También se sabe que esta via de

sefalizacién sobre fibroblastos puede afectar a la malignidad del epitelio benigno (49).

La secrecion de TGF-B por CAFs correlaciona positivamente con la progresion de
cancer de proéstata resistente a castracion (CRPC) en humanos y en ratones. La
secrecion TGF-B autocrina por parte de los CAFs es crucial para la autorregulacion,
mientras que la paracrina permite la comunicacion entre CAFs y el resto de células
vecinas. Ademas, TGF-§ es el punto central para regular las funciones de los CAFs y
asi promover el crecimiento tumoral, lo que se realiza mediante otras vias como
PI3K/AKT, CXCL12, FGF o Wnt/B-catenin (49).

La superfamilia de TGF-f tiene un papel importante en el microambiente éseo y su
remodelacion en cancer de préstata (18,24). Esta via de sefalizacién ayuda al desarrollo
de la metastasis 6sea en diferentes modelos animales estudiados y se sabe que la

inhibicion de TGF-BRI reduce la metastasis 6sea (112)

3.3. Sefalizacion en vasos sanguineos y células murales
Se sabe que TGF-f puede estimular la angiogénesis, alterar el sistema inmune e

inducir a las células estromales a secretar de factores de crecimiento y proteinas
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asociadas a la matriz (113). TGF-p tiene importancia en el desarrollo de la vasculatura
tanto en células endoteliales como murales (70). Células estromales sin sefalizacién de
TGF-B provocan la reduccién de la masa tumoral y una ratio menor de angiogénesis
(114).

TGFB-1 es una de las vias de sefalizacion que promueve la expresion de
marcadores de vVSMC en ensayos in vitro incrementando marcadores como aSMA o
SM-MHC. En algunos ensayos in vivo con ratones ApoE-/-, se mostré que TGF-§ esta
envuelta en la produccion de matriz en vSMC y en el desarrollo de placas fibréticas
(71,115,116).

La induccion del fenotipo de las células murales no se conoce completamente, pero
se cree que TGF-B puede ser una de las vias implicadas. Ensayos in vitro demuestran
que la activacion de TGF-1 (Alk5) provoca la fosforilacion de Smad2/3 que regula la
expresion de genes de vSMC como la SM22a o la fibronectina (70). Otros ensayos
demuestran que TGF-B1 induce a los fibroblastos quiescentes a expresar aSMA,
reforzando la idea que esta via de sefalizacion tiene un efecto directo en la induccién
del estroma reactivo (111). Se ha demostrado en rifiones fibréticos que TGF-1 estimula
la activacion de los pericitos y su transicién a miofibroblastos, tanto in vitro como in vivo
(117).
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HIPOTESIS Y OBJECTIVOS

El cancer es una enfermedad multifactorial compleja que, durante afos, se ha
estudiado otorgando importancia Unicamente a las células tumorales. El descubrimiento
de otras células no malignas en los tumores, comunmente llamadas como células
estromales, abrié una nueva perspectiva al estudio del cancer. Las células cancerosas
reprograman las células estromales para promover el desarrollo del tumor, la invasion y
la metastasis. Existen descripciones muy detalladas de cémo las células inmunes y los
CAFs favorecen la progresién tumoral en diferentes tipos de canceres. Otro proceso
importante en el microambiente tumoral es la angiogénesis, la cual también se ha
descrito detalladamente por su papel fundamental en el crecimiento del tumor y en la
colonizacién de otros 6rganos. La mayoria de estudios sobre la angiogénesis se centran
en el proceso per se, en la estructura global de los vasos sanguineos o en la

disfuncionalidad de las células endoteliales.

Los vasos sanguineos estan formados por células endoteliales y células murales,
estas Ultimas tienen mucha importancia en el correcto funcionamiento de la
angiogeénesis, aunque en condiciones cancerosas es considerablemente desconocido.
Las células murales son aquellas que se encuentran recubriendo los vasos sanguineos
y regulan su funcion. Existen dos tipos de células murales, las vSMC vy los pericitos que
se diferencian en el tipo de vaso que recubren, siendo los pericitos las células que
recubren capilares, vénulas y arteriolas. Se ha descrito una cobertura de células murales
escasa, en particular de pericitos, y la pérdida de adhesidn entre endotelio y células
murales en tumores. El motivo por el cual hay una pérdida de interaccion entre pericitos
y células endoteliales no es claro. Se ha propuesto que pudiera ser debido a una pérdida
de los marcadores moleculares de identidad de pericitos, una transformacion de fenotipo

de pericitos a fibroblastos, o incluso a un reclutamiento deficiente de pericitos.

Mi tesis se centra en profundizar en los mecanismos que inducen una pérdida de
funcion de los pericitos tumorales, utilizando el cancer de prostata como modelo
experimental. La hipétesis que planteo es que las células tumorales inducen un cambio
de identidad en los pericitos que favorece la diseminacion de las células tumorales. Para

poder abordar mi hipétesis, planteo 4 objetivos principales:

Objetivo 1. Estudio y caracterizacion de los pericitos en préstatas murinas y
humanas. Para describir detalladamente estas células, se usaron estrategias in silico
(expresion de marcadores en bases de datos humanas) e in vivo (tinciones

inmunofluorescentes en modelos de ratén).
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Objetivo 2. Identificacion y estudio de la via de sefalizacién que regula los
cambios que produce el tumor en la cobertura vascular. Para resolver este objetivo se
llevaron a cabo analisis in silico de un scRNAseq realizado previamente en el
laboratorio, un scRNAseq de bases de datos publicas humanas y métodos in vitro

(pericitos primarios aislados de cerebros murinos).

Objetivo 3. Estudio de la afectacion tumoral sobre la funcionalidad de los
pericitos y, por consiguiente, de los vasos sanguineos. Los métodos utilizados para
alcanzar este objetivo han sido ensayos in vitro (pericitos primarios aislados de cerebros

murinos) e in vivo (tinciones inmunofluorescentes en modelos de ratén).

Objetivo 4. Generacion y caracterizacion de modelo in vitro para el estudio de la
recuperaciéon tumoral tras tratamiento. Para llevar a cabo este objetivo, se hicieron

ensayos de inhibicion in vitro (pericitos primarios aislados de cerebros murinos sanos).
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MATERIALES Y METODOS

1. Experimentacion in vivo

1.1. Modelos de ratén

Para este proyecto se usaron diferentes modelos de ratén (Mus musculus) criados
y mantenidos en dos centros de investigacion diferentes: CIC bioGUNE en el Pais Vasco
y CMCiB en Catalufa. Los animales fueron estabulados siguiendo la legislacion y
normativa establecidas por el Comité de bioseguridad y bienestar en CIC bioGUNE vy
por el Comité ético de experimentacion animal en CMCiB.
En ambos casos, las condiciones de cria de los ratones se realizaron en jaulas
ventiladas, en salas SPF libres de patégenos especificos, con ciclos de luz-oscuridad
de 12h y temperaturas estables de 22°C para asegurar su bienestar, asi como la

fiabilidad de los resultados.

1.1.1. Modelos tumorales con Probasin-Cre

Los ratones usados fueron C57BL/6 genéticamente modificados de, al menos,
cuarta generacion.

El genoma de los ratones utilizados contiene secuencias loxP, las cuales estan bajo
el control de la Cre vy, al activarse, permite la eliminacion del fragmento de ADN
localizado en medio (92). Los modelos tumorales se encuentran bajo el control de la
Probasin-Cre, la cual tiene como funcion cortar las secuencias loxP que flanquean los
genes de interés para provocar su pérdida (90,91). La expresion de la Cre, bajo el control
del Androgen-dependent ARR2B probasin promoter (Pb-Cre4), permite la delecion de
los genes unicamente en las células epiteliales de la préstata y se activa durante la
pubertad (2-meses de edad) (89) (Figura M 1). Los genes modificados en estos modelos
fueron Phospatase and tesin homologue (Pten) y/o Liver kinase B1 (Lkb1), flanqueados
por las secuencias loxP como se ha descrito anteriormente. Los modelos genéticos

tenian pérdida parcial o total en uno o ambos genes.
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Figura M 1. Disefio genético de los modelos tumorales

Constructos genéticos de la Probasin-Cre (estructura superior), Pten flanqueado por secuencias loxP
(estructura central) y Lkb1 flanqueado por secuencias loxP (estructura inferior).

La formacion del tumor empieza tras la activacién de la Probasin-Cre, el desarrollo
tumoral y la invasién seran diferentes dependiendo de la combinacién de genes

eliminados y del grado de la pérdida (Tabla M 1).

Tabla M 1. Modelos murinos

Linea murina Pb-Cre-PTEN"™T Pb-Cre-P TEN"flox Pb-Cre-PTEN"™™"T; LKB1"¥fox
Grado de enfermedad No tumoral (control) Tumor no invasivo Tumor metastatico
Estado metastasico No No Si

El mantenimiento, cuidado, manipulacion y procesamiento de estos ratones se
realizé en el centro CIC bioGUNE de Bilbao por miembros del laboratorio del Dr. Arkaitz

Carracedo.

1.1.2. Modelos ortotopicos
Los modelos genéticos descritos previamente tienen como inconveniente el largo
desarrollo temporal de los tumores. Es por ello que se decidié usar los modelos

ortotépicos como alternativa para el estudio de los tumores de proéstata.

La generacion de los modelos ortotdpicos se realizé mediante la inyeccion de las
células tumorales en el l6bulo ventral de la prostata en ratones inmunodeficientes. La

inyeccion se ejecuté mediante cirugia.
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1.1.2.1.  Tumores ortotopicos procedentes de células DU145

Los animales fueron tratados con el analgésico carprofen por inyeccion subcutanea
15 minutos antes de la cirugia. Después, fueron anestesiados con isoflurano. Una vez
comprobado que los ratones estan debidamente anestesiados, se inici6 la cirugia para
la inoculacion de células DU145 (células epiteliales humanas de cancer de prostata
(ATCC, HTB-81)). Primero, se realizé una incision en la piel y el musculo localizados
bajo el ombligo. Tras la abertura se localizé el I6bulo ventral bajo la vejiga y se inyectd
la suspension celular (DU145 EV GFP-Luc). Fueron inyectadas 2 millones de células
por animal. Para confirmar que la inoculacién se habia ejecutado correctamente, se
verifico si el I6bulo ventral se habia hinchado debido al liquido inyectado. Finalmente, el

musculo se cerrd con puntos de sutura y la piel se grapo.

Los ratones fueron tratados con analgésicos diariamente durante tres dias y las
grapas se eliminaron dos semanas después de la cirugia. El seguimiento de los tumores
se realizd mediante tecnologia IVIS al tercer dia tras la cirugia. La tecnologia IVIS
permite observar la bioluminiscencia in vivo (GFP) que expresan las células tumorales
DU145 que han sido inyectadas. A continuacion, una vez a la semana hasta que la sefal
alcanzé 10" fotones de intensidad. Llegado este momento, los animales fueron

sacrificados y los tumores extraidos.

El disefio, cuidado y procesamiento de estos ratones y muestras se realizo en el
centro CIC bioGUNE de Bilbao por la Dra. lanire Astobiza y la doctoranda Cristina Viera

del laboratorio del Dr. Arkaitz Carracedo.

1.1.2.2. Tumores ortotdpicos procedentes de tumores Pb-Cre-PTENTox/flox;
KB 1flox/flox
Los animales de este modelo tumoral fueron procesados igual que los descritos en
el apartado anterior, a excepcion de las células inyectadas. La suspensién celular
procedia de la digestion de tumores de préstata de ratones Pb-Cre-
PTEN/f¥flox;| KB1floxflox | 3 digestion se realizd con colagenasa Il (Thermo Scientific,
17101-015) durante 1h a 37°C seguido de 3 min a 37°C con TryPLE (Gibco, 12563-011).
Una vez finalizada, se inyectaron 6 millones de células por animal suspendidas en 50

ml de tampdn fosfato salino 1X (PBS) y matrigel en proporcién 2:1 (Corning, 354248).

El disefio, cuidado y procesamiento de estos ratones y muestras se realizo en el
centro CIC bioGUNE de Bilbao por el Dr. Marco Piva del laboratorio del Dr. Arkaitz

Carracedo.
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1.2. Aislamiento de préstata

Llegados los seis meses de edad en los modelos tumorales o el momento 6ptimo de
sacrificio en los ortotépicos, los ratones fueron eutanasiados mediante dislocacion
cervical bajo anestesia previa (isoflurano inhalado). Una vez eutanasiados se procedio
a extraer rapidamente la préstata, ya fuese benigna o tumoral. Para ello se us6 una lupa
debido al pequefio tamafio de los |6bulos prostaticos, sobre todo en las muestras
benignas. Para acceder a la prostata se abridé la cavidad abdominal y se apart6 el
aparato digestivo, ya que la prostata se encuentra localizada junto a la vejiga y al aparato
reproductor. La préstata se divide en 3 I6bulos (Figura M 2) los cuales se extrajeron de
manera independiente y en un orden concreto (ventral, dorso-lateral y anterior) para

facilitar su obtencion y procesamiento.

1.2.1. Extraccion del I6bulo ventral

El I6bulo ventral se localiza bajo la vejiga. Es el I6bulo mas pequefo, se encuentra
rodeado de grasa, es practicamente transparente a la vista y suele tener forma de
mariposa. Se diferencia el I6bulo del tejido adiposo epididimal que lo rodea debido a que

esta ultima tiene una textura esponjosa bajo la lupa que no comparte con la prostata.

Para la extraccion, se levanta la vejiga y se limpia la grasa que rodea el I6bulo. Una
vez limpio se disecciona desde la parte superior, mas préxima a la vejiga, hasta la

inferior.

1.2.2. Extraccion del I6bulo dorso-lateral

El I6bulo dorso-lateral se encuentra rodeando la vejiga y la uretra llegando hasta la
parte posterior de las vesiculas seminales. Se pueden extraer ambas conjuntamente
accediendo con cuidado por detras de las vesiculas, evitando romperlas para no

contaminarlas con el contenido seminal.

La diseccién se inicia pinzando la parte dorsal del I6bulo para sujetarla y poder
acceder a la zona superior, la mas sencilla de corte. Después se continua la extraccion

hacia la zona lateral, evitando incidir en la uretra, hasta que toda la pieza queda liberada.

1.2.3. Extraccion del I6bulo anterior
El I6bulo anterior es el mas sencillo de visualizar y extraer ya que se encuentra unido

a las vesiculas seminales y, ademas, es el mas grande de los tres.
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Su extraccion se inicia por el extremo no unido a la uretra, se sujeta el I6bulo anterior
y se separa cuidadosamente de la vesicula seminal evitando romperla. Una vez se llega

a la base, se disecciona separandola de la uretra.

El procesamiento de estas muestras se realiz6 en el centro CIC bioGUNE de Bilbao
por el laboratorio del Dr. Arkaitz Carracedo. Posteriormente, se enviaron las muestras

incluidas en parafina a Barcelona para ser analizadas.

lébulo anterior

I6bulo dorsal

l6bulo lateral

uretra———0

~—

Figura M 2. Anatomia de préstata murina

Disefo basado en Ilttmann M., 2018

1.3. Genotipado por PCR

Los ratones Pb-Cre-PTENY™T Pb-Cre-PTENT¥lox y Pp-Cre-PTENTWT; | KB 1 flox/flox
se destetaron, marcaron y genotiparon a los 19 dias. Durante el marcaje, se obtuvo una
biopsia de cola de los ratones para realizar el genotipado. Las colas se incubaron 30
minutos a 95°C y 15 minutos a 4°C con 75 ul del tampédn de lisis NaOH. Después se
neutralizaron con 75 ul de tampén TrisHCI pH=5. Finalmente, se centrifugaron 1 minuto
a maxima velocidad. Las colas digeridas se conservaron a 4°C hasta realizar el

genotipado mediante la técnica de Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Para genotipar estos modelos fueron necesarias 3 PCRs diferentes: Probasin-Cre,

PTEN y LKB1. Las tres se realizaron con DreamTaq Green PCR MasterMix (Invitrogen
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Ref. K1081). Para cada muestra se anadieron 5 ul de MasterMix, 1 ul de cebadores 5uM
y 3 ul de agua. Para la amplificacion del ADN se mezclaron 9 ul de solucion madre con
1 ul de ADN de la muestra y la reaccion se llevé a cabo con las maquinas Matercycler.
El ADN obtenido se separé mediante electroforesis usando geles de agarosa al 1.5%
diluida en tampon TBE 1X (PanReac AppliChem, A4228). Siempre se afiade un control
positivo, un negativo y un blanco (sin ADN). Las secuencias de los cebadores, las
temperaturas de hibridacion y la longitud de los amplicones se describen en la Tabla M
2,

Tabla M 2. Cebadores para PCR

: e ; Temp. de : :
Genes Secuencias (5’ > 3)) hibridacion Longitud del amplicon (pb)
CRE- FW GGTGCAAGTTGAATAACCGGA
58°C 850 pb
CRE-RW GGTATTGAAACTCCAGCGC
LKB1-FW GAGATGGGTACCAGGAGTTGGGGCT
LKB1-RW GGGCTTCCACCTGGTGCCAGCCTGT 65°C Flox:300 pb
WT: 220 pb
PCRS5
TCTAACAATGCGCTCATCGTCATCCTCGGC
(extra para LKB1)
Flox:480 pb
PTEN-FW TGTTTTTGACCAATTAAAGTAGGCTGTG i
H WT: 350 pb

1.4. Inclusién de muestras en parafina

Todos los I6bulos fueron introducidos en cassettes para biopsias y fijados en
formalina durante 24h a 4°C. Después de retirar la formalina, se lavaron con PBS 1X
durante 20 minutos en agitacion, se sumergieron en etanol 50% durante 20 minutos v,
finalmente, se mantuvieron en etanol 70% a 4°C hasta ser procesadas en un inclusor

automatico.

El inclusor realizé una etapa de deshidratacion, otra de sustitucion de alcoholes por
xilenos y, para acabar, una sustitucion de xileno por parafina. La deshidratacion estuvo
compuesta por diferentes purezas de etanoles (50%, 70%, 80%, 96% y 3 veces al 100%)
durante 1h y media cada uno. Seguidamente, los cassettes se sumergieron 45 minutos

en xileno una vez y dos veces en parafina durante 2h.

Al acabar, los cassettes se trasladaron a la maquina de inclusion de parafina para
hacer los bloques. Para ello se colocaron los diferentes Iébulos orientados y ordenados

(anterior, ventral y dorsolateral) juntos en el mismo cassette, si el tamafo de los tumores
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lo permite. Después se rellenaron los cassettes con parafina y se solidificaron en una

placa fria. Una vez sdlidos los bloques, se conservaron a temperatura ambiente.

1.5. Secciones de tejidos en parafina

Las secciones de los bloques se realizaron con un micrétomo. Los bloques fueron
colocados previamente un minuto en una placa fria para endurecerlos y asi facilitar el
corte. Las secciones se hicieron a 5 ym y se colocaron en un bafo de agua a 40°C para
facilitar la adhesion de la parafina en el portaobjetos. Estos se mantuvieron a 37°C

durante una noche y, posteriormente, se guardaron a temperatura ambiente.

1.6. Biopsias humanas

Las muestras humanas usadas en este proyecto proceden del Biobanco Vasco para
investigacion del hospital de Basurto en Bilbao bajo consentimiento informado y con la
evaluacion y aprobacion del comité de ética correspondiente (codigo CEIC OHEUN11-
12 OHEUN 14-14). La cohorte incluia biopsias de diferentes estadios de cancer de
prostata (Tabla R 1) que tienen un seguimiento aproximado de unos 8 afios. Las
muestras se recibieron directamente en secciones de parafina que fueron mantenidos a

temperatura ambiente.

1.7. Tincién de préstatas por inmunofluorescencia

El proceso de tincidbn se inici6 con la desparafinacion de las muestras,
sumergiéndolas en xileno (4 veces durante 5 minutos cada una) y etanol a diferentes
purezas: 100% dos veces durante 3 minutos, 96%, 70% y 50%, una vez durante dos
minutos cada uno. Finalmente, se rehidrataron con agua dos veces durante 5 minutos.
Tras eliminar la parafina, se realizé una recuperacion antigénica hirviendo las muestras
10 minutos en un tampodn de citrato a pH=6. Luego se enfriaron 20 minutos, se lavaron
con PBS 1X durante 5 minutos, se permeabilizaron 15 minutos por dos veces con 0.2%
PBS-tween (Sigma, P1379-500ML) 20 y se lavaron tres veces con PBS 1X durante 5
minutos cada vez. A continuacion, se bloquearon las uniones inespecificas durante 30
minutos en solucion de bloqueo compuesta por PBS 1X al 2% de BSA y 10% de suero
de caballo. Seguidamente, se incubaron las muestras con el anticuerpo primario O/N a
4°C en camara humeda (Tabla M 3). Al dia siguiente, se hicieron tres lavados con PBS
1X durante 5 minutos cada vez y se incubaron con los anticuerpos secundarios durante
2 horas a temperatura ambiente en la camara humeda protegidas de la luz (Tabla M 4).
Para acabar, tras tres lavados de PBS 1X de 5 minutos, se incubaron las muestras con

DAPI (Thermo Fisher, D1306) durante 5 minutos. Finalmente, se montaron con
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ShandonTM Immu-mountTM (Thermo scientific, 10622689), se secaron O/N a
temperatura ambiente y se conservaron a 4°C hasta ser observadas al microscopio y

analizadas.

Tabla M 3. Anticuerpos primarios para inmunofluorescencia

Anticuerpo primario Especie Dilucién Compaiiia y referencia
CD31 Rabbit 1/50 Abcam, ab28364
DES Rabbit 1/50 Abcam, ab15200
DES Goat 1/100 R&D System, AF3844-SP
MYH11 Rabbit 1/50 Abcam, ab224804
Ter119 Rat 1/50 R&D sustems, MAB1125

Tabla M 4. Anticuerpos secundarios para inmunofluorescencia

Anticuerpo secundario Dilucion Compaiia y referencia
Goat anti-Rabbit Alexa Fluor 488% 1/200 Invitrogen, A11008
Goat anti-Rabbit Alexa Fluor 568° 1/200 Invitrogen, A11011
Monkey anti-Rabbit Alexa Fluor 6477 1/200 Life technologies, A31573
Monkey anti-Goat Alexa Fluor 488° 1/200 Invitrogen, A11055
Monkey anti-Goat Alexa Fluor 5658% 1/200 Life technologies, A11057
Monkey anti-Rat Alexa Fluor 488° 1/200 Invitrogen, 21208
Mouse anti-Actin, a-Smooth Muscle - Cy3™ 1/200 Sigma, C6198
1.8. Microscopia electronica

Las muestras de prostata usadas para la microscopia electronica tienen un
procesado especifico, distinto a las muestras incluidas en parafina. Esta técnica requiere
tejido fresco, el cual se troced en cubos de aproximadamente 1x1 milimetros. Los cubos
fueron fijados en Glutaraldehido 2,5% (diluido en tampdn de Cacodilato 0.1M a pH=7,1-
7,4) durante 2h a4°Cy, después, se lavaron 3 veces con Cacodilato durante 15 minutos.
Tras la primera fijacion, se realiz6 una segunda con Tetradxido de osmio 1% (diluido en
el tampén de Cacodilato) durante 2h a temperatura ambiente. Este tampén permite la
fijacion lipidica y provoca un contraste negro en la muestra. Transcurridas las dos horas,
se lavaron las muestras con Cacodilato tras veces durante 15 minutos cada una. Las
muestras se sometieron a un proceso de deshidratacion que incluye un gradiente de
etanol en diferentes purezas (30% y 50% durante 15 minutos, 70% durante 20 minutos,

70% durante 25 minutos u O/N, dos veces al 90%, dos veces al 96% y dos veces al
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100% todas ellas durante 30 minutos) y dos veces oxido de propileno durante 30
minutos. Tras eliminar los alcoholes, se inicié un proceso de inclusion en resina EPOXY
(11,9 ml resina, 8 ml DDSA, 5,75 ml NMA y 0,4 ml DMP-30) siguiendo diferentes
proporciones: una hora de 6xido de propileno/Resina EPOXY 3:1, una hora de 2:2, ON
de 1:3 y dos veces en Resina EPOXY pura durante 2h y 1h. Una vez incluidas las
muestras en resina, se encapsularon en los bloques orientando la muestra
adecuadamente. La polimerizacion de los bloques se realizd durante 48h a 60°C y se

conservaron a temperatura ambiente hasta procesar las muestras.

El area de observacion se seleccioné realizando cortes semifinos los cuales tenian
un grosor entre 250 y 300 nandmetros (nm). Las muestras se cortaron con un
ultramicrétomo (Leica EM UCG6) usando una cuchilla de diamante (DIATOME ultra 45°).
Los cortes se secaron a 40°C, se tifieron con azul de Toluidina durante 2 minutos a 40°C
y se lavaron con agua. Estos cortes fueron observados en un microscopio y permitieron

ajustar la zona de interés.

Una vez elegida el area de estudio se realizaron cortes ultrafinos de 80 nm. Para los
cortes ultrafinos también se usé cuchilla de diamante, luego se conservaron en rejillas
en lugar de portaobjetos. Las muestras se contrastaron antes de ser observadas, para
ello se las sometidé a una tincion de 12 minutos de acetato de uranilo, seguido de un
lavado con agua. Se finalizé el contraste con citrato de plomo durante 3 minutos, un
lavado con agua y un secado de 24h. De cada muestra se obtuvieron 3 rejillas a

diferentes profundidades.

La adquisicion de las imagenes se realizé con un microscopio electronico de
transmision JEOL JEM-1011 80kW y una camara Gatan ES500W. Las imagenes se

obtuvieron a 8000 aumentos.

Las muestras de préstata se obtuvieron en el centro CIC bioGUNE de Bilbao por el
Dr. Marco Piva del laboratorio del Dr. Arkaitz Carracedo. El procesamiento de los tejidos
e imagenes de TEM se realizaron en la plataforma de microscopia electronica en el
Institut d’'Investigacié Biomédica de Bellvitge (IDIBELL) por la especialista Cristina
Pardo.

1.9. Microscopia Confocal
Las imagenes de préstata se obtuvieron con el Confocal invertido Leica SP5 en la
plataforma de microscopia de IDIBELL. Fueron tomadas y cuantificadas 5 imagenes

aleatorias por cada muestra tefiida. Las imagenes para el analisis de la cobertura
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vascular de DES, aSMA y MYH11 fueron tomadas a 40X, en cambio, el resto de analisis

fueron hechos a 20X.

1.10. Cuantificaciones estromales de la prostata de ratén y humana
Las cuantificaciones se hicieron con el software Image J (version 1.52a). El montaje

final se realizé con Adobe Photoshop 2021 y Adobe lllustrator 2021.

1.10.1.  Estructuras vasculares
El recuento de vasos sanguineos se hizo manualmente identificando las estructuras
vasculares mediante el marcaje de CD31 (PECAMT1). El resultado final es la media por

muestra y genotipo.

1.10.2.  Area luminal de los vasos sanguineos

Se usaron las mismas imagenes que en la cuantificacion de vasos para conocer el
area luminal de estos. El tamafio del lumen se midié manualmente midiendo el espacio
interior del marcaje de CD31 (PECAM1). El resultado final es la media por muestra y

genotipo.

1.10.3. Area positiva para CD31, DES y aSMA

Las imagenes tomadas a 20X también fueron usadas para cuantificar la expresion
total de CD31 (PECAMT1), DES y aSMA (ACTAZ2) en el tejido. Para estos analisis se
aplico threshold en el Imaged y se obtuvo una seleccidon de toda el area positiva de
marcador. El valor de area cuantificado se normalizé por el area total de tejido en cada
imagen para representarlo en porcentajes. El resultado final es el porcentaje medio por

muestra y genotipo.

1.10.4. Area de cobertura vascular positiva para DES, aSMA y MYH11

El analisis de cobertura vascular se hizo con imagenes a 40X. Usando el marcaje
de CD31 (PECAM1) como referencia para medir manualmente la cobertura del vaso se
obtuvo el area de cobertura. Después se realiz6 threshold de DES, aSMA (ACTA2) y
MYH11 dentro de dicha area de cobertura. La expresion del marcador se normalizé por
el area de cobertura del propio vaso sanguineo, obteniendo un porcentaje de cobertura

por vaso. El resultado final es el porcentaje medio por muestra y genotipo.
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1.10.5.  Area de eritrocitos extravasados

La extravasacion de eritrocitos se cuantificé con el marcador de eritrocitos Ter119.
Para cuantificar Unicamente la expresion fuera del vaso, se localizaron los vasos
sanguineos con el marcaje CD31 (PECAMT1) y se selecciono el area del lumen del vaso
para eliminar la expresion del marcador Ter119 en esa zona. Una vez eliminada la
tincion intravascular, se aplico el threshold en Imaged para obtener el area positiva de
Ter119. El valor de area extravasada se normalizdé por el area total de tejido en cada
imagen para representarlo en porcentajes. El resultado final es el porcentaje medio por

muestra y genotipo.

1.10.6. Presencia o ausencia de pericitos (Microscopia electrénica)

La presencia de pericitos en la cobertura vascular se cuantificé teniendo en cuenta
dos datos: determinando si existe o no cobertura vascular e identificando la célula de
cobertura como pericito u otra célula mural. Considerando esta informacion, se
normalizd el nimero de vasos con y sin cobertura por el numero de vasos total. El

resultado final es el porcentaje medio por muestra y genotipo.

2. Experimentacién in vitro

2.1. Aislamiento, digestion y seleccion de pericitos de cerebro de raton
El aislamiento de pericitos de cerebro se realizd con ratones de 3-4 semanas de
edad. Tras eutanasiarlos por dislocacion cervical, se extrajo inmediatamente el cerebro
descartando el bulbo olfatorio, el cerebelo y la medula. El resto se mantuvo en medio de
sales equilibradas de Hanks (GIBCO, 14170-112) con  antibidticos
(Penicilina/estreptomicina) hasta ser procesados. Debido a la reducida cantidad de

pericitos, se recolectaron entre 4 y 6 cerebros por aislamiento.

Los cerebros fueron troceados manualmente con una cuchilla y digeridos con una
solucion de digestion basada en papaina (Worthington Papain Dissociation System,
LK003150) durante 70 minutos a 37°C en movimiento constante. Tras la incubacion, el
tejido fue homogeneizado 10 veces pasandolo por una aguja de 19G hasta obtener una
solucion liquida y blanquecina. Las células de cerebro homogeneizadas fueron
mezcladas con 1,7 volumenes de BSA al 22% en PBS 1X y centrifugado a 4000 rpm
durante 10 minutos. Después de centrifugar, se eliminé cuidadosamente la mielina (capa
aislante localizada entorno a los nervios compuesta por proteina y lipidos) que aparece
en la superficie. El sedimento celular se resuspendié en 5 ml de medio Eagle modificado
de Dubecco (DMEM) (GIBCO, 41965-039) y se centrifugd a 1200 rpm durante 5 minutos.
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Las células resultantes fueron resuspendidas en medio de crecimiento de células
endoteliales (EGM2) (Lonza, CC-3124) y sembradas en placas de 24 pocillos
recubiertas con colageno 0.02% (Corning, 45354249) al menos 2h.

Después de 20h, las células fueron lavadas tres veces con PBS 1X y se les afiadio
EGM2 fresco. El medio se cambié cada 2-3 dias segun la confluencia de las células.
Durante los dos primeros pases, las células se mantuvieron en EGM2. A partir del tercer
pase se inicio la seleccion de pericitos, las células se cultivaron con medio de pericitos
compuesto por DMEM con suero fetal bovino al 2% y suplementos para el crecimiento
de pericitos (Science cell, 1252) (Figura M 3A).

Los pericitos fueron caracterizados a partir del sexto pase. Se observo la morfologia
(Figura M 3B) y la expresion proteica de marcadores de pericitos (Figura R 24). Para
la caracterizacion proteica se usaron como control células endoteliales aisladas de

pulmones murinos.

Pericitos

Figura M 3. Aislamiento primario de pericitos murinos

(A) Representacion esquematica del proceso de aislamiento y cultivo de pericitos de cerebro de ratén.
(B) Imagen representativa de la morfologia de pericitos en cultivo.

2.2. Tratamiento farmacolégico
En los ensayos farmacolégicos se usaron pericitos de cerebro de raton aislados

como se ha descrito previamente.



MATERIAL Y METODOS

2.2.1. Activacién de TGF-p

Para realizar el tratamiento con TGF-B1 (Recombinant Human TGF-31 (HEK293
derived) (Prepotech, 167100-21-B), se sembraron 125.000 pericitos por pocillo en
placas de 6 pocillos recubiertas con colageno usando medio de pericitos. Al dia siguiente
se descart6 el medio y se trataron los pericitos con vehiculo o 5 ng/ml de TGF-1, ambos
diluidos en medio de pericitos. Se congelaron las placas a tiempo Oh, 24h y 48h. De

cada condicién se sembraron dos pocillos como replicados técnicos.

2.2.2. Inhibicién de TGFfS-R

Para realizar el ensayo con el inhibidor, se sembraron 175.000 pericitos por pocillo
en placas de 6 pocillos recubiertas con colageno. Al dia siguiente se descarté el medio
y se trataron los pericitos con TGF-B1 e inhibidor de Smad3 (Calbiochem, 566405)
Tratamiento e inhibidor tenian sus vehiculos independientes, las concentraciones
usadas fueron 5 ug/ml de TGF-g1y 3mM de inhibidor de Smad3 y ambos fueron diluidos
en medio de pericitos. Se congelaron las placas a tiempo Oh y 24h. De cada condicion

se sembraron dos pocillos como replicados técnicos.

2.3. Extraccion de ARN, sintesis de cADN y gPCR

El lisado de pericitos para la obtencion de ARN se hizo a partir de placas de 6 pocillos
usando el kit Maxwell® RSC simplyRNA cells Kit (Promega, AS1390). Se usaron 1000ng
de ARN para hacer una transcripcion reversa y, por tanto, obtener cADN. Para la gPCR,
se uso el sistema LightCycler 480 con el kit LightCycler 480 SYBR Green | Master y los

cebadores especificos detallados en la Tabla M 5.
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Tabla M 5. Cebadores para qPCR

Genes Secuencias Genes Secuencias
ACTAT-FW ATGCTTCTAGGCGCACTCGC FSP1-RY GCAGCCCTCAMAGAATTCATTGCAC
ACTAT-RV CCCTGCAACCACAGCACGAT mL32-FW ACCCCAGAGGCATTGACAAC
ACTAZ-FW ACTGGTATTGTGCTGGACTCTGGAG mL32-RV ATTGTGGACCAGGAACTTGC
ACTAZ2-RV CATGAGGTAGTCGGTGAGATCTCGG MYH11-FW CAAGAGCTGCTCCAAGAAGAAACCC
AMPEP-FW CATGGAAGGAGGCGTCAAGAMAGTG MYH11-RY TTGCTTAGCCTCCATCTCCTCATCC
AMPEP-RV CCTTCATGGCTGGCTCATCAAMACA MNG2-F\W GCAGGATGGCTGTCTGATCAMCTG
CD248-FW GTTGGTGGCTTTGAGTGTTACTGCA MG2-RY TCCTTCCCCATCATGTCTCCGTAAC
CD245-RY CCTCCCCTTCTTCTCCATCATCCAG PDGFRB-FW TCTGCCTGAAGTGTGTACCTACCAC
CTHRC1-FW TCCTGCCGACCCCTTTACCT PDGFRE-RY TGGTCCCCAGAGAGAACAAGGARAG
CTHRC1-RV GCTGATCGGTGCGGACAACT RGS5-FW GCGALAGGGCCALAGGAGATCAMGAT

DES-FW TCAGACTTGACTCAGGCAGCCAATA RGS5-RV GGCTTCTCTGGCTTCTCATTGTATGG

DES-RV AATCTCGCAGGTGTAGGACTGGATC Twist-FWV CCCAGCGGGTCATGGCTAAC

FAP-FW GTCCAGTGAACGAGTATGCTTGCAG Twist-RY AAGTCGATGTACCTGGCCGE

FAP-RV CAGCCCATCCTGTTCTGCTITCTTC Vim-FWwW ACCGGAACAACGATGCCCTG
FSP1-Fw TGATGAGCAACTTGGACAGCAACAG Vim-RV ATCTCACGCATCTGGCGCTC
2.4, Extracciéon de proteina y western blot

El lisado de pericitos se obtuvo afadiendo 80ul de tampodn de lisado de
radioinmunoprecipitacion (RIPA) (Millipore, 20-188) con MgCL. y Benzonasa (Millipore,
E1014-5KU). Después las muestras fueron mezcladas con vortex mantenidas 10
minutos en hielo y centrifugadas 15 min a 4°C a maxima velocidad. El sobrenadante se
traspaso a un eppendorf limpio y se cuantifico la cantidad de proteina mediante la curva
de BCA (PIERCE, 23225). La proteina fue mezclada con el tampdn de carga Laemmli
azul (BIO-RAD, 1610747) y desnaturalizadas a 95°C durante 5 minutos.

La separacion proteica se hizo con geles comerciales (NUPAGE™ 4 a 12 %, Bis-Tris
de 1,0 mm) (Invitrogen, WG1403BOX). Siempre se usa un control de carga con pesos
conocidos junto con el resto de muestras. La electroforesis se realizé a 150V hasta que
las muestras pasaron el frente del gel, luego se aumenté a 180V durante 1h y media. Al
acabar, las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa mediante
una técnica humeda usando tampdn de transferencia a 100V durante 1h y media. La
membrana se lavd con agua antes y después de visualizar las bandas proteicas con
Ponceau (Sigma, P3504) lo que nos permitid cortar la membrana en los pesos

moleculares de interés.
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Una vez cortadas las membranas, se hicieron dos lavados con tapdn salino con tris
(Tris: Sigma, A2264; NaCl: Merck, 1064041000; KCI: Merck, 1049361000) y Tween 20
(Sigma, P1379) (TBST) de 5 minutos, se bloquearon con TBST con 5% de leche (Nestlé
Sveltesse deshidratada) y se elimind el exceso de leche con tres lavados de TBST
durante 10 minutos cada uno. Las membranas se incubaron O/N a 4°C con los
anticuerpos primarios diluidos en TBST al 0,002% de azida (Sigma,71289) (Table M 6).
Al dia siguiente, se lavaron tres veces con TBST durante 10 minutos cada vez y se
incubaron durante 2h con los anticuerpos secundarios diluidos en TBST con 5% de
leche (Table M 7).

Se realizaron tres lavados de TBST de 10 minutos cada uno antes de revelar las
proteinas. Para el revelado se usaron dos soluciones: (A) Tris 1M pH=8,5 (Sigma,
T6066), acido cumarico 90mM (Sigma, C9008) y luminol 500mM (Sigma, A8511) en
base de agua; y (B) agua al 10% de agua oxigenada 30% (Sigma, H1009). Estas
soluciones se mezclaron (1000:3) y se incubaron las membranas con el revelador
durante 1 minuto. Finalmente, se revelaron las membranas mediante una maquina de

adquisicion de imagenes de western blot.

Tabla M 6. Anticuerpos primarios para western blot

Anti_cuer_po Especie Dilucién Pasamoeci Compaiiia y referencia
primario (kDa)
p-actin Mouse 1/1000 42 Sigma, A5441
DES Rabbit 1/1000 52 Abcam, ab15200
pSMAD3 Mouse 1/1000 52 Cell Signaling, 9520

Tabla M 7. Anticuerpos secundarios para western blot

Anticuerpo secundario Dilucién Compaiiia y referencia
Goat anti-rabbit HRP 767011 Promega, W401B
Goat anti-mouse HRP 767011 Promega, W4021
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3. Experimentacién in silico

3.1. CancerTool

CancerTool es una plataforma de analisis gendmico que permite obtener
correlaciones  basicas y anadlisis de  enriquecimiento  entre  genes
(http://genomics.cicbiogune.es/CANCERTOOLY/). Incluye bases de datos de 4 tumores
diferentes: pulmén, mama, colon y préstata. De esta ultima hay 7 bases de datos, 5 de
las cuales contienen tejidos normales, tumor primario y metastasis (Grasso, Lapointe,
Taylor, Tomlins, Varambally); y 3 de ellas incluyen el seguimiento clinico y datos de

recurrencia (Glinsky, Taylor, TCGA).

El uso de esta plataforma nos permitié obtener datos sobre la expresién de genes
en los diferentes estadios del cancer de prostata y los datos de supervivencia libres de

enfermedad.

3.1.1. Analisis bioinformatico de correlacion positiva con desmina

Utilizando la informacion que proporcionan las bases de datos incluidas en el
CancerTool, se decidié hacer un analisis enriquecido sobre desmina. Para ello se
utilizaron los datos sobre correlacion y supervivencia libre de enfermedad (Disease-free

survival, DFS).

Para saber que genes tenian un mismo patron de expresion que desmina, se usaron
las bases de datos Glinsky, Grasso, Taylor, TCGA y Varambally. Se seleccionaron los
genes que aparecian, como minimo, en tres de las cinco bases de datos y, ademas,
eran significativos en al menos dos de ellas. En paralelo, se realizé el mismo analisis
con los datos de DFS usando Glinsky, Taylor, TCGA y Varambally. En este caso los
genes tenian que aparecer y ser significativos en al menos dos bases de datos y tener
100% de consistencia en cuanto a direccionalidad del poder pronostico. Posteriormente,
se comprobaron los genes comunes entre el analisis de expresion y de DFS respecto a
desmina y se obtuvo la lista final de genes. Para acabar, se analizaron las funciones

biolégicas relacionadas con la lista final.

Los analisis bioinformaticos realizados con el CancerTool fueron hechos por la Dra.

Natalia Martin del laboratorio del Dr. Arkaitz Carracedo.
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3.2. Andlisis de prostatas por secuenciacion de células individuales
(scRNAseq)

Se us6 un analisis de scRNAseq que se realizé y analizd previamente en el
laboratorio (datos no publicados). El procesado fue hecho por el doctorando Hielke van
Splunder y el analisis bioinformatico por la doctoranda Ane M. Larrinaga. Se procesaron
tres muestras control y tres tumores indolentes (PTENfoXWT:| KB 1flox/flox) de ratén de
las cuales se identificaron los diferentes grupos celulares mediante marcadores

canonicos.

Las muestras secuenciadas se procesaron con CellRanger para obtener la
CountMatrix. El preprocesado de los datos se hizo mediante Seurat, al igual que la
integracion de las muestras. Todo ello se ejecutod con el software R version 4.2.2 (2022-
10-31).

3.2.1. Anélisis de ligando-receptor
Este analisis se basa en la probabilidad de comunicacion entre 2 células
basandose en la expresion de ARN. Para realizarlo se usé la libreria CellChat (118). Se

hicieron analisis separados entre las muestras control y las tumorales.

Usando la libreria tidyverse (119) se filtraron las células murales como unico grupo
receptor de las interacciones. Después se estudiaron las vias de sefializacion que
interaccionaban y la frecuencia de dicha interaccién con las células murales. Para crear

el grafico de barras se uso la libreria ggplot (120).

3.2.2. Analisis de fenotipo de respuesta a la sefializacion de TGF-f

La firma que determina un fenotipo de activacion por TGF-B se obtuvo del articulo
Calon et al. 2015. Tras conseguirla, se uso la libreria AUCell (121) para analizar la
expresion de dicha firma en los diferentes grupos celulares. Para no introducir ruido en
el analisis, se seleccionaron los genes comunes del scRNAseq y de la firma y se trabajo
unicamente con esos. La libreria AUCell establece un valor de activacién que es filtrado
por aquella distribucidon que se ajuste mejor al area bajo la curva de la distribucion de
los datos. Esta curva indica si la célula presenta el fenotipo o no. Para crear el grafico,
se realiz6 una clasificacion extra en la que diferencidbamos el fenotipo (activado o no
por TGF-B) por condicion (control o tumor). A partir de estos ultimos datos se creé el
grafico que mostraba el porcentaje sin fenotipo de activacién por TGF-j, el fenotipo

activado en muestras control y el fenotipo activado en muestras tumorales.
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3.3. Analisis de scRNAseq de datos humanos publicados sobre cancer

de préstata
Se hizo una busqueda bibliografica de estudios de scRNAseq en prostata humana
y se encontraron 4 estudios (datasets) diferentes. Ademas, se incluyeron los datos del
Tabula Muris de préstata para que los fenotipos tumorales y no tumorales estuvieran
igualados. Los cuatro articulos y el Tabula Muris que se seleccionaron se encuentran

especificados en la Tabla M 8.

Tabla M 8. Articulos seleccionados para el analisis de scRNAseq de datos humanos

Titulo Revista N° muestras N*® células Nimero GEQ
Single-cell analysis reveals
transcriptomic remodellings in
distinct cell types that contribute | T aire Cell 13 36424 GSE141445
Biology
to human prostate cancer
progression
Single-cell analysis of human
primary prostate cancer reveals Mature
the heterageneity oftumor- | Communication g Zhi ELEULEL
associated epithelial cell states
Identification of a distinct luminal
supgroup diagnosing and Motocular
stratifying early stage prostate c 2 7904 G3E157703
: : ancer
cancer by tissue-based single-
cell RMA sequencing
Single-cell transcriptomics of 20 :
httpiftabula-
MOousSe organs c:rleates a Tabula Mature 44949 MA M. ds.czbiohub.org/
Muris
Single-cell analysis of mouse
and human prostate reveals ;
novel fibroblasts with specialized Theajtﬂ'éjga' B 20 NA GSE172357
distribution and P gy
microenvironment interactions

Los datos brutos o raw data se encontraban en diferentes formatos, por lo que se
modificaron para ajustarse al input de la funcion CreateSeuratObject de la libreria de
Seurat en el software R version 4.2.2 (2022-10-31). Una vez los SeuratObjects fueron
creados se analizaron de forma independiente ya que los datos no presentaban una

distribucion homogénea y cada articulo habia procesado los datos de formas diferentes.
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En cada dataset se realizaron los siguientes pasos: (i) se analizaron parametros de
calidad (numero de cuentas, numero de genes y porcentaje mitocondrial) para saber si
los datos habian sido filtrados o no, (ii) se utilizé6 una normalizacién global usando la
funcion LogNormalized de la libreria Seurat con los parametros predeterminados, para
asegurar que la expresion de los genes en cada célula fuera homogénea, (iii) se
identificaron de los highly variable genes (hvg) utilizando la funcidn
FindVariableFeatures, (iv) se escalaron los datos y se hizo una reduccion de
dimensionalidad utilizando el analisis de componentes principales (PCA) en la que solo
se utilizaron los hvg. Posteriormente, se realizd el analisis de clustering, para ello se
utilizaron las funciones FindNeighbors y FindClusters que realizan un clustering basado
en el algoritmo de Louvain. Se probaron diferentes resoluciones para elegir la mas
optima que representara los clusteres reales de dicho dataset. Una vez se hizo el
clustering, la visualizacion de este se hizo con una Aproximacion y Proyeccion de
Variedad Uniforme (UMAP). Después de obtener el UMAP, se anotaron las poblaciones
de interés utilizando marcadores canonicos: sistema mieloide (CD33, CD68, CCL3,
ITGAM), sistema linfoide (CD3E, CD3G, CD4, CD8A, CD8B), células B (CD79A, CD79B,
MS4A1), células epiteliales (EPCAM ,KRT14, KRT17), fibroblastos (DCN, PDGFRA,
COL3A1), células endoteliales (PECAM1, CLDN5, FLTT), células murales (RGS5,
CSPG4, NOTCH3, ACTA2, DES).

Una vez las poblaciones fueron anotadas, se utilizo la funcion subset para extraer
las poblaciones estromales no inmunitarias de los datasets (células murales,
fibroblastos y células endoteliales). Posteriormente, utilizando la funcidon merge, los
diferentes datasets fueron integrados en uno solo, obteniendo un total de 14.629 de
células viables. Debido a que se han juntado articulos con diferentes metodologias, se
identificd que los diferentes tipos celulares se agrupaban debido al articulo de origen y
no debido al tipo celular. Para ello, se utilizaron dos protocolos diferentes para eliminar
este batch effect: se prob6 con la integracion propuesta por Seurat utilizando las
funciones: SelectintegrationFeatures, FindintegrationAnchors y IntegrateData; por otro
lado, se integré con Harmony (122) siguiendo los pasos de su tutorial. La integracion
por Seurat no eliminé el batch effect. Sin embargo, Harmony obtuvo una distribucion
homogénea de los datasets y agrupé por tipo celular. Tras eliminar el batch effect, se
volvio a (i) normalizar los datos, (ii) escalarlos, (iii) hacer un analisis de PCA y (iv) volver
a hacer el clustering a diferentes resoluciones y v) anotar las poblaciones estromales de

interés con los marcadores candnicos utilizando anteriormente.
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3.4. Analisis transcriptémico

Las muestras de ARN se analizaron con la libreria DeSeqZ2. Se generaron y aplicaron
diferentes filtros segun el log-foldchange y el p-value con el objetivo de obtener una lista
de genes diferencialmente expresados. El analisis de enriquecimiento se hizo con las
librerias org.Mm.eg.db (123), AnnotationDbi (124) y clusterProfiler (125,126) (las dos
primeras sirven para convertir los nombres de los genes y la ultima es, especificamente,
para hacer en enrichment). Después se realizaron los analisis de los genes por separado
segun si estaban aumentados o disminuidos. Para conseguir las funciones de los genes
se usaron las funciones enrichGO y enrichKEGG. Los resultados de GO y KEGG se
obtuvieron usando los genes diferencialmente expresados independientemente de log-
foldchange. El grafico se realizé con las funciones significativas (p-value < 0,05) mas

relevantes para el proyecto las cuales se eligieron manualmente.

3.5. Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos y los graficos fueron realizados con GraphPad Prism
software (version 8.4.0(671)). Los datos se representaron con la media + S.E.M. (barra
de error). Para los analisis con multiples grupos se realizé Kruskal-Wallis como test
estadistico; para analizar dos grupos comparandolos entre ellos, se usé Mann-Whitney
test; y, para analizar dos grupos, siendo uno de ellos el control con valor normalizado

igual a 1, se us6 One sample t test.
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1. Caracterizacion de pericitos en el cancer de préstata

1.1. La progresion tumoral produce una pérdida de marcadores de
pericitos/células murales en muestras humanas analizadas in silico

Los pericitos tienen comportamientos aberrantes en diferentes enfermedades
incluyendo el cancer, siendo su papel en el cancer de préstata totalmente desconocido.
La idea central de este proyecto es entender cual es el papel de los pericitos en el cancer
de préstata, asi como en su progresion. Para ello, se decidié empezar con un analisis in
silico usando la plataforma CancerTool que cuenta con 7 bases de datos de PCa, 5 de
las cuales contienen tejidos normales, tumor primario y metastasis (Grasso, Lapointe,
Taylor, Tomlins, Varambally); y 3 de ellas incluyen el seguimiento clinico y datos de
recurrencia (Glinsky, Taylor, TCGA). Para poder estudiar las implicaciones de tipos
celulares en concreto en la progresion del cancer es importante tener marcadores fiables
de dichas células. Aunque algunos de los marcadores de pericitos son dependientes de
tejido, se procedid a usar como marcadores de dichas células marcadores candnicos
como Desmin, Anpep, Cd248, Cspg4, Pdgfrb y Rgs5. Cabe destacar, que en el
laboratorio se ha demostrado previamente que dichos marcadores se expresan en
pericitos de retina durante la angiogénesis del desarrollo (63). Ademas de los
marcadores de pericitos, se introdujo en el analisis Pecam1, marcador de células
endoteliales como validacion de los datos in silico. La seleccion de este marcador
endotelial se debe a que el proceso de angiogénesis esta muy bien descrito en el
contexto tumoral. Se sabe que la presencia de células cancerigenas produce una
estimulacion de factores angiogénicos, lo que da lugar a la formacién de nuevos vasos

sanguineos (9).

Se procedié a comparar la expresion de dichos marcadores en los diferentes grupos
que proporciona el CancerTool: tejido normal (N), tumor primario (PT) y metastasis (M).
Las diferentes bases de datos mostraron un incremento de la expresion de Pecam1
cuanto mas agresivo era el tumor, mientras que los marcadores de pericitos perdian su

expresion con la progresion tumoral (Figura R 1).
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Figura R 1. Los marcadores de pericitos pierden expresion con la progresion de la enfermedad

Representacion de la expresion de genes a lo largo del avance tumoral. N = Tejido normal; PT = Tumor
primario; M = Metastasis.

La plataforma CancerTool también incluye bases de datos del seguimiento clinico y
la recurrencia, permitiendo analizar la supervivencia libre de enfermedad (DFS). El
analisis de la DFS aporta informacion sobre el prondstico del PCa en relacion a la
expresion de los marcadores seleccionados previamente. Primero, se observo que el
incremento de expresién de Pecam1 correlacionaba con un peor prondstico. A
continuacion, se examinaron los marcadores de pericitos seleccionados y se mostré que
la pérdida de Des, Anpep y Cd248 se relacionaba con un peor prondéstico (Figura R 2).
Des, Anpepy Cd248 son marcadores de diferenciacion de pericitos, siendo su expresion
elevada un sinénimo de pericito maduro y funcional. Entre ellos, desmina (Des) es el
marcador que presenta datos mas robustos presentando datos estadisticos de
expresion y DFS (p-value = 5,8654e-21 y p-value = 0.0045, respectivamente) entre los

tres que comparten fenotipo.

Conjuntamente los datos in silico indican que (i) el marcador endotelial (Pecam1)
indica una relacion directa entre incremento de expresién y mal pronoéstico como esta
bien descrito en el proceso de angiogénesis en cancer (9); (ii) los marcadores de
pericitos propuestos tienen comportamientos diferentes durante la progresion tumoral,
sobre todo en su correlacién con la DFS; y (iii) el fenotipo in silico que presenta desmina

(Des) lo hace un buen candidato para iniciar la caracterizacién de los pericitos en PCa.
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Figura R 2. Desmina es el marcador de pericitos mas predictivo en la progresiéon tumoral

Representacion de la supervivencia libre de enfermedad. Q1 = azul, Q4 = rojo.

1.2. La presencia tumoral en modelos murinos muestra un incremento en
la angiogénesis

A continuacién, se procedio a la validaciéon de los datos computacionales obtenidos
en el CancerTool en modelos experimentales de cancer de prostata (Figuras R1y R
2). Para ello se disefaron tres modelos murinos que representan diferentes estadios del
cancer de proéstata: Control (Pb-Cre-PTENW™T)  Tumor (Pb-Cre-PTEN>fox) y
Metastasis (Pb-Cre-PTENMWT; KB11o¥flox)  Con la finalidad de desarrollar dichos
modelos, se introdujeron modificaciones genéticas de los genes Pten y Lkb1 bajo el
control de la Probasin-Cre. El constructor Probasin-Cre consta del promotor Probasin,
el cual se activa durante la pubertad en el epitelio glandular de la préstata, y la proteina

recombinasa Cre, la cual lleva a cabo las recombinaciones genéticas de Pteny Lkb1.

Primero se validaron los resultados con Pecam1 haciendo un estudio de la
angiogénesis tumoral en la prostata. Para ello, se hicieron tinciones de
inmunofluorescencia de CD31 (proteina de Pecam1) en los tres modelos murinos
(Figura R 3A). Con la finalidad de estudiar la angiogénesis, se realizaron dos analisis
diferentes: expresion de CD31 en el tejido y numero de vasos sanguineos. Se vio un
leve incremento de la expresion de CD31 con la progresion tumoral (Figura R 3B) y un

mayor numero de vasos relacionado con la presencia tumoral (Figura R 3C).
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Estos datos son consistentes con la nocion que la progresion tumoral se asocia a un
incremento de angiogénesis. Ademas, son coherente con la informacion obtenida
mediante el analisis computacion del CancerTool, validando asi el uso de la herramienta
para el estudio de las células murales, las otras células que forman los vasos

sanguineos.

Control Tumor Metastasis

CD31 DAPI

Area CD31* (%)
NUamero de vasos

Figura R 3. La angiogénesis se ve incrementada con la aparicion del cancer

(A) Imagenes representativas de prostatas Control (Pb-Cre-PTENWTWT) Tumor (Pb-Cre-PTENfox/flox) y
Metastasis (Pb-Cre-PTENIYWT:| KB1floxflox) tefiidas para CD31 (verde). (B) Cuantificacion del area
positiva de CD31. (C) Cuantificacion del ndmero de vasos sanguineos. n = 9-10. Los datos
representados corresponden a los valores promedio. Las barras de dispersion corresponden al S.E.M.
El analisis estadistico se llevé a cabo con la prueba de multiple comparacion Kruskal-Wallis. *p<0.05,
**p<0.01 y ***p<0.0001 se consideraron estadisticamente significativos.

1.3. La expresion de desmina en areas perivasculares disminuye con la
agresividad tumoral

A continuacién, se inicio el estudio de desmina en pericitos mediante tinciones de
inmunofluorescencia. Inesperadamente, desmina mostré un patron inespecifico para
pericitos (Figura R 4). Fueron identificadas dos areas de expresion distintas: zona
perivascular (Figura R 4a) y zona glandular (Figura R 4b). Se sabe que los pericitos se
localizan entorno a los vasos. Por ello se considerd que las células con expresion de
desmina ubicadas rodeando las glandulas debian corresponder a la capa fibromuscular
descrita en la bibliografia (15,127).
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Figura R 4. La expresion de desmina se encuentra en areas perivasculares y glandulares

Inmunodeteccion por fluorescencia de las proteinas desmina (rojo) y CD31 (verde) en tejido estromal
de préstata murina. Las regiones marcadas se amplian a la derecha indicando (a) un vaso sanguineo
y (b) una zona de capa fibromuscular entorno a la glandula.

A pesar de la inespecificidad del marcador, la posibilidad de identificar y diferenciar
ambas areas permitia continuar con la caracterizacion de desmina (Figura R 5A).
Teniendo en cuenta que los datos obtenidos del CancerTool incluyen todo el tejido
prostatico, se decidid analizar la expresion total (area glandular y perivascular) de
desmina la cual se vio reducida de igual manera en el modelo tumoral y en el metastatico
(Figura R 5B). Este resultado determina que la aparicion del tumor es suficiente para

afectar a la totalidad de células positivas para desmina.

Como el objetivo del proyecto es conocer el papel de los pericitos en el PCa, nos
centramos en las células que recubren el area perivascular. Dicho analisis mostré una
pérdida de expresion de desmina con el inicio de la carcinogénesis que se hacia mas
pronunciada con la agresividad tumoral (Figura R 5C). Este resultado muestra una
relacion directa entre progresiéon tumoral y disminucion de desmina en la zona
perivascular. El estudio de los pericitos en prostata es escaso y controvertido en cuanto
a la caracterizacion celular, pero existen resultados que relacionan la pérdida de

desmina en los vasos con la presencia tumoral (128).
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Control Tumor Metastasis

DES CD31 DAPI

ke

304

Area DES™ (%)

Cobertura vascular DES™ (%)

Figura R 5. La expresion de desmina en la cobertura vascular disminuye progresivamente con
la agresividad tumoral

(A) Imagenes representativas de prostatas Control (Pb-Cre-PTENWTWT) Tumor (Pb-Cre-PTENfo¥/flox) y
Metastasis (Pb-Cre-PTENM¥WT,| KB1floXflox) - tefiidas para desmina (rojo) y CD31 (verde). (B)
Cuantificacion del area positiva de DES en todo el tejido prostatico. (C) Cuantificacion del area positiva
de DES en la cobertura del vaso sanguineo. n = 8-10. Los datos representados corresponden a los
valores promedio. Las barras de dispersion corresponden al S.E.M. El analisis estadistico se llevé a
cabo con la prueba de multiple comparacién Kruskal-Wallis. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.0001 se
consideraron estadisticamente significativos.

1.4. La cobertura del vaso se mantiene aun con el avance de la
enfermedad

Los marcadores de pericitos son dependientes de tejido y el poco estudio en prostata
abre un panorama desconocido e interesante. Es por ello que se decidié analizar la
expresion de los otros marcadores seleccionados inicialmente (Anpep, Cd248, Cspg4,
Pdgfrb y Rgs5). Hubo limitaciones en la puesta a punto de las IF de los marcadores en
las muestras de PCa incluidas en parafina, dichas complicaciones obligaron a la
seleccion de un nuevo marcador de estudio. La eleccion fue Acta2 ya que se considera
un marcador de células murales y, en algunos casos, también marcador de pericitos
(57,128). Tras seleccionar Acta2 como candidato, lo primero que se hizo fue estudiar su
comportamiento en el CancerTool como se habia realizado anteriormente con los demas
marcadores. Como se puede observar en la Figura R 6, la expresion de Acta2
disminuye con la progresion tumoral (Figura R 6A) y esta pérdida de marcador va

relacionada con una menor DFS (Figura R 6B). Estos resultados concuerdan con los
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obtenidos con Des y proporcionan un marcador alternativo para completar la

caracterizacion.
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Figura R 6. Acta2 tiene el mismo comportamiento que Des en cuanto a expresion y DFS

El siguiente paso consistio en validar aSMA (proteina de Acta2) mediante
inmunofluorescencia. Lo primero que se observé fue que aSMA seguia el mismo patron
de expresion que desmina, una doble senalizacidbn en areas perivasculares y
glandulares (Figura R 7A). Al igual que con desmina, debido a que el CancerTool
incluye datos de todo el tejido prostatico, se analizé la expresion total del marcador y se
vio una pérdida con el inicio de la carcinogénesis (Figura R 7B). Estos resultados serian

coherentes con los obtenidos en el CancerTool.

Al centrar el andlisis en la zona perivascular, donde se encuentran los pericitos, no
se observaron cambios en la expresion con la progresion tumoral (Figura R 7C). Esta
diferencia de patron entre aSMA y Des sugiere que (i) la cobertura vascular se mantiene
aun con el avance de la enfermedad; y (ii) el marcador de desmina en los vasos podria
estar mas relacionado con los pericitos mientras que aSMA podria expresarse en

ambos, pericitos y vSMC.
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Figura R 7. La expresion de aSMA en la cobertura vascular no se ve modificada con la
agresividad

(A) Imagenes representativas de prostatas Control (Pb-Cre-PTENWTWT) Tumor (Pb-Cre-PTENfoxflox) y
Metastasis (Pb-Cre-PTENWT;| KB1floflox) - tefiidas para oSMA (rojo) y CD31 (verde). (B)
Cuantificacion del area positiva de DES en todo el tejido prostatico. (C) Cuantificacion del area positiva
de DES en la cobertura del vaso sanguineo. n = 9-10. Los datos representados corresponden a los
valores promedio. Las barras de dispersion corresponden al S.E.M. El analisis estadistico se llevo a
cabo con la prueba de multiple comparacién Kruskal-Wallis. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.0001 se
consideraron estadisticamente significativos.

1.5. La pérdida de desmina en la cobertura vascular depende de la
agresividad tumoral

El objetivo final de este proyecto es testear y encontrar tratamientos que puedan
recuperar las caracteristicas basales de los vasos sanguineos y los pericitos en la
cobertura basal, esperando recuperar o incrementar la expresion de desmina en estos
ultimos. Los modelos murinos de PCa bajo el control de la Probasin-Cre caracterizados
hasta el momento se procesaron a los 6 meses de crecimiento tumoral. Este proceso
es demasiado prolongado para ensayos in vivo con tratamientos o inhibidores, por este
motivo se disefiaron dos modelos murinos ortotépicos. Uno de ellos se realizé con
células murinas Pb-Cre-PTEN¥flox.| KB1flo¥flox phrocedentes de ratones con un genotipo
mas agresivo que los caracterizados anteriormente, el segundo con células DU145
pertenecientes a una linea celular humana de PCa. En ambos casos se cultivaron las
células in vitro para, posteriormente, inyectarlas en la préstata de ratones wildtype. Tras

procesar los tumores obtenidos, se analizaron desmina y aSMA con el objetivo de
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estudiar el comportamiento de los marcadores y, por ende, decidir si eran adecuados

como modelos alternativos.

En los tumores ortotopicos PTENf¥fox:| KB1floxflox ge  gstudiaron tres estadios
diferentes: 3, 6 y punto final (8-15) semanas de crecimiento tumoral. Como el objetivo
es valorar la afectacién de la cobertura vascular, se analizé la expresion de los
marcadores en dicha area. Al comparar con los modelos analizados previamente, se
observé una pérdida mayor de desmina en la cobertura vascular, la cual fue evidente
desde el tiempo mas corto de 3 semanas (Figura R 8A). Estos datos sugieren que este
es un buen modelo de cancer de préstata con baja expresiéon de demsina en los

pericitos.

En el caso de aSMA, se vio una reduccién en la expresion comparando con los
modelos anteriores, pero se mantenian estables entre los 3 tiempos estudiados del
modelo ortotépico (Figura R 8B). Teniendo en cuenta el genotipo mas agresivo de estas
células tumorales, la pérdida de aSMA puede ser debida al incremento en agresividad
del modelo. Aun asi, obtener niveles de expresion iguales en los 3 tiempos analizados
permite seguir considerando aSMA como un marcador informativo sobre la cobertura

vascular.
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Figura R 8. En los tumores ortotopicos PTENflox/flox;] KBqflox/flox hay una pérdida mucho mas
acusada de la expresiéon de desmina

Andlisis de la cobertura vascular en los modelos Control (Pb-Cre-PTENWTWT)  Tumor (Pb-Cre-
PTENfo¥floxy - Metastasis  (Pb-Cre-PTENfXWT;| KB1floxfloxy v Tumores ortotdpicos  (Pb-Cre-
PTENTfoxflox:| KB1floxflox) (A) Cuantificacion del area positiva de DES en la cobertura del vaso sanguineo.
(B) Cuantificacion del area positiva de aSMA en la cobertura del vaso sanguineo. n = 4. Los datos
representados corresponden a los valores promedio. Las barras de dispersion corresponden al S.E.M.
El andlisis estadistico se llevé a cabo con la prueba de multiple comparacion Kruskal-Wallis. *p<0.05,
**p<0.01 y ***p<0.0001 se consideraron estadisticamente significativos.
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Por otro lado, se estudiaron los tumores procedentes de las células humanas
DU145. El modelo mostré una pérdida mayor de desmina en la cobertura vascular
comparado con los modelos iniciales (Figura R 9A). Ademas, si se observan los valores
detenidamente, el porcentaje de cobertura vascular de este modelo DU145 también
tiene menor expresion de desmina que los modelos ortotépicos caracterizados en el
apartado anterior (Figura R 8A). Esto sugiere que el modelo DU145 podria ser el mas
agresivo de todos, yendo la pérdida de expresidon de desmina acorde con este
comportamiento tumoral. También es posible que la pérdida de expresion en desmina
sea simplemente un reflejo de rapido crecimiento tumoral de este modelo. Esto sugeriria
que el modelo DU145 no es un modelo ideal para estudiar la biologia que esconde la
pérdida de desmina, pero si podria ser un buen modelo preclinico para estudiar posibles
tratamientos que restablezcan la funcién y expresion de marcadores canodnicos de los

pericitos.

Tal y como se muestra en la Figura R 9B, la expresion de aSMA también disminuye
en este modelo ortotdpico. Si los resultados se comparan con los tumores
PTENfoxfox| KB1floXflox - se puede apreciar que la expresion del marcador en los 4
modelos se encuentra entorno al 5% (Figura R 8B). Este resultado nos reafirma que
aSMA puede ser un buen marcador de cobertura vascular son menor dependencia que

desmina a la agresividad tumoral.
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Figura R 9. La expresion de desmina en la cobertura vascular disminuye en los modelos
ortotopicos DU145

Analisis de la cobertura vascular en los modelos Control (Pb-Cre-PTENWTWT)  Tumor (Pb-Cre-
PTENfo¥floxy - Metastasis (Pb-Cre-PTENXWT:| KB1fo¥flox) v Tumor ortotopicos de células humanas
(DU145) (A) Cuantificacion del area positiva de DES en la cobertura del vaso sanguineo. (B)
Cuantificacion del area positiva de aSMA en la cobertura del vaso sanguineo. n = 4. Los datos
representados corresponden a los valores promedio. Las barras de dispersion corresponden al S.E.M.
El analisis estadistico se llevo a cabo con la prueba de multiple comparacion Kruskal-Wallis. *p<0.05,
**p<0.01 y ***p<0.0001 se consideraron estadisticamente significativos.
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Teniendo en cuenta los analisis realizados, ambos modelos ortotépicos tienen
caracteristicas adecuadas para ser usado como modelos murinos de PCa en ensayos
in vivo con tratamientos. En el caso de los modelos ortotépico PTENfox¥flox.| KB1floxfflox g|
crecimiento tumoral de 3 semanas permitiria realizar los experimentos en el menor

tiempo posible. Por otro lado, el modelo tumoral DU145 ofrece un fenotipo mas agresivo.

1.6. Las muestras humanas muestran un comportamiento similar en la
expresion de desmina en los vasos sanguineos ante la agresividad del
tumor

Una vez caracterizados los modelos murinos, se decidié comprobar si los resultados

obtenidos eran replicables en muestras humanas. Para ello se recogié una cohorte de
tumores primarios de PCa a los cuales se les realiza un seguimiento postquirdrgico de
unos 8 afios. Estas biopsias se agruparon segun las caracteristicas del tumor primario
y de la recurrencia metastatica posterior a la operacion (Tabla R 1). Teniendo en cuenta
este método de clasificacion, se seleccionaron 11 pacientes con 2 fenotipos tumorales
diferentes: (i) Tumores sin recurrencia: Incluye 6 pacientes con tumores primarios de
Gleason 7 y sin recurrencia metastatica tras la cirugia. Este grupo se nombré como
grupo "Tumor” en los analisis realizados; (ii) Tumores con recurrencia metastasica:
Incluye 5 pacientes con tumores primarios agresivos de Gleason 7 y/o con recurrencia
metastatica 6sea, en ganglios o en multiples zonas. Este grupo se nombré como grupo

"Metastasis” en los analisis realizados.

Se opto por estos fenotipos por ser los mas similares a los obtenidos en los modelos
murinos. Los tumores de ratéon Pb-Cre-PTENT¥x (Tumor) tienen un fenotipo homologo
a los tumores humanos sin recurrencia ya que la modificacién genética de Pten no crea
metastasis a largo plazo. A su vez, los tumores Pb-Cre-PTENWT:| KB1floxflox
(Metastasis) imitarian a los tumores humanos con recurrencia metastatica debido a que
la combinacion genética de Pten/Lkb1 provoca el desarrollo de metastasis. Aun asi, en
este ultimo caso, hay que tener en consideracion que la metastasis en el modelo murino

aparece con el tumor primario a diferencia de las biopsias humanas.
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Tabla R 1. Estadios de las biopsias humanas

: Tipo de e A - = ; .

Paciente P Caracteristicas del tumor primario Gleason | Estadio | Metastasis
muestra

Paciente 1 PCa no Adenocarcinoma de pmstata_de tlpq convencional, 7 2a NO
recurrente moderadamente diferenciado

Pacienie 2 PCa no Adenocarcinoma de pmslata_de llpq convencional, 7 26 NO
recurrente moderadamente diferenciado

Paciente 3 PCa no Adenocarcinoma de pmstata_de tlpq convencional, 7 3a NO
recurrente moderadamente diferenciado

Patieria PCa no Adenocarcinoma de pmslata_de llpq convencional, 7 2 NO
recurrente moderadamente diferenciado

BaGierio PCa no Adenocarcinoma de pmstata_de tlpq convencional, 7 2 NO
recurrente moderadamente diferenciado

PaTeHEG PCa no Adenocarcinoma de pmslata_de llpq convencional, 7 2 NO
recurrente moderadamente diferenciado

. PCa recurrente Adenocarcinoma de préstata moderada- .

Paciente 7 i ; : 9 3a Osea
metastatico escasamente diferenciado

Pacienie 8 e rectfr_renle Adenocarcinoma de préstata de tipo convencional 7 2¢c Gan.glms T
metastatico regionales

BYEGTE PCa rect!rrenle Adenqcarcmoma de préstata bllalerarll de tlpo g 3a Multiples
metastatico convencional, moderada-pobremente diferenciado

Pacicnie 10 PCa rect!r_renle Adenocarcmom_a de pr_ostata pobremente g 3b Gan_gllos no
metastatico diferenciado regionales

Paciente 11 PCa rect!rrenle Adenocarcinoma de préstata dertlpm cqnvencmnaL g 3b Mutiples
metastatico moderada-pobremente diferenciado

Una vez decididos los fenotipos tumorales humanos mas adecuados, se inicio la
caracterizacion por el estudio de la angiogénesis tumoral (Figura R 10A). Se realizaron
los mismos analisis que en las muestras murinas: expresion total de CD31 en el tejido
prostatico y nimero de vasos. Los datos obtenidos mostraron una tendencia a perder
expresion de CD31 en las biopsias recurrentes (Figura R 10B), pero manteniendo el
mismo numero de vasos (Figura R 10C). Estos resultados sugieren una reduccién de

tamano en los vasos sanguineos.

Para validar el tamafio vascular, se examino el lumen de los vasos sanguineos y los
resultados indicaron una tendencia a la disminucion del tamafio de estos (Figura R
10D). Se sabe que la alta densidad microvascular es un marcador de mal prondstico
descrito en diversos tipos de cancer, incluido el PCa (60,64). Considerando esta
informacion, los resultados sugieren que las biopsias humanas con recurrencia
metastatica postquirdrgica podrian tener una predisposicion a la formacion o
mantenimiento de vasos de menor tamano los cuales potenciarian el proceso de

colonizacion e invasion.



RESULTADOS

A Tumor Metastasis B
0.54
LN
_ e::-e 0.4
= R
(=] = 0.34 |
= 8 I
5 g *2| + | I
= o
< 9414
0.0
Tumor Metastasis
C D
10 800+
. <
7] _ T =2
P L el T
: 6 L 1 E
- ¥ 1 @ 400
2 4 >
£ 8 1
; 200+ ¢
2 2 £
-
0 0
Tumor Metastasis Tumor Metastasis

Figura R 10. El tamafio de los vasos sanguineos se reduce con la recurrencia de la enfermedad
(A) Imagenes representativas de préstatas Tumor (tumores sin recurrencia) y Metastasis (tumores con
recurrencia metastasica) tefiidas para CD31 (verde). (B) Cuantificacion del area positiva de CD31. (C)
Cuantificacion del numero de vasos sanguineos. (D) Cuantificacion del lumen vascular. n = 5-6. Los
datos representados corresponden a los valores promedio. Las barras de dispersiéon corresponden al

S.E.M. El analisis estadistico se llevé a cabo con la prueba de multiple comparacién Mann-Whitney.
*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.0001 se consideraron estadisticamente significativos.

A continuacion, se prosiguié con la caracterizacion de desmina y aSMA en las zonas
perivasculares. El estudio de desmina (Figura R 11A) mostré una tendencia en la
pérdida de expresion en los pacientes con recurrencia metastasica (Figura R 11B).
Estos resultados son coherentes con los obtenidos previamente en los modelos

murinos, tanto los genéticamente modificados como los ortotopicos.

En el caso de la expresion de aSMA se observé también una disminucion del
marcador (Figura R 11C). Analizando y comparando detalladamente los porcentajes de
expresion, se comprobd que el fenotipo humano no recurrente tiene un porcentaje de
cobertura del 5% al igual que los modelos murinos mas agresivos de la Seccién 1.5.
Esto confirmaria la agresividad del tumor recurrente metastatico. Ademas, estos datos
reforzarian la idea descrita sobre que el incremento de la agresividad puede reducir la
expresion de aSMA en la cobertura vascular, pero manteniendo niveles mas elevados

que desmina.
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Figura R 11. La expresion de desmina en la cobertura vascular disminuye en condiciones
metastaticas, al igual que en las muestras de raton

(A) Imagenes representativas de préstatas Tumor (tumores sin recurrencia) y Metéstasis (tumores con
recurrencia metastasica) tefidas para desmina (rojo) y CD31 (verde). (B) Cuantificacion del area
positiva de DES en la cobertura del vaso sanguineo. (C) Cuantificacion del area positiva de aSMA en
la cobertura del vaso sanguineo. n = 5-6. Los datos representados corresponden a los valores
promedio. Las barras de dispersién corresponden al S.E.M. El andlisis estadistico se llevd a cabo con
la prueba de multiple comparacion Mann-Whitney. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.0001 se consideraron
estadisticamente significativos.

Los resultados de las muestras humanas sugieren comportamientos similares a los
obtenidos en los modelos murinos, tanto en la pérdida de desmina perivascular como la
reduccion de aSMA segun la agresividad del tumor. Estos analisis se complementaran
y ampliaran con mayor numero de muestras a medida que la cohorte de biopsias se

incremente.

1.7. La cobertura del vaso no se ve modificada por la agresividad tumoral
A lo largo de la caracterizacion, se ha valorado el mantenimiento de la cobertura por
la presencia de aSMA. A su vez, se ha descrito la pérdida de desmina en el area

perivascular sin determinar si dicha reduccion es debida cambio en la entidad del pericito



RESULTADOS

0 a una desaparicion de los pericitos en la cobertura vascular. Con el objetivo de dar
respuesta a esta incégnita, se decidio usar la microcopia electronica como técnica para
detectar la presencia o no de pericitos entorno a los vasos sanguineos. Para este
analisis se utilizaron dos muestras de prostatas control (Pb-Cre-PTEN"W™T) y dos
metastasicas (Pb-Cre-PTEN™WT:[ kp1fo¥flox) - genotipos que fueron escogidos para

comparar las condiciones tumorales mas extremas.

La microscopia electrénica ha permitido caracterizar y detallar una gran cantidad de
células y sus componentes en diferentes tejidos. Existen articulos sobre préstata y PCa
que contienen analisis realizados con microscopia electrénica, aunque son escasos los
que muestren estudios centrados en pericitos en dicho tejido (129,130). Usando la
limitada informacion publicada y la descripcion de las células estromales en otros
organos, se iniciaron las observaciones para caracterizar y diferenciar las diferentes
células localizadas cerca de los vasos sanguineos. Se consiguieron identificar células
endoteliales (EC), pericitos (PC), células vasculares de musculo liso (SMC) y
fibroblastos (FB) (Figura R 12).

Y euc
Figura R 12. La microscopia electronica permite caracterizar e identificar las células vasculares

Iméagenes representativas de microscopia electrénica de las células estromales relacionadas con los
vasos sanguineos en prostatas Control (Pb-Cre-PTENWTWT), EC = célula endotelial; PC = pericito; SMC
= célula vascular de musculo liso; FB = fibroblasto.
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Las células endoteliales se identificaron por su localizacién formando el vaso
sanguineo, dejando el espacio luminal en su interior muchas veces con presencia de
eritrocitos o globulos blancos. Los pericitos y las SMC se diferenciaron por su morfologia
y proximidad a las EC. Los pericitos se localizaban en contacto directo con las EC;
mientras que las SMC se encontraban mas alejadas. Ademas, la morfologia de los
pericitos se caracterizé por un cuerpo redondeado con finas prolongaciones entorno a
las EC; en cambio las SMC mostraban un cuerpo romboide de mayor tamafo, mas
alargado y, normalmente, en agrupacion celular ya sea en monocapa o superpuestas.
Finalmente, los fibroblastos se identificaron por estar separados del vaso sanguineo y

tener una morfologia muy elongada.

Una vez diferenciadas correctamente las células de interés, se seleccionaron entre 30
y 45 vasos sanguineos por fenotipo y se considero si dichos vasos tenian o no pericitos
en su cobertura vascular. Tras una minuciosa observacion, se observé que no habia
diferencias entre la cobertura vascular control y metastatica ya que, en ambos casos,
habia pericitos en la mayoria de vasos (Figura R 13). Estos datos indican que no hay
una pérdida de pericitos en la zona perivascular y sugieren que dichos pericitos estan

sufriendo cambios en su perfil molecular.

Metastasis Control Metastasis

= Presencia PC EH Ausencia PC

Figura R 13. La microscopia electronica demuestra que la cobertura vascular se mantiene con
la agresividad

(A) Imagen representativas de TEM de vaso sanguineo con cobertura de pericitos (PC) en préstatas
Metastasis (Pb-Cre-PTENXWT;| KB1foxflox) EC = célula endotelial; PC = pericito. (B) Cuantificacion de
presencia o ausencia de pericitos en la cobertura vascular. n 2 30. El analisis estadistico se llevo a cabo
con la prueba de multiple comparacion Mann-Whitney. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.0001 se consideraron
estadisticamente significativos.
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2. La senalizacion de TGF-B produce la pérdida de expresion de

desmina y un cambio de identidad en los pericitos/células murales

2.1. Las células murales procedentes de muestras tumorales tienen un
mayor fenotipo de respuesta a TGF-3

A continuacion, se precedié a identificar el mecanismo que produce el cambio de

identidad en los pericitos aplicando la tecnologia de ARNseq de célula unica (single cell

en inglés) de PCa. Para ellos se utilizaron muestras procesadas previamente en el

laboratorio (datos no publicados) por el doctorando Hielke van Splunder. Los analisis

bioinformaticos posteriores realizados especificamente para este proyecto fueron

ejecutados por la doctoranda Ane M. Larrinaga.

La eleccion de grupos murinos a analizar se baso en los datos de caracterizaciéon
mostrados en la Figura R 5C donde se observd que la pérdida de desmina en la
cobertura vascular se producia con el inicio de la carcinogénesis. Es por ello que se
procesaron tres prostatas murinas control (Pb-Cre-PTEN"™T) y tres tumores (Pb-Cre-
PTEN">fox) "Una vez secuenciadas se hizo un control de calidad de las células, se
realizé una correccion de batch effect para eliminar las diferencias técnicas a nivel de
fenotipo y se identificaron los diferentes grupos celulares mediante marcadores
canodnicos. Se obtuvieron 6 grandes grupos: células epiteliales, células mieloides,
células linfoides, células endoteliales, fibroblastos y células murales. La limitacién en el
numero de células murales secuenciadas impide la diferenciacién entre pericitos y
vSMC. Es por ello que los analisis bioinformaticos fueron realizados sobre el grupo
general de células murales y, después, se validaron con bases de datos humanas y

técnicas in vitro en pericitos primarios de raton.

Los datos biolégicos mostraban una expresion de desmina en zonas glandulares y
perivasculares (Figura R 3), por ello, la primera comprobacion que se realizd con los
datos de scRNAseq fue determinar qué grupos celulares expresaban desmina. Se
observé que los grupos con mayor expresion corresponden a los definidos como células
murales y fibroblastos (Figura R 14). Estos datos sugieren que la zona perivascular
podria asociarse a las células murales y, por consiguiente, la zona glandular podria a

los fibroblastos.
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Figura R 14. La expresion de desmina se localiza en las poblaciones de células murales y
fibroblastos

Expresion de desmina por tipo celular ordenados de mayor a menor expresion y representada con box
plots.

En la caracterizacion in vivo se compararon los patrones de desmina en los modelos
tumorales (Figura R 5). Por este motivo, se decidi6 comprobar en los datos de
SCRNAseq la expresion de desmina por fenotipo y no se observaron cambios en la
expresion de células murales entre control y tumor (Figura R 15). Posiblemente, la
diferencia de resultados entre in vivo e in silico se debe al bajo numero de células
analizadas. Por otro lado, la pérdida de expresién en el grupo de fibroblastos es

coherente con las observaciones de las zonas glandulares.

DES Expression

Phenotype

B8 Non-tumour
ﬁ Indolent tumour

Expression Levels

1
[

Mural Cells
Fibroblast
Epithelium

Myeloid Cells
Lymphoid Cells
Endothelial Cells

Cell Type
Figura R 15. La expresion de desmina no varia entre células murales control y tumorales

Expresion de desmina por tipo celular y fenotipo ordenados de mayor a menor expresion y representada
con box plots.
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Con el objetivo de encontrar el mecanismo que produce el cambio molecular de los
pericitos, se decidio llevar a cabo un analisis de interactome del cual que presenta la
probabilidad de interaccion de las vias de sefializacion entre el grupo receptor y diana,
en este caso se utilizé como célula diana el grupo de células murales. Para detectar vias
de sefalizacion diferenciales entre muestras control y tumorales, los analisis se
realizaron por separado. El primer dato relevante que se obtuvo fue que, en tanto en
control como en tumor, las vias con mas interacciones fueron Colageno y Laminina
(Figura R 16). Se sabe que ambas vias se encuentran relacionadas con las células
mesenquimales, dentro de las cuales se incluyen las células murales, debido a su
implicacion en la matriz extracelular y la membrana basal. Por tanto, como las vias de
Colageno y Laminina tienen una funcionalidad muy general, se decidié no tenerlas en
cuenta como posibles mecanismos que interviniesen en los cambios de los pericitos. Al
analizar las demas vias de sefializacion, se detectd que en tumores la via de TGF-$ era
la que tenia mas probabilidades de interaccién con las células murales (Figura R 16A).
Ademas, esta no se encontraba entre las vias de senalizacion de las muestras control

(Figura R 16B), de manera que era exclusiva de la condicién tumoral.
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Figura R 16. La via de sefializacion de TGF-B es exclusiva de las células murales tumorales

Numero de veces que interacciona una via de sefializacion sobre las células murales en condiciones
(A) tumorales y (B) control.
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La via de senalizacion de TGF-p esta descrita como una de las implicadas en la
transformacion de fibroblastos a fibroblastos asociados al cancer (131), entre otras
funciones a lo largo de la carcinogénesis y la metastasis. Teniendo en cuenta esta
informacion, se valoro la posibilidad de que TGF-B pudiese estar afectando de una forma
similar en los pericitos. Para completar y validar la presencia de TGF- en el analisis de
interacciones, se busco una firma que determinaba un fenotipo de activacion por TGF-
B, la cual se obtuvo del articulo Calon et al. 2015. Se analizé la expresion de dicha firma
en las diferentes poblaciones, tanto en controles como en tumores, y se detectd que las
células murales eran las que tenian el mayor fenotipo de activacion por TGF-f. Con el
interés de conocer la afectacién a nivel tumoral, se separaron los datos por fenotipo y
se observo que las células murales procedentes de las muestras tumorales tenian
mayor activacién por TGF-B (Figura R 17). Considerando el analisis de interacciones y
el del fenotipo de activacion por TGF-, se hipotetiz6 que TGF-f podria ser la via de

senalizacién que estaba provocando el cambio de entidad en pericitos.

Cell Identity

Not Active I Non-tumour Active I Indolent tumour Active
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Figura R 17. Las células murales tumorales tienen los valores mas elevados de fenotipo de
respuesta a TGF-§

Porcentaje de fenotipo de respuesta a TGF-f en los diferentes tipos celulares ordenados segun el valor
de las muestras tumorales.

La via de senalizacion TGF-p consta de una proteina dimérica con 3 isoformas
nombradas TGF-1, TGF-B2 y TGF-3 que interaccionan con tres receptores: TGF-BRI,
TGF-BRIl 'y TGF-BRIIl. Generalmente, la proteina TGF- se une a hetero-tetrameros de
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TGF-BRI/ TGF-BRII que contienen proteinas quinasa en el dominio citoplasmatico (99).
Conociendo la base biologica de la via, se estudio la expresiéon de los tres receptores
en los dos fenotipos de células murales (Figura R 18). Respecto a las muestras
tumorales, la expresion del TGF-BR1 mostraba un incremento leve, el TGF-BR2
aumentaba y, por el contrario, el TGF-BR3 disminuia. Estos datos sugieren que el

fenotipo tumoral afecta diferencialmente a la presencia de los diferentes receptores
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Figura R 18. La expresion de los receptores de TGF-§ es diferente segtin la isoforma del receptor
y el fenotipo de las células murales

Expresion de TGF-BR1, 2 y 3 por tipo fenotipo en las células murales representada con box plots.

2.2. Los datos humanos validan la importancia de TGF-p en las células
murales tumorales

Los prometedores resultados obtenidos del scRNAseq de muestras murinas estaban
limitados por el numero de células obtenidas. Por este motivo se decidid validar el
fenotipo de activacion de TGF-f descrito en los model murinos mediante datos publicos
de scRNAseq de muestras humanas de cancer de prostata. Para ello se eligieron cinco
articulos (Tabla M 8) que incluian biopsias de préstatas control y tumorales (PCa). Se
obtuvieron un total de 14.629 células mesenquimales tras realizar una correccion batch
effect para evitar la distribucion heterogenia debido a los diferentes métodos de
secuenciacion y, finalmente, identificar y los diferentes grupos celulares mediante
marcadores canonicos. Dichos marcadores y el completo procesado de las bases de
datos con Seurat se encuentran detallados en Materiales y métodos. Se seleccionaron

unicamente células mesenquimales debido a que el objetivo era validar la importancia
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de TGF-B en las células murales. Se identificaron 3 grupos de células mesenquimales:

células murales, células endoteliales y fibroblastos (Figura R 19).

Articulo Fenotipo Tipo celular

Paperi_Chen2021 @ Paperz_Song2022 @ Papers_Ma2020
@ Paperd_Josepz021 @ PaperS_TabulaSapiens ® |ndolent tumour ® Non-tumour

@ Fibroblast @ Endothelial Cells Mural Cells

Figura R 19. Clasificacion de las células mesenquimales de los datasets humanos

Aproximacion y Proyeccion de Variedad Uniforme (UMAP) de 14629 células individuales. Tres clusteres
de células mesenquimales identificados a través de la clusterizacion e indicados por colores.

Tras agrupar las células obtenidas de las bases de datos, se valoré si el nUmero de
células y la proporcion entre control y tumor era 6ptimo para reforzar los datos murinos
obtenidos previamente. De las 14.629 células mesenquimales procesadas, se
consiguieron 3.414 células murales de las cuales 1.384 eran control y 2.030 eran
tumorales (Figura R 20). El incremento total de células y el equilibrio entre ambos

fenotipos fortalecia el uso de las bases de datos humanas como validacién.

Non-tumour

Indolent tumour

S ° S %

7,
D

Mural Cells [ Endothelial Cells [ Fibroblast
Figura R 20. La proporcion de células murales esta equilibrada entre control y tumor

Distribucion de la composicién celular por fenotipo.

Habiendo incrementado el numero de células murales totales y por fenotipo, se
procedio a estudiar la expresién de desmina en los grupos. Al igual que en los datos
murinos, las células murales eran las que expresaban mas desmina comparado con

fibroblastos y endoteliales. Ademas, se mostraba que la expresion en células murales
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tumorales disminuia respecto al control (Figura R 21), en coherencia con la

caracterizacion realizada previamente tanto en muestras murinas como humanas.

DES Expression

Phenotype

BE Non-tumour
H Indolent tumour

[\9]

Expression Levels

Mural Cells
Fibroblast;

Endothelial Cells

Cell Type

Figura R 21. La expresion de desmina disminuye en las muestras tumorales

Expresion de desmina por tipo celular y fenotipo ordenados de mayor a menor expresion y representada
con box plots.

Como el objetivo era validar el fenotipo de respuesta de activacion por TGF-p de las
células murales tumorales en muestras murinas, se realizd el mismo analisis en los
datos humanos. En coherencia con los resultados anteriores, se vio las células murales
tumorales tenian mayor activacion por TGF-f§ que el control (Figura R 22). Este dato

apoyaba y reforzaba las conclusiones obtenidas en los analisis de los modelos murinos.
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Figura R 22. Las células murales tumorales tienen mayor fenotipo de respuesta a TGF- que las
células murales control

Porcentaje de fenotipo de respuesta a TGF-f en los diferentes tipos celulares ordenados segun el valor
de las muestras tumorales.

Finalmente, también se analizé la expresion de los receptores de TGF-f en los datos
de scRNAseq de las muestras humanas. Tal y como muestras la Figura R 23, la
expresion de los tres receptores tiene una tendencia de incremento en el fenotipo

tumoral humano.

®
2.0 2.0
- wy 2D -
] [} ]
o 3 ]
- har -
c c c
e 8 =
@ 1.0 @ 7 1.0
g ¢ 10 ¢
c a c
o > >
i i w
» 8
0.5 0.5 [
0.5 °
®
ry.
=] 5 5 5 5 5
o [} o o (s} o
£ & E £ £ =
2 2 2 2 2 2
< = c = L =
o © <] o o I
=z 5 Z o) z o
o o =]
= = k=]
TGFBR1 in Mural Cells TGFBR2 in Mural Cells TGFBR3 in Mural Cells

Figura R 23. La expresién de los receptores de TGF-f incrementa en las tres isoformas en las
células murales tumorales

Expresion de TGF-BR1, 2 y 3 por tipo fenotipo en las células murales representada con box plots.
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2.3. Los pericitos tratados con TGF-f in vitro pierden expresion de desmina
y ganan expresion en marcadores fibroblasticos
Los analisis murinos y humanos de scRNAseq sugerian que la via de sefnalizacion
TGF-B podia ser el mecanismo que controlase el cambio molecular de los pericitos. Con
el objetivo de conocer la influencia de TGF-$ en los pericitos, se disefiaron diferentes
ensayos in vitro realizados con cultivos de pericitos primarios de cerebro de raton. Se
eligié el cerebro debido a que es uno de los tejidos mas vascularizados del organismo y
con mayor presencia de pericitos. Las células aisladas se validaron como pericitos
comprobando la expresion proteica de marcadores especificos de pericitos en cerebro

(Figura R 24). Se usaron células endoteliales como control.
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Figura R 24. Los pericitos de cerebro aislados tienen un patréon de expresion proteico especifico

Expresion proteica de marcadores de pericitos (Ng2, Cd13, Des, aSMA) usando células endoteliales
como control.

Tras conseguir pericitos in vitro, se disefid un ensayo con tratamiento de TGF-f. La
isoforma TGF-B1 fue elegida ya que esta descrita como un biomarcador del cancer de
préstata ya que esta asociada su alta expresion a mal prondstico en muestras murinas
y humanas y en ensayos in vitro e in vivo (109,110), ademas de angiogénesis y
metastasis (64,111).

Lo primero que se hizo fue comprobar la respuesta de los pericitos a la activacion
canonica de TGF-B1, es decir, la activacion mediante la fosforilacion de SMAD2/3. Para

ello, se trataron los pericitos con TGF-1 durante 24h y se analizé la activacion de la via
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de senalizacion utilizando el marcador pSMAD3. Tal y como se muestra en la Figura R

25, las células tratadas responden a TGF-p1 fosforilando SMAD3.
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Figura R 25. El tratamiento con TGF-B1 activa pSMAD3 en los pericitos
Expresion proteica de pPSMAD3 en pericitos tratados con TGF-p1.
Ademas, se observé un cambio morfoldgico en los pericitos tratados respecto de los
no tratados. Como se puede ver en la Figura R 26, |la activacion de la via de sefalizacion

de TGF-p otorgd una forma elongada similar a la de los fibroblastos.

Vehiculo

TGF-B1

Figura R 26. El tratamiento de TGF-f1 modifica la morfologia de los pericitos in vitro

Representacion de la morfologia celular observada en los pericitos cultivados in vitro a las 24h de ser

tratados con TGF-31.

Esta descrita la regulacion de la expresion de genes de vSMC mediante TGF-B1 y
la fosforilacion de Smad2/3 (70), por ello se decidié estudiar la activacion transcriptomica
de diferentes marcadores de pericitos y fibroblastos. Se usé Cthrc1 para validar la
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activacion de la via, que se confirmé al detectar el incremento de expresion en los
pericitos tratados (Figura R 27).

Al observar el comportamiento de Des, se vio una disminucion respecto al vehiculo.
Analizando el resto de marcadores de pericitos y fibroblastos, no todos responden igual
a TGF-B1. Los marcadores de pericitos Cd248, Ng2, Pdgfrb y Rgs5 no variaban con el
tratamiento, en cambio Anpep también disminuia como Des. Por otro lado, los
marcadores de fibroblastos Acta? y Acta2 presentan un aumento de expresion, Fsp1 la
pierde y Fap, Twist, Vim se mantuvieron sin cambios (Figura R 27). Este
comportamiento variable entre marcadores sugiere un cambio de entidad en los pericitos
sin demostrar una transformacion total ya que no hay un grupo de marcadores

modificados que sea predominante al resto.
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Figura R 27. La activacion de TGF-f influye en la expresion de desmina y otros marcadores
relacionados con pericitos y fibroblastos

Expresion relativa de genes relacionados con pericitos y fibroblastos tras tratar los pericitos con TGF-
B1, analizados mediante gPCR. n = 5-6. Los datos representados corresponden a los valores promedio.
Las barras de dispersion corresponden al S.E.M. El analisis estadistico se llevo a cabo con la prueba
One sample t test. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.0001 se consideraron estadisticamente significativos.

Finalmente, tras ver la pérdida de desmina a nivel de ARN, se analiz6 la expresion
proteica y se detectd una pérdida de expresién (Figura R 28), la cual es coherente con

los resultados anteriores.
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Figura R 28. El tratamiento con TGF-B1 disminuye desmina en los pericitos

Expresion proteica de DES en pericitos tratados con TGF-B1.

Los complejos analisis in silico y las validaciones in vitro confirman que la via de
sefalizacién de TGF-B provoca un cambio de identidad en los pericitos y afecta
negativamente a la expresion de desmina. Conociendo la importancia de estas células
en los vasos sanguineos, la siguiente cuestion planteada fue descubrir y evaluar las

propiedades vasculares afectadas tras las modificaciones en su cobertura.

3. La funcionalidad del vaso se ve afectada por la pérdida de desmina

en los vasos sanguineos

3.1. La contractilidad vascular esta afectada negativamente por la
modificacién de los pericitos

Los pericitos interaccionan con las células endoteliales para controlar muchas
funciones vasculares como contractilidad y permeabilidad, entre otros (63,82). Para
identificar si TGF-p afecta dichas funciones de una manera sin condicionamiento, se
decidié hacer un analisis transcriptémico comparando pericitos no tratados y tratados
con TGF-B1. Se buscaron las vias de sefializacién o términos enriquecidos en Gene
Ontology (GO) y Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) modificadas
debido al tratamiento. Los resultados mostraban un enriquecimiento en vias
relacionadas con la angiogénesis y, a la vez, una pérdida de contraccion vascular en los

pericitos tratados (Figura R 29).
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Figura R 29. La via de sefalizacion de TGF-3 reduce la contraccién de células musculares lisas
en vasos sanguineos

Analisis de Gene Ontology (GO) y Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) de programas
transcripcionales aumentados (azul) y disminuidos (rojo) en pericitos tratados con TGF-B1. Todos tienen
p<0.05 v estan ordenados de mas significativo a menos.

Como andlisis complementario a la transcriptémica, se ejecuté un estudio in silico
usando datos procedentes del CancerTool. En la Seccién 1.1. se describido desmina
como un gen que pierde su expresion con la progresion tumoral y, dicha pérdida,
correlaciona con un peor pronéstico de la enfermedad (Figuras R 1 y R 2). En este
estudio se consideraron los genes que correlacionaban positivamente con desmina en
pérdida de expresion y mal prondstico. Con estas restricciones se obtuvo una lista de
69 genes (Figura R 30A). Al analizar las vias GO y KEGG relacionadas con estos genes,
la contractilidad vascular una de las funciones representadas (Figura R 30B) y la Unica
que coincidia con las listadas en el analisis transcriptdmico mostrado en la Figura R 29.
Ademas, al observar detenidamente los 69 genes que correlacionaban con desmina, se
detectaron algunos comunmente identificados como genes de contractilidad, por
ejemplo, MYH11 y MYLK (Figura R 30C).
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Figura R 30. La contraccion de células musculares lisas en los vasos sanguineos se ve afectada
por la progresion tumoral

(A) Venn diagram mostrando el numero de genes que correlacionan directamente con desmina. (B)
Andlisis de Gene Ontology (GO) y Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) de programas
transcripcionales enriquecidos en los genes que correlacionan directamente con desmina. (C) Genes
aue correlacionan directamente con desmina.

Los datos del analisis transcriptomico mostraban la contractilidad vascular como una
funcioén afectada negativamente por el tratamiento de TGF-b1. A su vez, los analisis in
silico mediante el CancerTool la mostraban como una funcion relacionada con los 69
genes que compartian el comportamiento de desmina en situacién tumoral. Es decir, la
contractilidad vascular emporaba con la progresion del tumor. Tras observar estos
resultados, se decidid6 validar los datos en los modelos murinos modificados
genéticamente de PCa: Control (Pb-Cre-PTEN"Y™T) Tumor (Pb-Cre-PTEN¥fox) y
Metastasis (Pb-Cre-PTENWT:| KB1flox/flox).

Se eligio el marcador de contractilidad MYH11 para las IF debido a su habitual uso
en estos ensayos y, mas concretamente, porque era uno de los que aparecia en nuestro
listado de genes que correlacionaban con desmina. De esta manera el resultado de los
analisis de expresion de MYH11 permitia validar los resultados in silico respecto al

comportamiento del marcador y respecto la funcién de contractilidad per se.

La prostata es un érgano glandular como ya se ha definido previamente, esto informa
y anticipa que la expresion de genes contractiles se encontrara entorno a las glandulas
ademas de en los vasos (15,16). La expresion de MYH11 por IF confirma este hecho al

detectar expresion del marcador en zonas perivasculares y glandulares (Figura R 31A).
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Teniendo en cuenta la localizacion de los pericitos como se ha llevado a cabo en otras
secciones, se analizé la expresion en la cobertura vascular y se comprobd que hay una
pérdida relacionada con la metastasis (Figura R 31B). Estos datos afirman que la

pérdida de contractilidad vascular de debe a la progresion tumoral.

Control Tumor Metastasis

MYH11 DAPI

Cobertura vascular MYH11* (%)

Figura R 31. La expresion de MYH11 en la cobertura vascular disminuye con la metastasis

(A) Imagenes representativas de prostatas Control (Pb-Cre-PTENWTWT) Tumor (Pb-Cre-PTENo¥flox) y
Metastasis (Pb-Cre-PTENXWT;| KB1foxflox) tefiidas para MYH11 (verde). (B) Cuantificacion del area
positiva de MYH11 en la cobertura del vaso sanguineo. n = 5. Los datos representados corresponden
a los valores promedio. Las barras de dispersion corresponden al S.E.M. El andlisis estadistico se llevo

a cabo con la prueba de multiple comparacion Kruskal-Wallis. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.0001 se
consideraron estadisticamente significativos.

Tras esta caracterizacion inicial, se determind la expresion de este gen de
contractilidad en pericitos in vitro tratados con TGF-B1. Se observé una tendencia a la
pérdida de expresion de ARN de MYH11 a las 48h (Figura R 32). Estos resultados irian
en coherencia con los mostrados en la Figura R 31B donde la pérdida mas acusada de
expresion se da en tiempos mas prolongados en condiciones con mayor progresion

tumoral y, posiblemente, mayor presencia de TGF-f3.
2.5+
2.0

1.5

1.0 L ....... -
0.5+ i

0.0

Relative expression

T T
24h 48h
Figura R 32. La activacion de TGF-B reduce la expresiéon de MYH11 in vitro

Expresion relativa de MYH11 tras tratar los pericitos con TGF-B1, analizada mediante gPCR. n = 5-6.
Los datos representados corresponden a los valores promedio. Las barras de dispersién corresponden
al S.E.M. El analisis estadistico se llevé a cabo con la prueba One sample t test. *p<0.05, **p<0.01 y
***p<0.0001 se consideraron estadisticamente significativos.
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El conjunto de resultados obtenidos mediante la caracterizacion por IF y el
tratamiento con TGF-1 determina que la contractilidad vascular se ve afectada por la

agresividad del tumor.

3.2. Ellumen vascular se incrementa con la progresion de tumor

Otra de las funciones que se caracteristicas de los vasos tumorales es el incremento
del lumen vascular, el cual se asocia a perdida de contractilidad y a disfuncionalidad de
las células que conforman los vasos sanguineos. Al analizar el lumen vascular en los
modelos murinos, se confirmd que el incremento progresivo del lumen con la agresividad
del tumor (Figura R 33).
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Figura R 33. El incremento de lumen vascular es una caracteristica de la pérdida de
contractilidad vascular

(A) Imagenes representativas de prostatas Control (Pb-Cre-PTENWTWT) Tumor (Pb-Cre-PTENfoxflox) y
Metastasis (Pb-Cre-PTEN1YWT:| KB1floxflox) tefiidas para CD31 (verde). (B) Cuantificacion del lumen
de los vasos sanguineos. n = 9-10. Los datos representados corresponden a los valores promedio. Las
barras de dispersion corresponden al S.E.M. El analisis estadistico se llevo a cabo con la prueba de
multiple comparacién  Kruskal-Wallis.  *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.0001 se consideraron
estadisticamente significativos.

3.3. La agresividad del tumor produce una afectacién en los pericitos
promoviendo la extravasacion

La permeabilidad vascular también se ve afectada por la disfuncionalidad vascular

durante la carcinogénesis y la metastasis. Los vasos con mayor permeabilidad producen

mayor facilidad de extravasacion, lo cual es un factor importante para la colonizacion de

nichos metastaticos. Debido a la importancia de esta funcion en la propagacién de la

enfermedad, se decidi6 estudiar la permeabilidad de los vasos sanguineos.

El estudio de la extravasacion en los modelos murinos se realizd analizando la
expresion del marcador de eritrocitos Ter119. El patrén de expresion de Ter119 en los
ratones control se encontraba localizado en el lumen de los vasos sanguineos; por el

contrario, en las muestras tumorales se detectaron eritrocitos en el tejido prostatico fuera
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de los vasos (Figura R 34A). Ademas, la extravasacion de eritrocitos se incrementaba

con la agresividad tumoral (Figura R 34B).

Control Tumor Metastasis
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Figura R 34. El aumento de la extravasacion de eritrocitos es una caracteristica de la afectacion
vascular debido al tumor

(A) Imagenes representativas de prostatas Control (Pb-Cre-PTENWTWT) Tumor (Pb-Cre-PTENfoxflox) y
Metastasis (Pb-Cre-PTENWT:| KB1fox/floX) tefiidas para Ter119 (verde). (B) Cuantificacion del area
positiva de Ter119 fuera del vaso sanguineo. n = 6. Los datos representados corresponden a los valores
promedio. Las barras de dispersion corresponden al S.E.M. El analisis estadistico se llevd a cabo con
la prueba de multiple comparacion Kruskal-Wallis. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.0001 se consideraron
estadisticamente significativos.

Los analisis de contractilidad y extravasacion confirmaron la afectacion en la
funcionalidad vascular, no solo provocada por la presencia del tumor, sino también por

la influencia de la vasculatura tumoral disfuncional.
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4. El inhibitor de TGF- in vitro favorece la recuperacion de desmina y

otros marcadores a sus estados basales

La finalidad de este proyecto es poder devolverles a los pericitos su identidad inicial
y ver como afecta esto a la agresividad del tumor. Para ello se han realizado ensayos in
vitro y disefiado dos modelos ortotdpicos que se han caracterizado y validado como

alternativas optimas para el estudio del inhibidor de TGF-§ (Seccién 1.5).

Un testeo inicial del inhibidor in vitro es fundamental para las decisiones posteriores
respecto al planteamiento y ejecucion del ensayo in vivo en los modelos ortotopicos. El
ensayo in vitro se realizé con los cultivos primarios de pericitos murinos aislados de
cerebro (descritos en la Seccidén 2.3), los cuales fueron tratados con el inhibidor SIS3
que es especifico para la fosforilacion de Smad3 (proteina activada por la presencia de
TGF-B). Este inhibidor no afecta a otros componentes downstream de TGF-$ como

Smad2 o a vias de sefalizacion relacionadas como MAPK, ERK o PI3K.

Primero se comprobd si habia rescate fenotipico en Cthrc1, marcador que permite
valorar la activacion por TGF-B. Al observar una disminucion de Cthrc1 en los pericitos

tratados con inhibidor, podemos confirmar que el tratamiento funciona (Figura R 35).
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Figura R 35. La expresion de desmina tiene una tendencia a recuperar su estado basal tras el
tratamiento con el inhibidor de TGF-§

Expresion relativa de genes relacionados con pericitos y fibroblastos tras tratar los pericitos con TGF-
B1 y/o el inhibidor de TGFB-R (SIS3), analizados mediante gPCR. n = 2-3. Los datos representados
corresponden a los valores promedio. Las barras de dispersion corresponden al S.E.M. El analisis
estadistico se llevd a cabo con la prueba Krustal-Wallis. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.0001 se
consideraron estadisticamente significativos.
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A continuacién, se analizaron 3 marcadores de pericitos (Des, Anpep y Rgs5), 2
marcadores de fibroblastos (Acta? y Acta2) y un marcador de contractilidad (Myh17).
Estos marcadores se escogieron por estar modificados en el ensayo in vitro de pericitos
tratados con TGF-b1 (Des, Anpep, Rgs5y Myh11 perdian expresion, mientras que Acta1
y ActaZ2 la ganaban). Al tratar los pericitos con el inhibidor SIS3 se mostraron tendencias
de recuperacion del fenotipo basal en Des, Actal, Acta2 y Myh11 (Figura R35). Esto
sugiere que TGF-b control la expresion de estos genes en pericitos mediante la via

canonica de la via de senalizacién la cual se activa mediante la fosforilacion de SMAD3.

Con los resultados obtenidos del ensayo in vitro, se consideré que se podia iniciar

el ensayo in vivo con los modelos ortotépicos para realizar el estudio de rescate.
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La relevancia de los pericitos como componente del microambiente tumoral y sus
contribuciones en la progresion del cancer han estado subestimadas durante mucho
tiempo. Esta creencia se ha debido principalmente a la promiscuidad de los marcadores
usados para su deteccion y a la comprension generalizada de que la vasculatura tumoral
carece de pericitos. En los ultimos afos el estudio de pericitos esta incrementando,
sobre todo, en condiciones patolégicas. Aun asi, el papel de los pericitos en el cancer

de préstata es totalmente desconocido.

En este estudio, se busca caracterizar los pericitos en el cancer de prostata, en
particular en su implicacion en la progresion tumoral. Se ha demostrado que los pericitos
sufren cambios en su perfil molecular que repercute en la correcta funcionalidad de los

vasos sanguineos.

Por otra parte, se ha estudiado el mecanismo biolégico que provocan modificaciones
en el fenotipo de los pericitos. Gracias al uso de diferentes técnicas in silico, se sugiere
que la via de senalizacion TGF-f esta afectando a los pericitos en condiciones
tumorales. Las validaciones in vitro demuestran que TGF- provoca alteraciones en

diferentes marcadores candnicos definiendo un fenotipo patolégico en pericitos.

El objetivo final del proyecto es realizar un rescate del fenotipo mediante inhibidores
de TGF-, tanto in vitro como in vivo. La inhibicion de la via candnica de TGF-f3 devuelve
a los pericitos in vitro niveles basales de los marcadores. Ademas, se esta generando

un modelo murino ortotdpico que permita validar la recuperacion in vivo.

Como se ha mencionado en anteriores ocasiones, a nivel molecular no existe un
marcador exclusivo de pericitos (83—85) lo que dificulta su identificacién en tejidos poco
estudiados como la préstata. Las técnicas in silico estan siendo usadas para la
exploracion 'y experimentacion de procesos bioldgicos mediante analisis
computacionales. Considerando esta informacién, el uso de la herramienta
bioinformatica CancerTool fue el punto de partida para seleccionar el candidato mas
optimo como marcador de pericitos en prostata. Esta herramienta recoge datos
humanos que permiten entender el comportamiento de expresion de genes y la relacion

de estos con la agresividad y la supervivencia libre de enfermedad.

Se eligieron marcadores canonicos de pericitos (Desmin, Anpep, Cd248, Cspg4,

Pdgfrb y Rgs5) en otros tejidos para valorar su comportamiento en el PCa. El
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comportamiento de Desmin muestra una pérdida de expresién con la progresién tumoral
y un peor pronostico por dicha pérdida. Se incluyd un marcador de células endoteliales
(Pecam1) en el analisis con el objetivo de validar los resultados. Como se esperaba, la
expresion de Pecam1 incrementa con la progresion provocando un peor pronostico,
datos coherentes con el incremento de la angiogénesis tumoral. Los resultados
obtenidos mediante CancerTool (i) sugieren que Desmin es el marcador mas 6ptimo
para caracterizar pericitos en PCa, (ii) muestra un incremento de la expresion de
Pecam1 coherente con proceso de angiogénesis tumoral (60) y (iii) define Pecam1 como

un buen marcador para validar la herramienta.

El uso del CancerTool es informativo para tener un conocimiento base sobre los
marcadores de interés en cancer de préstata. Aun asi, hay que considerar las
limitaciones de la herramienta: son bases de datos procedentes de muestras humanas
las cuales pueden proporcionar resultados ligeramente diferentes a los murinos y los

resultados in silico obtenidos necesitan validacion experimental.

Ofra técnica que esta siendo fundamental en el estudio de enfermedades como el
cancer, sobre todo en cuanto a la caracterizaciéon del microambiente tumoral, es el
ScRNAseq (83-85). Esta avanzada técnica de secuenciacion permite investigar el
desarrollo del tejido, la heterogeneidad celular y la respuesta celular en condiciones
patolégicas. La realizacion de la técnica de scRNAseq tiene como objetivos principales
(i) la identificacion de tipos celulares poco descritos o posibles estadios celulares
patolégicos en condiciones tumorales vy (ii) el descubrimiento de un mecanismo que

regule el cambio de identidad de los pericitos.

En este estudio se procesaron muestras de los modelos murinos control (Pb-Cre-
PTENWT™T)y tumor (Pb-Cre-PTEN¥fox) debido a que la pérdida de desmina se produce
con el inicio de la carcinogénesis. Como validacion de los resultados obtenidos durante
la caracterizacién, se comprobaron los grupos en los que se expresaba desmina v,
posteriormente, como se modificaba esta expresion entre fenotipos. Se observé que
desmina se expresa, al igual que en la caracterizacion por IF de muestras murinas, en
2 grupos: células murales y fibroblastos. Si se miran detalladamente los fenotipos, hay
una pérdida de expresion en el grupo de fibroblastos y valores similares en células

murales.

Aunque los pericitos, en general, estan pobremente definidos debido a la falta de
marcadores candnicos universales que puedan identificarlos (132), la mayor limitacién
en este estudio se debe a las dificultades técnicas para obtener las células. Los pericitos

son una poblacién subrepresentada en los tejidos. Siendo células escasas per se, es
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posible que el procesamiento de la muestra mediante 10X Genomics Platform sea poco
eficiente para pericitos y esto dificulte su obtencion. En Salcher et al. 2022 se comparan
diferentes protocolos de procesamiento de scRNAseq para la caracterizacién de
neutrofilos y determinaron que 10X Genomics es la plataforma que menor cantidad
celular obtiene (133). La carencia de neutrdéfilos que se ha mencionado podria ser un
ejemplo de la ineficacia de 10X Genomics con algunas poblaciones poco abundantes

como los pericitos.

La mayor novedad en este estudio es usar el scRNAseq para la caracterizacion a
alta resolucién de los estadios de diferenciacion, desarrollo y heterogeneidad celular en
prostata. La aplicacion del scRNAseq en el cancer de prostata durante los ultimos afios
se ha limitado a células tumorales circulantes y lineas celulares inmortalizadas. Esta
limitada representacion de tumores humanos y la falta de perfiles del microambiente
tumoral deja en gran parte desconocida la heterogeneidad transcriptomica intratumoral
del cancer mas comun en los hombres (52). Es por ello que se decidié estudiar el
comportamiento fenotipico de las células murales en situacién tumoral para descubrir

que mecanismo estaba implicado la alteracion de dichas células.

Con este objetivo, se realiz6é un analisis de probabilidades de interaccion de vias de
senalizacion considerando las células murales como las células diana. De esta manera,
se observa que TGF-f es la via con mayor probabilidad de numero de interacciones y
es exclusiva de las células murales tumorales. Para completar el estudio, se realizé un
segundo analisis el cual mostraba si la célula diana tenia una firma de fenotipo de
respuesta activa a TGF-$3, la cual se obtuvo de Calon et al. 2015. La firma determina
que las células murales tienen la mayor respuesta de activacion por TGF-B y que,
concretamente, las procedentes de tumores son las mas activas. Si unificamos ambos
analisis, estos sugieren que la via de sefializacion de TGF-f afecta a las células murales

y lo hace con mayor actividad en condiciones tumorales.

La via de senalizacion TGF-p es prometedora como mecanismo modificador de
pericitos ya que se conoce su influencia en la activacion de CAFs (43) o promoviendo
marcadores de vSMC (70). Aun asi, debido a las limitaciones mencionadas
anteriormente, era necesaria una validacion que corroborase los datos obtenidos. En
los ultimos afos, el analisis de muestras humanas por scRNAseq ha permitido validar
resultados de scRNAseq obtenidos en modelos animales (134) e, incluso, crear atlas de
caracterizaciones celulares (135). Ademas, el uso de bases de datos publicas de
ScRNAseq se ha vuelto una estrategia comun para caracterizar diferentes grupos

celulares en una amplia variedad de 6rganos (136,137).
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En este proyecto, se decidid usar las cinco bases de datos publicas sobre
préstata humana, tanto tejido normal o tumoral (52,138-141), para realizar una
validacion externa de los resultados obtenidos sobre la via de sefializacion de TGF-3 en
células murales murinas. El analisis de las bases de datos publicas permite balancear
el numero de células por fenotipo y, a su vez, incrementar el numero total de células. De
esta manera, se comprueba que en el grupo de células murales el fenotipo de respuesta
a TGF-B es predominante en las tumorales. Estos resultados sugieren que TGF- puede

ser la via de senalizacion que lidera el fenotipo patolégico de los pericitos.

La combinacién de analisis murinos y humanos propone la interesante posibilidad
de que TGF-p sea la via de sefalizacién que controla cambio molecular de los pericitos.
No obstante, estos resultados necesitan ser validados biolégicamente para dilucidar si
realmente TGF-B dirige y afecta a la cobertura vascular y, por ende, a los vasos

sanguineos.

La angiogénesis tumoral es uno de los procesos mejor descrito en condiciones
cancerosas desde que en 1968 se descubrid la conexidén entre tumor y vasos
sanguineos (10). El crecimiento del tumor provoca condiciones de hipoxia en el tejido,
esta situacion es la que promueve la liberacién de agentes angiogénicos y, por ende, el
desarrollo de la vasculatura (55,56,60). Ademas de permitir la oxigenacion y nutricion
del tumor (9), los vasos sanguineos participan en la colonizacién de nichos metastaticos
(8,9). Las células tumorales pueden viajar a través de los vasos gracias a la pérdida de

funcionalidad de estos.

En condiciones tumorales, la vasculatura se vuelve irregular, tortuosa,
desorganizada, dilatada y mas permeable. Estas afectaciones estan lideradas por
disfuncionalidades en las células endoteliales y déficit en la cobertura vascular (9,58,59)
promovidas por factores angiogénicos liberados por el tumor (5,9,10). En el cancer de
préstata, al igual que en otros muchos, el incremento de densidad vascular es un
marcador angiogenico establecido que correlaciona con el crecimiento tumoral, los

estadios de agresividad y la metastasis (60,64).

El estudio de la angiogénesis tumoral era fundamental para caracterizar los tumores
de PCa en los modelos murinos y validar los resultados in silico procedentes del
CancerTool. La alteracion de Pten en el epitelio de la préstata provoca tumores primarios
no invasivos, mientras que la alteracién de ambos, Pten y Lkb1, da lugar a tumores
primarios y metastasis. La angiogénesis tumoral se estudio mediante la expresion del
marcador endotelial CD31 y este demuestra un crecimiento vascular progresivo acorde

con el avance de la enfermedad. Estos resultados son coherentes con las caracteristicas
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descritas sobre la angiogénesis tumoral y su papel tanto en la carcinogénesis como en

la progresién del tumor (5,9,10).

El tumor afecta a las células endoteliales y a las células murales y estas, a su vez,
provocan cambios estructurales que promueven la invasion. Como se ha mencionado
anteriormente, las células endoteliales estan muy bien estudiadas en condiciones
tumorales (58). Recientemente, se ha incrementado el interés por conocer en
profundidad el papel de los pericitos en situaciones patoldgicas ya que, esta descrita su
pérdida o disfuncionalidad (83—-85), pero no se conoce con exactitud el fenotipo

patolégico.

Los pericitos participan en procesos angiogénicos como el flujo de sangre, la
coagulacion o la permeabilidad vascular (75). Por otro lado, la via de sefializacion TGF-
B estimula la angiogénesis (113) y el desarrollo de células endoteliales y pericitos (70).
Para conocer la afectacion directa de TGF-f3 en las funciones de los pericitos, se realizé
un analisis transcriptdmico de pericitos in vitro con y sin tratamiento de TGF-1. Las
funciones potenciadas por TGF-f estan relacionadas con angiogénesis y ECM, mientras
que la via mas afectada negativamente es la contraccion vascular de células de musculo
liso. Ademas, se recurri6 de nuevo al CancerTool para buscar los genes que
correlacionaban positivamente con desmina (pérdida de expresion y mal prondstico) y
las funciones relacionadas con dichos genes, entre las cuales aparece la contractilidad
vascular. Tener una contractilidad vascular deficiente es coherente con las
modificaciones funcionales que provoca el tumor. Los pericitos son células contractiles
que participan en la regulacion del flujo sanguineo mediante la contraccion de los vasos

sanguineos (142).

El déficit de contractilidad visto in silico se validé en los modelos murinos de PCa
mediante el marcador de contractiidad MYH11. La expresiéon de este marcador
disminuye en la cobertura vascular con la progresion tumoral. También se corroboro la
pérdida de MYH11 en pericitos in vitro tras ser tratados con TGF-f1. Otra caracteristica
de los vasos disfuncionales con poca contractilidad, es la dilatacion del vaso vy, por
consiguiente, el aumento del lumen vascular. Por ello se comprobé si este suceso se
daba en los modelos estudiados vy, efectivamente, el lumen de los vasos se incrementa
con el avance de la enfermedad. Estos datos corroboran la afectacion y disfuncionalidad
vascular en los tumores de PCa analizados. Ademas, los resultados in vitro muestran

que TGF-B regula la contractilidad de los pericitos.

Otra de las funciones vasculares que se suele ver afectada es la permeabilidad de

los vasos sanguineos, la cual se incrementa en condiciones tumorales (59). La



DISCUSION

disfuncionalidad tanto de células endoteliales como pericitos afecta a la permeabilidad
vascular promoviendo la invasion y colonizacion. El analisis del marcador de eritrocitos
Ter119 confirma el aumento de la permeabilidad mostrando mayor extravasacion cuanto

mas agresivo es el cancer.

La carcinogénesis altera la estructura y funcionalidad de los vasos sanguineos en el
cancer de prostata. Ademas, los resultados sugieren que TGF-3 es responsable de que
estos cambios sucedan. Diferentes estudios describen la participacién de esta via de
sefializaciéon en la activacion del estroma tumoral (114) y en la progresion (143) en el

cancer de proéstata, pero no se conoce el papel de los pericitos.

El objetivo principal de este proyecto es la caracterizacion de los pericitos en el
cancer de proéstata y, con ello, su funcion patoldgica sobre la angiogénesis. El uso del
CancerTool dio paso al analisis de los pericitos basandose en la expresion de desmina.
Este marcador en los tumores de PCa de los modelos animales muestra un patrén
inespecifico donde se identifica una poblacion de células positivas para desmina
alrededor de la zona glandular y otra recubriendo los vasos sanguineos. La anatomia
de la prostata, tanto humana como murina, describe una capa fibromuscular que
encapsula las glandulas (15), la cual coincide con la zona positiva para desmina
clasificada como area glandular. Por consiguiente, se considera que la desmina

localizada en la vasculatura hace referencia a los pericitos (128,144).

Aun con la inesperada promiscuidad del marcador seleccionado, se decidio valorar
la expresion total de desmina y la expresion en la cobertura vascular. Considerando todo
el tejido, la pérdida de desmina se inicia con la carcinogénesis lo cual concuerda con los
cambios anatomicos que sufren las glandulas prostaticas al iniciarse el crecimiento
tumoral (23). Por otro lado, la cobertura vascular también disminuye, pero
progresivamente siguiendo el comportamiento del tumor. La especificidad de desmina
como marcador es dependiente de 6rgano. En cerebro (76) y retina (145) es especifico
mientras que también esta presente en células cardiacas o musculares (134,146). Aun
siendo escasos los estudios en prostata, existe uno que relaciona la pérdida de desmina

en los vasos con la presencia tumoral (128).

A raiz de la promiscuidad de desmina, se valoré caracterizar los tumores utilizando
los marcadores descartados: Anpep, Cd248, Cspg4, Pdgfrb y Rgs5. En la practica, las
limitaciones técnicas de las inmunofluorescencias en parafina obligaron a buscar una
alternativa. ActaZ2 fue seleccionado por ser descrito como marcador de células murales
y, en algunos estudios, especifico de pericitos (57,128). EI comportamiento de aSMA

(proteina de Acta2) también muestra un patrén de expresiéon glandular y vascular. La
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expresion total se reduce con el inicio de la carcinogénesis. En cambio, al estudiar la
cobertura vascular, se demuestra que el tumor y la metastasis no modifican la expresion
de aSMA. Estos resultados sugieren que aSMA también es promiscuo, al igual que
desmina, pero su expresion no parece especifica de pericitos al mantenerse en la
cobertura vascular aun con la progresion del tumor. Un estudio de 2020 muestra
pericitos positivos para aSMA en la vejiga murina, se relaciona la expresion de dicho
marcador con el mayor diametro de los capilares de la vejiga (134). La expresiéon de

aSMA en los pericitos de la préstata podria deberse a esa misma razon.

Con el objetivo final de testear tratamientos que recuperen las condiciones no
patolégicas de los pericitos, se disefaron dos modelos ortotopicos diferentes: con
células DU145 y con celulares tumorales de ratones Pb-Cre-PTENTfox:| KB 1floXflox | og
modelos ortotdpicos permiten que el tumor crezca en un periodo entre 3 y 7 semanas
(147), mientras que los modelos genéticos anteriores necesitaban 6 meses. La
expresion de desmina y aSMA disminuye en los dos modelos ortotépicos. Analizando
y comparando la expresion de desmina en ambos modelos, se concluye que (i) el
modelo PTEN¥flox;| KB1fe¥flox g5 |a mejor eleccion si se valora la brevedad de desarrollo
tumoral, ya que se observa pérdida de desmina a las 3 semanas; y (ii) el modelo DU145
es el que presenta menor expresion de desmina en la cobertura de los vasos
sanguineos. Las observaciones en aSMA determinan una pérdida de expresion que no
se habia visto anteriormente, pero los valores obtenidos son iguales en ambos modelos.
Este dato sugiere que aSMA se reduce en condiciones de maxima agresividad. Modelos
ortotépicos con LNCaP, células humanas de PCa, describen una pérdida de cobertura

vascular caracterizada con aSMA (96)

El objetivo final de todo proyecto es la implementacion clinica de los descubrimientos
validados previamente en modelos animales. Por este motivo, se esta reuniendo una
cohorte de biopsias de tumores primarios de pacientes con PCa. Para este proyecto se
usaron muestras disponibles de 11 pacientes de las cuales 6 no han sufrido recurrencia
tras la cirugia y las otras 5 han recurrido y formado metastasis. La caracterizacion de
desmina muestra menor expresion en los modelos recurrentes. Estos datos reafirman
la disminucién de expresion contra mas agresivo es el tumor, siendo coherente con los
resultados obtenidos en todos los modelos animales caracterizados. EI comportamiento
de aSMA en las biopsias también muestra una pérdida la cual es mas similar a los
modelos ortotépicos, posiblemente debido a que el grado de progresién del tumor es

parecido. Estos resultados determinan que los modelos murinos usados, tanto
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genéticamente modificados como ortotopicos, replican condiciones similares las de la

enfermedad en humanos.

La caracterizacion ha mostrado que aSMA podria ser un marcador indicativo de
cobertura vascular, mientras que desmina podria estar definiendo un fenotipo mas
relacionado con los pericitos en condiciones tumorales. Existen hipdtesis distintas
respecto a si los pericitos desaparecen de la vasculatura en cancer o, un concepto mas
reciente, si sufren alteraciones que cambian su identidad (89). Las detalladas imagenes
obtenidas por microscopia electronica permiten localizar e identificar los pericitos en la
cobertura vascular (130). Se estudid la presencia de pericitos en la cobertura en
modelos metastaticos y controles, no se vieron cambios entre ambos modelos. Estos
resultados demuestran que el tumor provoca cambios de en el perfil molecular de los

pericitos puesto que siguen estando rodeando en los vasos sanguineos.

Los cambios moleculares en pericitos no estan tan bien descritos como, por ejemplo,
la diferenciacion de fibroblastos a CAFs (47). Aun asi, se sabe que la via de sefalizacion
de TGF-B esta descrita como una de las que promueven la progresion tumoral en
estadios avanzados mediante la regulacion de procesos relacionados con el estroma.
Participa en la TEM, en la activacion de CAFs y en la angiogénesis, ente otros procesos.
Se conoce su implicacién en la expresion de genes de vSMC (70) y, aunque son escasos
los estudios centrados en pericitos, alguno muestra la influencia de TGF-B en la

transicion a miofibroblastos en condiciones fibréticas (117).

La isoforma TGF-B1 se ha visto asociada a expresion de genes de vSMC (70), a la
transdiferenciacion de pericitos a miofibroblastos en rifiones fibréticos (117) y esta
descrita como biomarcador del cancer de préstata en muestras murinas y humanas y
en ensayos in vitro e in vivo (109,110), ademas de a angiogénesis y metastasis (64,111).
Por ello, se realizaron ensayos in vitro de pericitos a los que se traté con TGF-B1 para
validar los resultados in silico que determinaron TGF-f como via de sefalizacion
implicada en la adquisicion de un fenotipo patolégico en los pericitos. La expresion
proteica de los pericitos tratados muestra una activacion de la via mediante la
fosforilacion de SMAD3 y una pérdida de desmina. Ademas, el andlisis de la activacion
transcriptomica de marcadores de pericitos y fibroblastos definia un comportamiento
heterogéneo. Marcadores de pericitos como desmina y Anpep disminuian con el
tratamiento, mientras otros fibroblasticos o mesenquimales como Actal y Acta2

aumentaban.

Una de las limitaciones que tiene el proyecto es el cruce de especies usado en entre

los ensayos in vitro e in vivo. Los pericitos in vitro se obtienen de cerebros ya que es
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uno de los érganos mas vascularizados y el ratio de pericitos es mayor. Se valoré
realizar ensayos in vitro con una linea celular de pericitos humanos, pero al

caracterizarlos se observo que tenian mas fenotipo de fibroblasto que de pericito.

Estudios publicados este ultimo afio definen una relacion directa entre TGF-1 vy la
modificacion molecular de los pericitos. En patologias como la fibrosis pulmonar, se ha
descrito una disminuciéon de desmina e incremento de aSMA en pericitos tras ser
tratados con TGF-31 (148). El glioblastoma secreta TGF- e inhibe el soporte que los
pericitos ejercen sobre los vasos sanguineos en el cerebro (149). En el rifidn esta muy
bien descrito el proceso de transicidn pericito-miofibroblasto en condiciones fibréticas.
Demuestran la transdiferenciaciéon mediante el tratamiento de TGF-B1, el cual estimula
marcadores profibréticos como aSMA o Vimentina (150), modifica la morfologia y
reduce niveles de marcadores de pericitos (151). Contradictoriamente a nuestros
resultados, en Chen L et al. 2023 se muestra un incremento de desmina a las 48h de

tratamiento con TGF-$1, el cual definen como caracteristica de miofibroblasto (151).

La implicacién de TGF-B en el cambio de perfil molecular de los pericitos, lo vuelve
un candidato perfecto para realizar ensayos de inhibicion. Al observar la activacion de
la via candnica por la fosforilaciéon de pSMAD3 in vitro, se decidio usar un inhibidor que
evita dicha fosforilacién. Los resultados muestran una inactivacion de la via de
sefalizaciéon observada en el marcador control Cthrc1. Respecto al resto de
marcadores, las tendencias de rescate mas claras se detectan en Acta? y Actaz,
seguidas de Des y Myh11. Estos datos sugieren que la entidad de los pericitos puede
estar controlada por la via candnica de TGF- y, su inhibicidn, puede revertir el fenotipo

patolégico debido al tumor.

La realizacion de estos ensayos in vitro permite reafirmar y validar la importancia de
la via de sefializacion de TGF-f sobre los pericitos. A su vez, ofrece los datos suficientes
para iniciar el ensayo de rescate in vivo en modelos murinos. Para este ensayo final, se
ha decido usar el modelo ortotépico con células DU145 ya que es el modelo con menor
expresion de desmina en la cobertura basal y el crecimiento tumoral dura unicamente
45 dias. Se usara un inhibidor de TGF- que bloquea sus tres isoformas (TGF-31/2/3) y
se estudiara la angiogénesis tumoral, la cobertura de los vasos sanguineos y las

funcionalidades vasculares.
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CONCLUSIONES

1. El analisis in silico utilizando la herramienta CancerTool determina que la
expresion de marcadores canénicos de maduracion de pericitos disminuye con
la agresividad del cancer de préstata y qué dicha pérdida de expresion
correlaciona con un peor pronostico.

2. En la préstata del ratéon, desmina es un marcador de células murales
perivasculares y de células fibromuculares localizadas en la zona glandular.

3. La expresiéon de desmina en las células murales que recubren los vasos de la
préstata se reduce gradualmente con la progresiéon del tumor.

4. La identificacién por microscopia electronica de la presencia de pericitos en
proximidad de los vasos sanguineos tumorales sugiere que los pericitos no
desaparecen durante la carcinogénesis.

5. Las células murales tumorales en el cancer de prostata de raton y humano
presentan una firma molecular de activacion de la sefializacion TGF-p.

6. TGF-B induce una pérdida de la contractilidad celular en pericitos in vitro.

7. Los pericitos tumorales pierden la expresion de marcadores contractiles in vivo
lo que se asocia con el incremento del lumen y un aumento de la extravasacion

vascular.
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