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Resumen

El cancer prostatico (CaP) es uno de los canceres de mayor prevalencia en hombres
tanto en paises occidentales desarrollados como en vias de desarrollo. Un niimero relevante de
estudios epidemiologicos han vinculado la progresion del CaP de alto grado con el consumo de
dietas altas en grasas, carbohidratos y obesidad. Para poder sostener la alta demanda por glucosa
necesaria para alimentar sus altas tasas de proliferacion, las células de cancer sobreexpresan el
transportador de glucosa 1 (GLUT-1). Dicha sobreexpresion ha sido utilizada como fundamento
en técnicas de imagen como la tomografia por emision de positrones (PET), utilizando
moléculas como la fluorodesoxiglucosa (FDG) para detectar tumores primarios y metastasicos.
Pero el PET-FDG ha mostrado una aplicabilidad clinica limitada al estadificar el CaP. Ademas,
nuestro laboratorio ha reportado la sobreexpresion de transportadores GLUT-2, y 5 (ambos
descritos como transportadores de fructosa), en células de CaP en desmedro de GLUT-1. La
fructosa es una hexosa presente en alimentos procesados y su excesivo consumo ha sido
vinculada a patologias como higado graso no alcohoélico, gota y sindrome metaboélico, asi como
cancer de mama, pancreas e intestinal, esbozando la posibilidad que fructosa podria dar el
soporte proliferativo a las células de CaP en lugar de glucosa. Por lo tanto, la hipotesis de este
trabajo doctoral es que “las células de cancer prostatico captan fructosa intrinsecamente y que
dicho transporte incrementa caracteristicas celulares asociadas tanto a capacidades proliferacion

como de agresividad tumoral con respecto a glucosa”.

Para poder confirmar esta hipotesis, primero se evalud in vitro la capacidad de fructosa
en incidir en parametros como la tasa de proliferacion, la viabilidad celular y la capacidad
migratoria/invasiva con respecto a glucosa en modelos celulares benignos y malignos de CaP.
También estudiamos valores cinéticos del transporte de fructosa en lineas celulares malignas de
CaP. Posteriormente evaluamos el crecimiento tumoral en modelos in vivo de xenotransplante
de CaP expuestos a la incorporacion de fructosa o glucosa en la dieta, asi como describir la
expresion de transportadores GLUTs de fructosa y glucosa en los tumores. Finalmente
analizamos el efecto de la incubacién con fructosa o glucosa por hasta 72 horas sobre los niveles
de ATP intracelular (ATPi), lactato intracelular, y su impacto en los niveles relativos de algunas

enzimas metabolicas de interés mediante qPCR.



Los resultados demostraron que fructosa podia mantener tasas de proliferacion y
viabilidad comparables a glucosa y aunque no modifica capacidades migratorias, si incrementa
la invasividad tumoral en modelos in vitro de CaP. Los estudios cinéticos describieron que las
células de CaP poseen una afinidad de transporte por fructosa correspondiente a la descrita para
GLUT-5, sugiriendo que es GLUT-5 quien media este transporte. Ensayos de knockdown de
GLUT-5 mediante siRNA confirmaron esta observacion. La adicion de fructosa en el agua de
beber increment6 el tamafio de los tumores de modelos murinos de xenotransplante derivados
tanto de linea celulares de PC3 como muestras clinicas, mientras glucosa en el agua no incidio
significativamente sobre el tamafio tumoral con respecto al control. El andlisis
inmunohistoquimico de los tumores postratamiento reportdé aumentos en los niveles de
expresion de GLUT-5, 9 en presencia de fructosa con respecto a glucosa y control. Los niveles
de ATPi se vieron incrementados tanto con glucosa como con fructosa al cabo de 72 horas en
cé¢lulas malignas de CaP, pero no en benignas. Los niveles de ATPi con fructosa fueron
significativamente menores con respecto a glucosa. Por otra parte, los niveles de lactato
intracelular en células cultivadas con fructosa en el medio presentaron una disminucion
significativa respecto al control, mientras glucosa incremento dicho valor, sugiriendo que los
metabolitos estan siendo desviados a otras vias metabodlicas o que el transporte de lactato ha
sido afectado por la incubacion con fructosa. Finalmente, se analizaron los niveles relativos de
mRNA de las enzimas metabdlicas, encontrando la sobreexpresion de las enzimas HK-2,

G6PDH y FASN en células LNCaP y DU145.

La importancia de este estudio radica en demostrar que fructosa es una hexosa que
puede alimentar a las células de CaP mediante GLUT-5, un transportador que se sobre expresa
en células y tejidos malignos de CaP y que tiene potencial para sostener la proliferacion y
viabilidad celular maligna. Aunque el mecanismo por el cual esta potenciacion no estd aun
descrito, nuestros datos sugieren que dicho mecanismo involucra el consumo de fructosa
dietética, influye en metabolitos como ATP y lactato intracelular, y puede modular la actividad
de algunas enzimas a nivel de transcrito, lo que demuestra que fructosa y su metabolismo en

CaP tienen potencial de ser utilizados como blancos terapéuticos o biomarcadores en CaP.



Abstract

Prostatic cancer (PCa) is one of the most prevalent cancers in men, in both developed
and developing western countries. A relevant number of epidemiological studies have proven a
link between the progression of high-grade PCa with the consumption of high-fat, high-
carbohydrate diets, and obesity. In order to sustain a high glucose demand, necessary for fuel
their high proliferation rate, cancer cells usually overexpress the glucose transporter 1 (GLUT-
1). This overexpression has been used as a basis in imaging techniques such as positron emission
tomography (PET) using molecules such as fluorodeoxyglucose (FDG) to detect primary and
metastatic tumors. But PET-FDG has shown limited clinical applicability in staging PCa. In
addition, our laboratory has reported the overexpression of GLUT-2 and 5 (both previously
described as capable of fructose uptake) in PCa cells to the detriment of GLUT-1. Fructose is a
hexose present in processed foods and its excessive consumption has been linked to pathologies
such as non-alcoholic fatty liver, gout, and metabolic syndrome, as well as breast, pancreatic
and intestinal cancer, outlining the possibility that fructose could provide proliferative support
to PCa cells instead of glucose. Therefore, the hypothesis of this doctoral thesis is that “prostate
cancer cells intrinsically uptake fructose and this transport enhances cellular characteristics

associated with proliferation capacities and tumor aggressiveness with respect to glucose”.

To confirm this hypothesis, the ability of fructose to influence parameters such as
proliferation rate, cell viability and migratory/invasive ability with respect to glucose in benign
and malignant cellular models of PCa was first evaluated in vitro. We also studied kinetic values
of fructose transport in malignant PCa cell lines. Subsequently, we evaluated tumor growth in
in vivo PCa xenotransplantation models exposed to the incorporation of fructose or glucose in
the diet, while describing the expression of fructose and glucose transporters GLUTSs in their
tumors. Finally, we analyzed the effect of incubation with fructose or glucose for up to 72 hours
on the levels of intracellular ATP (ATP1i), intracellular lactate, and its impact on the relative

levels of metabolic enzymes of interest using qPCR.

The results showed that fructose can support proliferation and viability rates comparable
to glucose and, although it does not change migratory abilities, it does increase tumor

invasiveness in in vitro models of PCa. Kinetic studies described that PCa cells have an affinity



for fructose transport corresponding to the one described for GLUT-5, suggesting that GLUT-5
is the one that mediates this transport. GLUT-5 knockdown assays by siRNA confirmed this
observation. The addition of fructose in drinking water increased the size of tumors in murine
xenotransplantation models derived from both PC3 cell lines and clinical samples, while glucose
in the water did not significantly affect tumor size compared to control. Immunohistochemical
analysis of post-treatment tumors reported increases in the expression levels of GLUT-5 and 9
in tumors growth in fructose enriched diet compared to glucose and control. ATPi levels were
increased with both glucose and fructose after 72 hours in malignant PCa cells models but not
in benign prostate cells. ATPi levels in fructose treatment were significantly lower than glucose
after 72 hours of exposition in PCa cells. Meanwhile, the levels of intracellular lactate in cells
cultured with fructose in media showed a significant decrease compared to the control, while
glucose incubation increased said value, suggesting that the metabolites are being diverted to
other metabolic pathways or lactate transport has been affected by fructose incubation. Finally,
the relative levels of mRNA of the metabolic enzymes were analyzed, finding overexpression

of the enzymes HK-2, G6PDH and FASN in LNCaP and DU145 cells.

The importance of this study lies in proving that fructose is a hexose that can feed PCa cells
through GLUT-5, a transporter that is overexpressed both in malignant PCa cells and tissues
and therefore, has the potential to support malignant cell proliferation and viability. Although
the mechanism of this potentiation is not yet described, our data suggest that dietary fructose
consumption and therefore, transport and metabolism of fructose by PCa cells, can influences
metabolites such as ATP and intracellular lactate, and may modulate the activity of some
enzymes at the transcript level, ultimately proposing that fructose and its metabolism in PCa

have the potential to be used as therapeutic targets or biomarkers in PCa staging.



1. Introduccion

1.1. Epidemiologia y aspectos clinicos del cancer prostatico.

El cancer comprende un conjunto de patologias que pueden iniciarse en cualquier tejido
del cuerpo y que se caracteriza por un crecimiento desregulado de uno o mas tipos celulares que
lo componen. Estas células alteradas pueden escapar de los limites del tejido de origen e invadir
otros en un mecanismo conocido como metastasis, siendo esta la principal causa de muerte por
cancer en el mundo (OMS, 2021). Se define entonces como cancer prostatico (CaP) a un
crecimiento descontrolado de las células de esta glandula, patologia asintomatica y de alta
sobrevivencia si es detectada en etapas tempranas pero sintomatica y muy letal si no es
controlada oportunamente. Segin Siegel et al. (2021), para el afio 2021 se estima un total de
248.530 nuevos casos de CaP y 34.310 fallecimientos asociados a esta enfermedad solo en
Estados Unidos, lo que posiciona al CaP como el cancer con mayor incidencia de nuevos casos
en ese pais con un 26% del total. En Chile las estimaciones mas recientes realizadas por la
Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) dan
cuenta que al 2020, el CaP es el cancer de mayor incidencia y mortalidad en la poblacion
masculina, con valores de 56,7 y 14,0 por cada 100.000 habitantes respectivamente (Sung et al.,

2021).

La prostata es una glandula encontrada solo en mamiferos machos, parte del sistema
reproductor masculino y dentro de sus funciones fisioldgicas estdn la de operar como un
intercambiador muscular entre la eyaculacidon y la miccion, asi como la de producir y contener
fluidos que componen parte del semen. La prostata se ubica por debajo de la vejiga, frente del

recto y por delante de las vesiculas seminales mientras que la glandula es atravesada
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transversalmente por la uretra. 95 al 99% de los CaP diagnosticados son identificados como
adenocarcinomas, siendo 9 de cada 10 adenocarcinomas acinares, vale decir, que se desarrollan
a partir de las células glandulares encargadas de crear el fluido prostatico. El resto de los
diagnodsticos de CaP suelen ser en mayor medida neuroendocrinos o sarcomas (Humphrey,
2012, 2017; Shah y Zhou, 2019). Segtin la Sociedad Americana para la Investigacion del Cancer,
los factores de riesgo mejor establecidos son la edad (muy raro antes de los 40 afios, pero la
probabilidad de contraer CaP aumentan rapidamente a partir de los 50 afios), la etnicidad (CaP
se desarrolla mas frecuentemente en hombres con descendencia afroamericana) y la historia
familiar (las probabilidades se duplican si el paciente tiene un hermano o padre con CaP).
Algunos estudios sugieren que la predisposicion genética a CaP puede ser responsable del 5%
al 10% de los casos de CaP cada afio, siendo otro 30% a 40% causada por mutaciones mas

comunes (Siegel et al., 2021).
1.2. Sintomatologia y tratamiento del cancer de prostata.

La sintomatologia asociada a CaP se relaciona al crecimiento exacerbado de la prostata
y sus efectos sobre estructuras colindantes. Problemas relacionados a la miccion incluyendo
flujo urinario débil, lento y/o con frecuencia incrementada; presencia de sangre tanto en orina
como en semen, disfuncion eréctil y en casos mas severos, dolores en caderas, espalda y/o
costillas (zonas donde la metastasis por CaP suele ocurrir), entre otros. Debido a que la mayoria
de estos sintomas también pueden ocurrir con patologias no cancerosas como la hiperplasia
benigna de la prostata, se debe determinar la presencia del tumor y su malignidad mediante
estadificacion y graduacion histopatologica del tumor. Para esto, se han descrito dos

mecanismos de estadificacion del CaP que pueden dar cuenta del grado de avance de esta: i)
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estadificacion clinica, basado en los resultados en conjuntos de los niveles del Antigeno
Prostatico Especifico en suero (PSA por sus siglas en ingles), observaciones obtenidas a partir
del examen rectal digital y del “Gleason Score” (puntaje de 0 a 10 asignado segun la apariencia
de las células en el microscopio) otorgado a la biopsia por un patdlogo y ii) la estadificacion
patologica, basada en informacion determinada durante la cirugia ademas de resultados de
laboratorio del tejido prostatico y algunos nodos linfaticos removidos durante esta. Estas
estadificaciones son agrupadas en un sistema llamado TNM (tumor, nodo, metastasis), cuyos
resultados combinados dan cuenta de 4 etapas definidas segin el Comité Conjunto

Estadounidense sobre el Cancer (Prostate Cancer: Stages and Grades | Cancer.Net):

e FEtapa 1: El CaP en esta etapa temprana presenta un crecimiento lento y sus
células presentan un aspecto poco indiferenciado al microscopio.

e [FEtapa 2: El tumor se encuentra confinada dentro de la gldndula prostatica, los
niveles de PSA son bajos o moderados. En esta etapa el tumor es pequefio, pero
presenta un riesgo inminente de crecimiento y diseminacion.

e [Etapa 3: Niveles de PSA altos, el tumor crece y tiene un puntaje Gleason de
riesgo (sobre 7 puntos de 10). Localmente las células de cancer se presentan
altamente indiferenciadas y su crecimiento y diseminacion a tejidos colindantes
es inminente.

e FEtapa 4: El CaP ya se ha esparcido fuera de la prostata hacia nodos linfaticos

colindantes, y en casos mas extremos hacia otras partes del cuerpo.

Los pacientes afectados con CaP son asistidos por equipos médicos en conjunto con

guias clinicas, determinan un curso de accidon apropiado para cada paciente. Es importante
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considerar el efecto secundario de dichos tratamientos y la incidencia de comorbilidades
preexistentes de manera de encontrar un equilibrio entre la sobrevivencia del paciente y el
perjuicio a su calidad de vida. Los efectos secundarios mas comunes a los distintos tratamientos
pueden abarcar desde, por ejemplo, disfunciones urinarias, sexuales y de vejiga, hasta
desbalances hormonales resultantes en ginecomastia, por lo que tumores denominados como de
“bajo riesgo” (Etapas 1 y 2) suelen ser vigilados por el equipo médico hasta que la intervencion
médica se vuelve inevitable. El desarrollo de un tumor de CaP puede tomar varios afios y no
necesariamente afectar la vida de los pacientes durante dicho periodo. Aquellos pacientes que
deciden tomar tratamiento del tumor suelen verse sometidos a cirugias como la prostectomia
radical, radioterapia y en casos de pacientes con tumores de alto riesgo, terapias de deprivacion

androgénica (ADT por sus siglas en inglés) (Brawley, Mohan y Nein, 2018).

La ADT tiene como objetivo disminuir los niveles séricos de andrégenos como la
testosterona (T) o dihidrotestosterona (DHT) mediante disminucion en la producciéon en
testiculos y glandulas suprarrenales mediante cirugia (orquiectomia o remocion de los
testiculos), agonistas y antagonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHDH,
afectando la liberacion de andrégenos en los testiculos), moléculas que bloquean la produccion
de andrégenos fuera de los testiculos (como Quetoconazol o Abiraterona) y antagonistas que
bloquean la actividad del receptor de andrégenos tanto en células de CaP como benignas (como
Flutamida, Bicalutamida o Nilutamida). Estos tratamientos buscan aprovechar la dependencia
de las células de CaP a la actividad de los androgenos para sostener sus capacidades
proliferativas, pero aquellos pacientes que recurren a estos tratamientos suelen ser afectados por
un fenotipo de CaP denominado “cancer prostatico resistente a la castracion” (CRPC por sus

siglas en inglés) (Proverbs-Singh et al., 2015). Dicho cancer es muy dificil de tratar, mas



13

agresivo que las etapas anteriores y de la cual no existe cura. Se ha estimado que la tasa de
sobrevivencia relativa en 5 afios (desde el primer diagnostico) para pacientes con CaP ronda el
98%, aunque dicho porcentaje difiere segin el grado de avance del tumor: la tasa de
sobrevivencia es practicamente del 100% para tumores que no se han esparcido fuera de la
glandula prostatica como para aquellos casos donde el tumor a invadido nodos linfaticos
cercanos, por otro lado, si el CaP se ha diseminado a tejidos distantes la tasa de sobrevivencia

baja al 30%. (Siegel et al., 2021).

Las mayores probabilidades de éxito para los tratamientos de CaP son muy
dependientes de la capacidad de diagnostico en las etapas iniciales, donde la sobrevivencia al
cancer es mayor y los efectos de los tratamientos son mas llevaderos. Es por esto que los
esfuerzos de estadificacion del CaP y las distintas estrategias de prevencion y control en etapas
tempranas ha logrado mantener estables tanto las tasas de incidencia como la de mortalidad por
CaP desde el afio 2013 en adelante en EE. UU., lo que por una parte demuestra lo efectivo de
esta metodologia, pero que por otra, deja en evidencia la necesidad de investigar, innovar y
desarrollar nuevas y mas precisas técnicas de analisis clinicos y biomarcadores capaces de
detectar el CaP en etapas iniciales, siendo este uno de los desafios més importantes en la batalla

contra el CaP.
1.3. Efecto de la dieta y la obesidad sobre la incidencia del cadncer prostatico.

Ademas de los factores de riesgo previamente establecidos, otros factores han sido
reportados como significativos sobre la incidencia de CaP, aunque con no tan claros
mecanismos de accion como el tabaquismo, la obesidad, el ejercicio y la dieta. Varios estudios

epidemiologicos han sugerido fuertemente que la obesidad estd asociada con la progresion en
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CaP avanzado (Cerhan efal, 1997; Fujita etal., 2019). Tanto CaP como obesidad se
correlacionan positivamente en regiones como Norteamérica (sobre el 40% de prevalencia en
obesidad) con respecto a paises asiaticos (menos del 10% de prevalencia de obesidad) que
destacan por bajos niveles de CaP en su poblacion. Durante la ultima década, distintos grupos
se han dedicado a estudiar la relacion entre CaP y distintos nutrientes como grasa, azucares, asi
como con patrones de alimentacion como la Dieta Occidental. Los carbohidratos son moléculas
abundantes en frutas, arroz, trigo y papas, clasificadas como monosacaridos, disacaridos,
oligosacaridos, o polisacaridos en funcion del nimero de monémeros que la componen. De
estos, los monosacéaridos y disacaridos son los mdas abundantes tanto en frutas como en
productos de consumo diario, siendo azlcares como la glucosa o fructosa rapidamente
metabolizados por el cuerpo y en donde un alto consumo de ellos puede llevar a producir
patologias como la hiperinsulinemia y la obesidad (Matsushita, Fujita y Nonomura, 2020).
Como resultado, el alto consumo de mono o disacéaridos puede contribuir a la progresion de CaP
mediante inflamacion mediada por IGF-1 (Allott, Masko y Freedland, 2013). Freedland y cols.
(Freedland et al., 2008) analizaron el efecto de incorporar una dieta cetogénica (sin
carbohidratos) en un modelo preclinico de CaP (xenotransplante con células LAPC-4),
reportando una disminucion del 15% de la masa corporal pero también del 33% del tamafio del
tumor primario, asi como un aumento en la sobrevida comparado a aquellos animales

alimentados con dieta occidental.

Se han reportado algunos estudios enfocados en investigar la relacion entre el consumo
de carbohidratos y el riesgo de desarrollar CaP en humanos. Una revision sistematica de un total
de 46 publicaciones sobre factores dietéticos y riesgo en CaP encontrd una asociacion entre el

consumo de dietas altas en grasa, carnes rojas y calcio con un riesgo incrementado de CaP,
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mientras que se encontraron inconsistencias al relacionarlo con el consumo de ciertas frutas y
vegetales (Gathirua-Mwangi y Zhang, 2014). Un estudio prospectivo de 3.184 adultos analiz6
si existe alguna diferencia entre la cantidad o la calidad de los carbohidratos consumidos sobre
el riesgo de desarrollar algunos cancer relacionados a obesidad (mama, prostata y colorrectal),
encontrando que el consumo incrementado de jugos de fruta estaba significativamente asociado
al riesgo en CaP sin encontrar diferencias entre el consumo de bebidas endulzadas y dicho riesgo
(Makarem et al., 2017, 2018). Sin embargo, otro estudio en 22.720 hombres reportd que el
consumo de jugos de frutas no tenia relacion con el riesgo de CaP mientras que las bebidas
endulzadas si tenian una relacion significativa (Miles, Neuhouser y Zhang, 2018). Estos
estudios, aunque diversos, sugieren que tanto la cantidad como la calidad de los carbohidratos
consumidos son relevantes en la incidencia de desarrollo de CaP, destacando una diferencia
entre los azucares provenientes de fuentes naturales a aquellas incorporadas en alimentos
procesados, pero sin descuidar que una sobrecarga de azucares en la alimentacion,

independiente de su fuente, puede incrementar el riesgo de CaP.
1.4. Metabolismo y transporte de hexosas en células tumorales.

Una de las principales caracteristicas de las células de cancer es su alta tasa de
proliferacion respecto a células sanas. Dado que este crecimiento requiere de nutrientes y
energia, las células tumorales deben modificar su metabolismo de manera que puedan satisfacer
dicha demanda mediante alteraciones del metabolismo energético, biosintético y de balance
redox que puedan dar soporte a la sobrevivencia celular. Las alteraciones que las células
tumorales adoptan para modular el metabolismo de azucares, lipidos y aminoacidos abarcan

cambios en los perfiles de captacion de nutrientes, reprogramacion de vias de sefializacion
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asociadas a biosintesis, desacople de la actividad mitocondrial, entre otros. Estas adaptaciones
dependen de distintas variables como el tipo celular afectado, la etapa de evolucion del tumor,
asi como de la disponibilidad de otros factores como presion parcial de oxigeno, disponibilidad
de distintos factores de crecimiento, el grado de vascularizacion del tumor, etc. (DeBerardinis y
Chandel, 2016), lo que indica que el metabolismo tumoral es un proceso complejo, influenciado
fuertemente por el microambiente y la disponibilidad de nutrientes en el tiempo. A pesar de la
alta heterogeneidad molecular y genética que existe entre distintos tipos de tumores, las
adaptaciones en el metabolismo tumoral y otras vias necesarias para la proliferacion celular
suelen convergen en alteraciones que son comunes para una buena parte de los tumores
estudiados hasta hoy. (Bose, Allen y Locasale, 2020). Esta confluencia de caracteristicas en el
metabolismo tumoral conforman una diana de interés farmacolédgico y clinico que sustentan la
base bioldgica del desarrollo de terapias, firmacos y técnicas de deteccion por imagenes basadas
en captura de metabolitos y otras moléculas anilogas (Hanahan y Weinberg, 2011; Vander

Heiden y DeBerardinis, 2017; Carrefio ef al., 2019; Stuani, Sabatier y Sarry, 2019).

En el 2016, DeBerardinis y Chandel definieron el término ‘“reprogramacion
metabolica” como el proceso por el cual una o mas vias metabdlicas se ven incrementadas o
reprimidas en las células de cancer respecto a su contraparte benigna. Un ejemplo clasico de
este efecto en cancer es el “efecto Warburg” (Lunt y Vander Heiden, 2011). La glucolisis
anaerobica es una respuesta fisiologica de los tejidos normales en hipoxia en donde la glucosa
es metabolizada preferentemente hacia la produccion de lactato en vez de piruvato, lo que
permite la generacion de moléculas de ATP en bajas concentraciones de oxigeno. En 1924, Otto
Warburg describié en cortes de tumores solidos que estas células malignas absorbian mas

glucosa que sus contrapartes benignas y que destacaban por una preferencia a la fermentacion
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lactica en condiciones de normoxia, fendmeno que hoy en dia es denominada como “glucolisis
aerdbica” (Warburg, 1956), observacion que ha sido corroborada en muchos otros tipos de
células cancerigenas (Koppenol, Bounds y Dang, 2011). Warburg originalmente sugirié que las
células tumorales desarrollaban este fenotipo debido a una inhibicion de la actividad
mitocondrial y subsecuente dependencia del metabolismo glucolitico, explicacion que hoy en
dia ha sido refutada debido a que la funcion mitocondrial no estd impedida en la mayoria de las
células tumorales (Wallace, 2012; DeBerardinis y Chandel, 2016; Vasan, Werner y Chandel,
2020). Muchos estudios no solo han demostrado que la actividad mitocondrial es necesaria para
la proliferacion de células de céncer, sino que la gran mayoria de las células tumorales tiene la
capacidad de producir energia a través de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) (Weinberg
etal., 2010; Israelsen et al., 2013; Martinez-Reyes et al., 2016). Otra particularidad de la
actividad mitocondrial es la versatilidad que tiene el Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos (TCA)
para utilizar moléculas distintas al piruvato, como la glutamina, que pueden servir de sustrato
para las células de cancer, otorgando adaptabilidad a los cambios del microambiente al que estas
células se ven sometidas durante la evolucion del tumor (Boroughs y DeBerardinis, 2015). En
general, las alteraciones metabdlicas pueden incluir una capacidad incrementada de adquirir
nutrientes, potenciar vias metabdlicas preferentes, y alterar la modulacion normal de las vias

asociadas a la proliferacion celular (Pavlova y Thompson, 2016)

El aumento en la proliferacion en células de cancer debe ir acorde a la captacion y
posterior metabolizaciéon de moléculas necesarias para alimentar vias de sintesis de proteinas,
acidos nucleicos y lipidos, siendo la glucdlisis una de las vias alteradas en la mayoria de los
tumores estudiados y por ende la de mayor estudio en el campo del metabolismo tumoral. El

aumento en la glucolisis es una caracteristica recurrente en el proceso carcinogénico, lo que
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vuelve a sus componentes enzimaticos, cofactores y transportadores de glucosa en potenciales
biomarcadores de la progresion tumoral, asi como de dianas de interés farmacoldgico. Los
GLUTs son transportadores facilitativos de azucares, capaces de mover hexosas como glucosa,
fructosa, manosa u otras moléculas como el inositol o agua, permitiendo la permeabilizacion de
estas moléculas a favor del gradiente de concentracion. Esta familia (bajo el nombre familiar
genético SLC2A) caracterizada por 14 miembros se subdividide a su vez en tres clases
dependiendo del nivel de identidad de la secuencia nucleotidica: Clase 1 (GLUTs 1-4, 14); Clase
2 (GLUTs, 5,7,9y 11); Clase 3 (GLUTs 6, 8, 10, 12 y 13/HMIT). Por otro lado, la homologia
de las secuencias aminoacidicas muestra una identidad de entre 39-68% entre los GLUTs 1 al 5
y al menos un 28% de identidad entre GLUT-1 y el resto de los miembros de esta familia (Ancey,
Contat y Meylan, 2018). La distribucion de estos transportadores revela tanto una expresion
tejido-dependiente como una gran versatilidad en el transporte de moléculas de acuerdo con sus
afinidades (distintos GLUTs tienen distintas afinidades al mismo sustrato) asi como
multifuncionalidad (un mismo GLUT puede transportar mas de un sustrato). La expresion de
estos transportadores responde también al contexto fisiologico en el que las células y tejidos
estan expuestos. Por ejemplo, el cerebro es conocido por ser un tejido cuya actividad depende
fuertemente del transporte de glucosa por lo que expresa transportadores de alta afinidad como
GLUT-1 (K» 3mM por glucosa) y GLUT-3 (K, 1,ImM por glucosa) mientras que
transportadores de menor afinidad por glucosa como GLUT-2 (K, 17mM por glucosa) son
esenciales para activar y modular la secrecion de insulina desde los islotes B del pancreas en
respuesta al aumento de los niveles de glucosa en sangre luego de la ingesta de alimentos.

(Ancey, Contat y Meylan, 2018; Berger y Zdzieblo, 2020; Echeverria et al., 2021). En la tabla
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N1 se han resumido las principales afinidades y sitios de expresiones de los transportadores

GLUTSs conocidos a la fecha.

De todos los miembros, GLUT-1 es el transportador mas estudiado en células
tumorales siendo también el GLUT expresado de manera mas ubicua en los tejidos humanos
(DeBerardinis et al., 2008; Hsu y Sabatini, 2008; Jones y Thompson, 2009; Augustin, 2010),
siendo también sobreexpresado en un numero importante de tumores, encontrando una
correlacion positiva entre el nivel de expresion de GLUT-1 y el desarrollo de metastasis, asi
como de bajas probabilidades de sobrevivencia de los pacientes (Koh, Lee y Park, 2017; Zhang,
Xiey Li, 2019; Kaida et al., 2020). El aumento tanto en el perfil de expresion de GLUT-1, asi
como en la activacion de sus genes asociados es, en la mayoria de los tumores estudiados, una
caracteristica importante en el desarrollo desde un fenotipo benigno a uno maligno (Warburg,
1956; Birnbaum, Haspel y Rosen, 1987; Flier et al., 1987; Godoy et al., 2006; Reinicke et al.,
2012). Este incremento en los niveles de GLUT-1 promueve tanto la captacion de glucosa como
el desarrollo de fenotipos tipo Warburg, vale decir, que cambian desde un perfil oxidativo de

glucosa a uno fermentativo.

La alta captacion de glucosa en células tumorales es la base biologica que sustenta
técnicas de deteccion de tejidos con alta capacidad de captacion de glucosa, permitiendo la
localizacion de tumores primarios y sitios de metastasis. De estas técnicas, la tomografia de
emision de positrones (PET-Scan) se basa en la captacién de un analogo de glucosa marcada, la
2-deoxi-2-[ 18F]-fluoro-D-glucosa ([ 18F]-FDG). El FDG es una molécula que es reconocida por
transportadores como el GLUT-1, pero que no puede ser fosforilada hacia la glucélisis, por lo

que se tienden a acumular el trazador de una manera correlativa a la capacidad de captacion
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Nombre, Especificidad, afinidad a sustratos y localizacion de transportadores GLUTs en humanos.

Clase/nimero Localizacion Expresion en tejidos  Expresion en tejidos
Isoforma/gen de Especificidad/afinidad celular p . L p . )
: o benignos malignos
transcriptos principal
Glﬂizcc?squﬁz/%ﬁl\zd’l mM.  Membrana Barrera hemato- Pulmon, colorrectal,
GLUT-1/SLC2A1 Clase 1/4 & ’ > ’ encefalica, cabeza y cuello,
DHA/Km 1.1 mM, intracelular . : . )
eritrocitos, astrocitos astrocitoma
manosa/N.D.
Glucosa/Km 17 mM,
galactosa/Km 85 mM,
GLUT-2/SLCIA? Clase 1/2 glucosamina/Km 0.8 mM, Membrana R11}0n, h}gado, Carcinoma
fructosa/Km 11 mM retina, pancreas hepatocelular, mama
manosa/N. D,
DHA/Km 2.33 mM
Galactosa/Km 8.5 mM, Neurona. testiculos Gastrico,
GLUT-3/SLC2A3 Clase 1/2 DHA/Km 1.1 mM, Membrana v ’ 105, glioblastoma, cabeza
placenta, astrocitos
glucosa/Km 1.4 mM y cuello
Glucosa/Km 5.2 mM, Células adiposas, Mama, micloma,
GLUT-4/SLC2A4 Clase I/3 DHA/Km 0.98 mM, Membrana musculo esquelético  glioblastoma,
glucosamina/Km 3.9 mM y cardiaco endometrial
Leucemia mieloide
GLUT-5/SLC2A5  Clase 19 Fructosa/Km 6 mM Membrana, — Intestino delgado,  aguda, prostata,
intracelular rinon pancreas, pulmon,
glioblastoma
GLUT-6/SLC2A6 Clase 111/4 Glucosa/Km 5 mM Membrana Cerebro, bazo Endometrial, mama,

pancreas, gastrico
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Clase/nimero Localizacion Expresion en tejidos  Expresion en tejidos
Isoforma/gen de Especificidad/afinidad celular p : L p . d
: o benignos malignos
transcriptos principal
Glucosa/Km 0.3 mM, Colon, intestino .
GLUT-7/SLC2A7 Clase 11/1 fructosa/Km 0.2 mM Membrana delgado Mieloma
Glucosa/Km 2 mM, Células adiposas, Endometrial,
GLUT-8/SLC2AS Clase I111/10 DHA/Km 3.23 mM Membrana neUrOnas mieloma
Glucosa/Km 0.61 mM, Pulmon, higado Carcinoma
GLUT-9/SLC2A9 Clase 11/4 fructosa/Km 0.42 mM, Membrana RN > 1gado, hepatocelular
urato/Km 0.890 mM patoceit
GLUT-10/SLC2A10 Clase ITI/2 2-deoxi-D-glucosa/Km 0.3 Membrana, Higado, pancreas, G?.S‘[I‘I.CO, leucemia
mM intracelular placenta mieloide aguda
Glucosa/Km 0.16 mM, Rifidon, musculo .
GLUT-11/SLC2A11 Clase 11/6 fructosa/Km 0.06 mM Membrana esquelético Mieloma
GLUT-12/SLC2A12 Clase 1/ G1ucosa/N.D. Membrana Musculo esqueletico, p g .,
galactosa/N.D. prostata
HMIT/SLC2A13 Clase I11/2 Mioinositol/Km 0.1 mM Membrana Seerlelzl‘tiics) adiposas, Renal, mama
Membrana, . .
GLUT-14/SLC2A14 Clase I/8 N.D. . Testis Testis
intracelular

N.D., no determinado.

Adaptado de Echeverria et al., 2021
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de glucosa. El PET-FDG es utilizado para detectar tumores s6lidos, asi como evaluar el efecto
de los tratamientos en tumores como mama (Groheux et al., 2016; Paydary et al., 2019), rectal

(Crimi et al., 2021), cérvico (Gandy ef al., 2019) y linfoma (Cheson, 2018), entre otros.

1.5. Caracteristicas del metabolismo tumoral en el tejido prostatico humano y en

células de CaP.

La progresion de CaP es también favorecida por alteraciones moleculares que
promueven un incremento en la biosintesis de lipidos, glucosa y de glutaminas, pero dichas
alteraciones se efectian bajo un perfil metabdlico muy particular en CaP que lo diferencia del
resto de los carcinomas. Las células epiteliales liberan al fluido prostatico altos niveles de citrato
mediante la inhibicion enddgena de la enzima m-aconitasa (cuya funcion en el TCA es la de
generar isocitrato a partir de citrato). Esta inhibicion es gatillada por la sobreexpresion de la
proteina ZIP1 (zinc-regulated transporter/iron-regulated transporter-like protein) en las células
epiteliales prostaticas. Debido a que el TCA se encuentra limitado en estas células, un aumento
en la actividad glucolitica es necesaria para compensar dicha limitacion. Sin embargo, durante
el primer paso de la carcinogénesis de CaP, los niveles de ZIP1 disminuyen a medida que la
actividad de la OXPHOS aumenta (Singh ef al., 2006), actividad que se ve mitigada a medida
que las células de CaP se vuelven mas invasivas (Vayalil y Landar, 2015), lo que se contradice
con lo descrito en el efecto Warburg. Por otro lado, la sobreproduccion de lactato ha sido
asociada a la progresion de células de CaP dependientes de OXPHOS. Estas células utilizan la
secrecion de interleuquina-6 para activar la glucolisis en los fibroblastos asociados a cancer
(CAF), que a su vez incrementan la secrecion de lactato en el microambiente tumoral (Doldi

et al., 2015). El lactato es entonces consumido por las células de CaP, lo que sugiere que el
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metabolismo del lactato puede cumplir un rol en la homeostasis de estas células tumorales

(Cutruzzola et al., 2017).

El metabolismo glucolitico en células de CaP depende fuertemente de la sefializacion
del receptor de andrégenos (AR). El AR es un factor de transcripcion nuclear regulado por
ligando perteneciente a la superfamilia de receptores de hormonas esteroidales. Este factor se
une a ligandos como la testosterona (T) o dihidrotestosterona (DHT), dimerizando y
translocandose al nucleo, permitiéndole regular la transcripcion de miles de genes involucrados
en diferenciacion celular y proliferacion (Jamroze, Chatta y Tang, 2021). La expresion de genes
sensibles a androgenos estd involucrada en la formacion y mantencion de la citoarquitectura,
homeostasis y fisiologia prostatica, mientras que en CaP, los androgenos promueven
proliferacion y sobrevivencia de las células tumorales. Las células de CaP en etapas tempranas
son células dependientes de la actividad de AR, y, por ende, son sensibles a la disponibilidad de
andrégenos. Por otro lado, se ha descrito que estas células insensibles a andrégenos suelen tener

una mayor dependencia de la actividad glucolitica (Higgins et al., 2009; Vaz et al., 2012).

Aunque la expresion de los GLUTSs en cancer ha sido estudiada extensamente en la
ultima década, no existe una idea clara de la manera en que la expresion y funcionalidad de estos
transportadores varia durante la carcinogénesis y posterior progresion del CaP. Se ha reportado
que GLUT-1 se sobre expresa en células de CaP avanzado, en donde los niveles mas altos
coinciden con células andrégeno-independientes (Vaz et al., 2012). La expresion de GLUT-1
también ha sido analizada en modelos in vitro de CaP, en donde los mayores niveles de GLUT-
1 aparecen en células androgeno-independientes como DU145 y PC3 con respecto a células

androgeno-dependientes como LNCaP (Effert et al., 2004). Se evalud la expresion de GLUT-1
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y el marcador de proliferacion Ki-67 en 140 muestras de CaP clinicamente localizadas en tejido
prostatico extraido durante prostectomia radical, encontrando correlacion entre los niveles de
expresion de PSA y Ki-67, mientras que la correlacion entre GLUT-1 y el volumen tumoral o
el grado de malignidad tumoral no era significativa (Luczynska, Gasinska y Wilk, 2012). Otro
estudio determin6 un aumento en los niveles de expresion de GLUT-1 en células de CaP con
respecto a tejidos benignos colindante tanto en muestras de pacientes como en lineas celulares
de CaP, pero ensayos de knockdown de GLUT-1 en células 22RV1 y PC3 mostraron resultados
dispares; el knockdown de GLUT-1 en PC3 no tuvo efecto alguno en ensayos de migracion
celular, pero si logro inhibir la glucolisis celular y la proliferacion en la linea 22RV1 (Xiao
et al., 2018). Estos datos sugieren que el proceso carcinogénico, asi como las etapas iniciales
del CaP no requieren de la sobreexpresion de GLUT-1 como ocurre con otros tumores, aunque

esta caracteristica podria tener un rol en las etapas mas avanzadas del CaP.

Por otra parte, al evaluar la aplicabilidad clinica del PET-FDG en CaP, se ha
determinado que sus resultados varian en funcion del desarrollo de la enfermedad, siendo més
eficiente en etapas avanzadas (Gonzalez-Menendez et al., 2018) pero con importantes
limitaciones en diferenciar el tejido benigno del maligno en etapas iniciales (Bender ef al., 1997,
Salminen et al., 2002). Estos resultados sugieren que las células de CaP al comienzo del
desarrollo maligno tienen una captacion de glucosa indistinta al del tejido benigno colindante,
lo que respalda la idea de que GLUT-1 no sea sobreexpresado en la etapa carcinogénica del
CaP. Considerando que estadificar y detectar correctamente el CaP mientras ain se encuentra
confinada en la gldndula prostética es clave para la sobrevida del paciente y que técnicas que
dependen de un aumento en captacion de glucosa como el FDG-PET no son adecuadas para dar

con esta estadificacion, es que se hace necesario ampliar la caracterizacion de la expresion y el
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rol de otros GLUTS, asi como de otras fuentes de carbono distintas a glucosa que puede entregar
una mayor claridad en los mecanismos asociados al proceso carcinogénico en CaP y sus

demandas metabdlicas.

En el afio 2006, nuestro laboratorio reportd la sobreexpresion de GLUT-2 y GLUT-5
en distintos tumores humanos, y ademas, se demostré que las células de modelos in vitro de
papiloma de plexo coroideo, de cancer de mama (ZR-75-1) y de hepatoma (HepG2) podian
transportar fructosa eficientemente in vitro (Godoy et al., 2006). Desde esa fecha un ntimero
importante de trabajos han logrado definir como la metabolizacion de fructosa puede impactar
la biologia de otros tumores. Se ha reportado la captacion y utilizacion de fructosa a través de
GLUT-5 en lineas celulares de leucemia mieloide aguda, proponiendo que fructosa representa
una fuente alternativa de energia en condiciones de deprivacion de glucosa (Chen et al., 2016).
También se ha reportado la sobreexpresion de GLUT-5 y de la enzima cetohexoquinasa (KHK;
enzima encargada de la fosforilacion de fructosa a fructosa-1-P) en especimenes de glioma
maligno, sugiriendo ademas que GLUT-5 podria ser usado como predictor de sobrevivencia

(Gao et al., 2018).

1.6. Potencial rol del metabolismo de la fructosa en las células de CaP.

Por miles de afios, los humanos han consumido 16 a 24g de fructosa de manera diaria,
principalmente desde frutas y miel obtenidas de la actividad agricola. La modernizacion y
especializacion de la industria alimenticia han alterado de manera significativa el valor de este
consumo alcanzando en EE. UU. una carga promedio de 80g por dia per cépita (Bray, 2007).
Una de las principales causas de este aumento esta dado por la incorporacion del jarabe de maiz

alto en fructosa (HFCS por sus siglas en ingles), endulzante de bajo costo que ha sido
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incorporado a un amplio abanico de alimentos procesados. Un grupo creciente de evidencias
indican que el consumo de altos niveles de fructosa, especialmente en la forma de HFCS induce
altas concentraciones de fructosa sistémica comparada con el disacérido sacarosa y que fructosa
puede promover comorbilidades como sindrome metabdlico, higado graso no alcohdlico y
cancer (Hannou et al., 2018). Aunque no ha sido reportada una concentracion basal de fructosa
en el cuerpo, Hui et al., (2009) reportaron concentraciones en suero de 1,9 mM en pacientes
sanos pero que luego 30 minutos luego de la ingesta de bebidas que contenian HFCS, podia
incrementar los niveles de fructosa sérica hasta 17,2mM. Al evaluar los niveles basales de

fructosa en pacientes con cancer pancreatico, se reportaron niveles cercanos a 5.7mM.

La fructosa es transportada hacia las células a través de GLUT-5 (K,, 6mM) (Burant
et al., 1992)., sin embargo, otras isoformas, tales como GLUT-1, GLUT-2, GLUT-7 y GLUT-
9, que tienen una alta homologia de secuencia con GLUT-5, también han sido identificadas
como isoformas capaces de transportar fructosa, lo que sugiere que las células de cancer podrian
usar fructosa como una fuente de energia alternativa o complementaria a la glucosa (Fig. 1). La
metabolizacion de fructosa a fructosa-1-fosfato (F-1-P) por parte de la enzima KHK y posterior
catélisis por aldolasa-B permite la incorporacion de metabolitos a la glucdlisis como parte de
las triosas fosfato. A diferencia de hexoquinasa, KHK no presenta un mecanismo de
retroalimentacion negativo, por lo que el ingreso de fructosa a la célula solo va a depender de la
concentracion extracelular y la actividad de los transportadores asociados (GLUT-2 o 5 por
ejemplo) (Charrez, Qiao y Hebbard, 2015). Las células de cancer pancreatico usan
preferentemente la fructosa por sobre glucosa para alimentar las vias de sintesis de 4cidos
nucleicos a través de la via no oxidativa de las pentosas fosfato (PPP) incrementando a su vez

la expresion de la enzima transcetolasa (TKL) que permite a estas células producir més acidos
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Figura 1. Representacion esquematica del metabolismo de la glucosa y fructosa en células
humanas. Tanto glucosa como fructosa son activamente captadas hacia el interior de las células
mediante transportadores GLUTs. Glucosa es rapidamente fosforilada a glucosa-6-fosfato
mediante la accion de la enzima hexoquinasa (HK) y continua la via glucolitica hasta la
generacion de piruvato. Fructosa por otro lado es fosforilada por la enzima cetohexoquinasa
(KHK) hacia fructosa-1-fosfato (F-1-P) para luego ser metabolizada directamente a
dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) y gliceraldehido por la enzima aldolasa-B. Gliceraldehido es
metabolizado hacia gliceraldehido-3-fosfato (G3P), punto en el cual se une a la glucolisis. KHK
no tiene retroalimentacion regulada por lo que, y dependiendo solo de la disponibilidad de
fructosa y su metabolizacion a F-1-P, causa una disminucion aguda del nivel de ATP ademas
de promover una entrada constante de metabolitos hacia la glucélisis y otras vias de biosintesis:
1) la via de las pentosas fosfato (oxidativa, oxPPP; no oxidativa, non-oxPPP) permite la sintesis

de ribosa-5-fosfato, molécula clave para la sintesis de nucleotidos; 2) el ciclo de acidos
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tricarboxilicos permite no solo la reduccion de NADP y NADPH necesarios para sostener la
fosforilacion oxidativa, sino que también genera intermediarios metabdlicos como el citrato,
que pueden ser utilizados en otras vias de biosintesis, 3) la via de la lipogénesis de novo (DNL)
permite la generacion de triglicéridos a partir del palmitato que enzimas como la acetil-
carboxilasa (ACC) y la sintasa de acidos grasos (FASN), que utilizan el citrato generado en el
TCA. Este ultimo puede ser utilizado en la produccion de energia (ATP) mediante fosforilacion
oxidativa o metabolizada hacia lactato por la enzima lactato deshidrogenasa para luego ser
transportado fuera de la célula. Otras enzimas de interés son la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH) que modula la actividad de la oxPPP mientras que se ha reportado que la enzima

transcetolasa es quien modula la respuesta de la non-oxPPP al metabolizar fructosa.
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nucleicos, explicando en parte un aumento en la capacidad proliferativa (Liu et al., 2010).
Adicionalmente, multiples células tumorales como las de glioma o0 mama, han demostrado que
un aumento en la proliferacion como en propiedades invasivas cuando son cultivadas con
fructosa (Fan et al., 2017; Gao et al., 2018). Los mecanismos tras esta potenciacion no estan
bien comprendidos pero estas evidencias sugieren que los niveles de fructosa en suero y/o el
metabolismo asociado a los niveles sistémicos de fructosa podrian representar importantes

biomarcadores en cancer.

En resumen, el CaP es uno de los carcinomas mds prevalentes en la poblacion
masculina de paises occidentales y aunque las técnicas de deteccion del CaP basados en los
niveles de PSA sérico, tacto rectal y evaluacion histopatoldgica del tumor han logrado bajar los
numeros de incidencia y aumentar la sobrevida de manera importante desde hace cuatro décadas,
en los ultimos 10 afios los niveles se han mantenido sin mejoras, lo que indica una fuerte
necesidad de mejorar los sistemas de deteccion, estadificacion y tratamiento del CaP. Para esto,
ahondar en los factores de riesgo menos establecidos como la obesidad y la dieta es clave para
poder evaluar tratamientos de manera mas optima y personalizada. Los tratamientos con
mayores posibilidades de curacion contra el CaP son dependientes de que el carcinoma no se
haya propagado a tejidos adyacentes, por lo que detectar nuevos biomarcadores que permitan
mejorar los métodos de estadificacion y permitan detectar el CaP en etapas tempranas forma un
gran campo de investigacion biomédica hoy en dia. Por otra parte, el estudio del metabolismo
tumoral es un 4rea de investigacion que aunque iniciado hace casi 100 afios por los trabajos de
Otto Warburg, ha sido recientemente que ha recibido su apogeo, permitiendo dar con blancos
moleculares, dianas farmacolédgicas, asi como extender los conocimientos sobre como las

células de cancer sabotean las vias metabolicas y se aprovechan de los distintos recursos a su



30

disposicion, mejorar su capacidad proliferativa y adaptacion a los cambios de ambiente y
nutrientes al que se somete durante su evolucion. De estos, los cambios que las células de cancer
realizan a la via glucolitica se encuentran entre los mas estudiados, demostrando la gran
plasticidad metabolica que les otorga incrementar significativamente la glucoélisis para generar
un aumento en metabolitos secundarios utilizados en promover vias de biosintesis y balance
redox como la PPP, DNL y el ciclo TCA. Suplir una alta demanda en la capacidad glucolitica
requiere de un transporte acorde, y en esto ya se ha descrito que la sobreexpresion de
transportadores de glucosa, en especifico GLUT-1, es clave para el proceso carcinogénico de
un numero importante de tumores, encontrando correlaciones positivas entre el nivel de
expresion de GLUT-1, el desarrollo de metastasis y menores probabilidades de sobrevivencia
de los pacientes afectados. Es este mismo transporte exacerbado lo que da sustento a una de las
técnicas de imagen mas utilizada en oncologia, el PET-Scan, especificamente el que usa el
andlogo de glucosa [18F]-FDG, permitiendo evaluar el tamafio de tumores primarios y detectar
sitios metastasicos. Curiosamente, la aplicabilidad clinica del FDG-PET se ha visto limitada en
diferenciar neoplasia de CaP del tejido benigno, al menos en etapas iniciales y considerando las
caracteristicas metabolicas particulares del tejido prostatico, es que se vuelve aiin més relevante
el caracterizar el rol tanto de otros transportadores de glucosa, asi como de fuentes alternativa
de carbono, distintos a la glucosa, que tengan relevancia en el proceso evolutivo del CaP, desde
su carcinogénesis hasta la adquisicion de la capacidad de invadir otros tejidos. Tratando de
responder esta problematica, nuestro grupo de investigacion publico en el afo 2012 un trabajo
en donde se analiz¢ la distribucion celular de GLUT-1 y GLUT-5 en 76 especimenes de prostata
benigna, 10 especimenes con lesiones intraepiteliales de alto grado (HGPIN, un tipo de lesion

proliferativa, precursora directa de algunos tipos de carcinoma prostatico) y 28 especimenes de
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CaP (Reinicke etal., 2012). En este estudio, se determindé mediante analisis
inmunohistoquimico que la expresion de GLUT-1 se localizaba preferentemente en las células
basales, asi como en la membrana basolateral de células epiteliales prostaticas, mientras que
GLUT-5 se localizaba en las membranas apicales. Cuando se evalud la expresion en estos
transportadores en las lesiones HGPIN, se reporto la expresion de GLUT-5 en las membranas
apicales de estas células mientras GLUT-1 no fue detectado por los estudios
inmunohistoquimicos. Por lo tanto, y considerando los antecedentes ya discutidos en este marco
teorico, la posibilidad de que tanto las células de prostata como las de CaP utilicen fructosa en
vez de glucosa para satisfacer sus demandas metabodlicas es suficientemente alta al considerar
los estudios ya publicados en torno a la expresion de transportadores especificos de fructosa
como el GLUT-5, de las cuales ya se ha demostrado su expresion en tejido benigno y maligno
de CaP. Ademas, la dieta y la obesidad son factores de riesgo para contraer CaP, existe una
correlacion entre la aparicion de enfermedades metabdlicas y cancer causadas por el
sobreconsumo de fructosa, y se ha reportado que otros tumores con transporte activo de fructosa
como colorrectal y pancreas entre otros, se ven beneficiados al incorporar la fructélisis en su
metabolismo, incrementando su capacidad proliferativa. Es entonces que esta tesis busca
analizar el efecto bioldgico que el transporte de fructosa, a través de transportadores como
GLUT-5, pueda tener sobre modelos in vitro e in vivo de CaP, aportando informacion de como
estas c¢lulas pueden beneficiarse del impacto que pudiera tener el putativo metabolismo de la
fructosa en términos de agresividad celular y modulacion en la expresion de otros actores

moleculares como enzimas y metabolitos asociados a la glucdlisis.
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2. Hipotesis

Esta tesis propone que las células de cancer prostatico captan fructosa intrinsecamente y
que dicho transporte incrementa caracteristicas celulares asociadas tanto a capacidades

de proliferacion como de agresividad tumoral con respecto a glucosa.

3. Objetivos Especificos

1) Evaluar la capacidad de distintos modelos in vitro de cancer prostatico de captar fructosa
en el medio de cultivo y analizar si esta captacion puede incidir sobre parametros de

viabilidad celular y de agresividad tumoral en comparacion a glucosa.

2) Determinar el efecto que tiene la adicion de fructosa en la dieta sobre parametros de la

agresividad y progresion tumoral en modelos in vivo de cancer prostatico.

3) Analizar el efecto in vitro de la metabolizacion de fructosa sobre parametros de actividad
metabolica y sobre los niveles de expresion de las principales enzimas glucoliticas, de la via
de las Pentosas Fosfato y Lipogénesis de novo en modelos celulares de cancer prostatico

humano.
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4. Resultados

4.1. Objetivos 1 y 2.

1. Evaluar la capacidad de distintos modelos in vitro de cancer prostatico de captar
fructosa en el medio de cultivo y analizar si esta captacion puede incidir sobre parametros

de viabilidad celular y de agresividad tumoral en comparacion a glucosa.

2. Determinar el efecto que tiene la adicion de fructosa en la dieta sobre parametros de la

agresividad y progresion tumoral en modelos in vivo de cancer prostatico.

e Racional:

Dado que hasta la fecha de la aprobacion del correspondiente proyecto de Tesis (2016) no
existian trabajos que hayan evaluado el rol biologico de la fructosa en las células de CaP, y

basandonos en los antecedentes aportados en el marco tedrico que:

1) Sugieren que la metabolizacion de fructosa puede influir en caracteristicas asociadas a
proliferacion celular en tumores de CaP de manera similar a aquellos que expresan
transportadores como GLUT-5 como glioma, pancreas, o colon,

2) Hemos reportado la expresion de transportadores de fructosa en el tejido prostatico
benigno, en lesiones HGPIN, pero también en células de CaP que sugieren un rol del

metabolismo de fructosa en la homeostasis de estas células.

Decidimos unificar los antecedentes respecto a este tema en un trabajo de revision que resume
los efectos biologicos del excesivo consumo fructosa en células humanas, su posible impacto

en el transporte y metabolismo glucolitico en células de cancer y como las células de CaP
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podrian beneficiarse de su metabolizacion, ademas de presentar un resultado preliminar que

demuestra la expresion de GLUT-5 en células de cancer prostatico (Carrefio et al., 2019)".

Por otra parte, los resultados obtenidos al evaluar los objetivos especificos 1 y 2 de esta tesis,
especificamente aquellos obtenidos al evaluar el efecto biologico de la fructosa tanto en lineas
celulares de CaP, asi como en 2 modelos xenoinjerto fueron presentados como parte de la

Publicacion 2 (Carrefio et al., 2021)>.

! Daniela Carrefio y Néstor Corro contribuyeron equitativamente a este trabajo, compartiendo coautoria
correspondiente.

2 Daniela Carrefio, Néstor Corro y Javier Cerda-Infante contribuyeron equitativamente a este trabajo, compartiendo
coautoria correspondiente.
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Abstract

Activation of glucose transporter-1 (Glut-1) gene expression is a molecular feature of cancer
cells that increases glucose uptake and metabolism. Increased glucose uptake is the basis for the
clinical localization of primary tumors using positron emission tomography (PET) and 2- deoxy-
2-[18F]-fluoro-D-glucose (FDQG) as a radiotracer. However, previous studies have demonstrated
that a considerable number of cancers, which include prostate cancer (CaP), express low to
undetectable levels of Glut-1 and that FDG-PET has limited clinical applicability in CaP. This
observation could be explained by a low metabolic activity of CaP cells that may be overcome
using different hexoses, such as fructose, as the preferred energy source. However, these
hypotheses have not been examined critically in CaP. This review article summarizes what is
currently known about transport and metabolism of hexoses, and more specifically fructose, in
CaP and provides experimental evidence indicating that CaP cells may have increased capacity
to transport and metabolize fructose in-vitro and in-vivo. Moreover, this review highlights
recent findings that allow better understanding of how metabolism of fructose may regulate
cancer cell proliferation and how fructose uptake and metabolism, through the De Novo
Lipogenesis pathway, may provide new opportunities for CaP early diagnosis, staging and

treatment.

Keywords: Fructose, cancer, metabolism, glucose transporters, biomarkers.
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Introduction

The study of tumor metabolism dates from the middle of the 20th century, with the first
observations generated by Otto Warburg, who characterized the preferential anabolic
metabolization of glucose to pyruvate, and then to lactate, even in the presence of normal oxygen
concentrations(1). Since then, the role of energy metabolism in cancer is widely recognized in
the literature as a key aspect in various events of cancer biology such as carcinogenesis and
metastasis. A good part of the research in this field is focused on the study of metabolism and
tumor aggressiveness, it's relationship with the metabolic state of the patient, and how this
interaction can be used to generate new molecular targets and better treatments. The majority of
these studies are based on characteristics such as the increase in glucose uptake (mediated
through the glucose transporter-1 or Glut-1) or the effect of hypoxia in anaerobic metabolism,
however, little is known about the contribution of other transporters of the Glut family, as well
as the impact of other hexoses present in the diet, in the biology of cancer.

Hexoses are naturally occurring sweeteners; the most common hexoses in the human
diet are glucose, fructose, and galactose. For thousands of years, humans consumed about 16-
24 grams of fructose each day, mainly in fruits and honey obtained from foraging and
agricultural activity. Recent modernization and specialization in agricultural and food
processing methods have increased fructose consumption patterns; today, fructose consumption
per day in the United States averages ~80 grams(2-4). Most of the increase in consumption is
from processed fructose in the form of high fructose corn syrup(5). Recent studies suggest a
direct relationship between the increase in fructose consumption and the increase in incidence

of obesity and type-2-diabetes(6-8). Consistent with this hypothesis, a considerable amount of
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basic science data suggests that fructose serves as a major source of energy for several human
cell types, which include erythrocytes, myocytes, spermatozoids and adipocytes(9-12).

A few studies in the area to establish a relationship between fructose consumption and
the incidence of prostate cancer. In 1998, a prospective study in 47,781 patients provided
indirect evidence that increased fruit consumption and avoidance of high calcium intake reduce
the risk of advanced CaP(14). A more recent study, however, found that the consumption of
high levels of fruit juice increases the risk of prostate cancer by 58%(15). Taken together, both
studies suggest us that the amount of fructose present in the diet is critical when establishing an
effect on risk of CaP, given that the amount of fructose ingested in fruits is lower than that found
in fruit juices or sugary beverages. Other studies that have analyzed the possible effect of
fructose consumption in other types of cancer support this idea. A systematic analysis in 37
cohort studies between 1990 and 2017 evaluated associations between dietary sugar, lifestyle
and cancer risk(16). Of 14 reports in fructose, 8 reported null association, 2 suggested a
protective effect, while in 4 studies a prejudicial association was reported. Although a good part
of those studies reported a null association, the ones that analyzed the consumption of foods
with added sugar and sweetened drinks demonstrated a detrimental association with the risk of
cancer.

These observations support the hypothesis that the type of sugar consumed may be just
as important as the amount consumed. Limiting the intake of dietary factors that accelerate
cancer cell proliferation could decrease the incidence and increase the window of opportunity
to treat effectively some cancers. This review examines the role of fructose uptake and

metabolism in cancer, with special emphasis on prostate cancer, and how fructose uptake and
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metabolism integrate with glycolytic and alternative metabolic pathways, like de novo
lipogenesis and pentose phosphate, to impact CaP aggressiveness and progression.
Facilitative hexose transporter family

Facilitative sugar transporters, Gluts, move sugars (including glucose, fructose, and
other hexoses) across the plasma membrane, without energy consumption and in favor of a
gradient concentration. Fourteen members of Gluts have been identified and grouped in three
classes based on their structural and sequence similarity (Table 1)(17). However, despite these
similarities, Gluts, even within the same class, display different capabilities to transport distinct
sugars and they are differently regulated and distributed among human tissues (Table 1)(18). In
particular, Glut tissue-specific expression may play important roles in the regulation of hexose
uptake and metabolism, under distinct nutritional and hormonal conditions(18).
Class-I facilitative hexose transporters: Includes Glut-1, Glut-2, Glut-3, Glut-4 and Glut-
14(19). Glut-1 is the most ubiquitous member of the family and transports primarily glucose,
although it can also move galactose, mannose, and glucosamine with certain efficiency(20).
Glut-2 is primarily a glucose transporter (although it displays the highest affinity for
glucosamine) that shows low affinity for fructose, galactose and mannose(21). Glut-3 transports
glucose with very high affinity, although it also transports galactose, mannose, maltose, or
xylose, but is unable to transport fructose(18). Glut-4 is a high-affinity glucose transporter that
translocate from intracellular reservoir to the plasma membrane in response to insulin(22). Glut-
14 is the most recently discovered member of the class-I isoforms that shows a 95% sequence
identity to Glut- 3 and is able to transport glucose(23).
Class-II facilitative hexose transporters: Includes Glut-5, Glut-7, Glut-9 and Glut-11(19).

Glut-5 in humans is only capable to transport fructose, with no ability to transport glucose or
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galactose(24). Glut-7 can move both glucose and fructose with the highest affinity among Glut
transporters(12), whereas it is unable to transport galactose, xylose or 2-deoxyglucose. Glut-9
seems to be both a fructose and a uric acid transporter(25-27). Glut-11 transports glucose and
fructose, but not galactose(17).

Class-III facilitative hexose transporters: Includes Glut-6, Glut-8, Glut-10, Glut-12 and the
H(+)- myo-inositol transporter (HMIT)(19). Glut-6 represents a low-affinity glucose
transporter. Glut-8 transports glucose with high affinity, and this transport activity is inhibited
by fructose and galactose. Glut-10 transports glucose, galactose and deoxyglucose. Glut-12, a
glucose and fructose transporters(28) was identified first in MCF-7 breast cancer cells by
sequence homology with the insulin-stimulated Glut-4 gene, although its protein sequence
displays more similarity with Glut-10(29). HMIT is a specific transporter for myoinositol, and
its activity is stimulated by decreased extracellular pH(17).

Among all of Glut isoforms, Glut-2 and Glut-5 were reported originally as the only
proteins capable of mediating fructose transport in human cells(10, 30), with Glut-5 being a pure
fructose transporter(11, 31). However, more recently, Glut-7, Glut-9, Glut-11 and Glut-12 have
been proposed to be fructose transporters based on their high sequence homology with Glut-5
(36-40% identity)(12, 25, 32) and functional characterization using in vitro models(28, 33).
Hexose transporter expression in prostate cancer

The elevated level of glucose uptake and metabolism in cancers is the basis for the
clinical localization of primary cancers and sites of metastasis using positron emission
tomography (PET scanning) and the enhanced cellular uptake of [18F]-FDG (2-deoxy-2-[18F]-
fluoro-D-glucose)(34-36). FDG-PET imaging has shown limited clinical applicability in

CaP(37,38). This striking difference between CaP and other cancers suggests: 1) a low
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metabolic activity for CaP(39); or 2) CaP utilizes hexoses other than glucose, such as fructose,
as the energy source to fuel their metabolic requirements(13, 40). However, none of these
hypotheses have been critically examined in CaP.

Even though a large number of immunohistochemical studies documented high levels of
expression of Glut-1(40-42) in several human neoplasms, in most of these studies it was also
shown that a considerable proportion of the human neoplasms expressed low to undetectable
levels of Glut-1(40, 42, 43). Moreover, within the types of neoplasms that showed high levels
of expression of Glut-1, it was also observed that subgroups of these neoplasms showed low or
undetectable levels of this isoform(40, 42). This evidence indicate that glut-1 over-expression
does not correspond to a prerequisite of the malignant phenotype. Moreover, this evidence
suggest that other hexose transporter isoforms might be expressed in these cancers that lack
expression of Glut-1. In support of this hypothesis, our laboratory(40) reported over-expression,
in several types of cancers, of Glut-2 and Glut-5, both fructose transporters. In addition, we
demonstrated that human choroid plexus papilloma, breast cancer (ZR-75-1), and hepatoma
(HepG?2) cell lines transported fructose efficiently in vitro.

Expression and functionality of Gluts have not been characterized in detail in clinical
specimens of CaP. Effert et al.(44) and Steward et al.(45) analyzed expression of Glut-1 in 45
and 67 clinical specimens of benign hyperplasia and CaP, respectively. However, analysis of
the expression of Glut-1 was performed only at the mRNA level. At the protein level, Chandler
et al.(43) analyzed the immunohistochemical expression of Glut-1 and Glut-12 in 3 clinical
specimens of CaP; the 3 specimens immunostained positively for Glut-12, and 1 specimen was
positive weakly for Glut-1. In addition, Carvalho et a/.(42) analyzed the expression pattern of

Glut-1 in 195 clinical specimens of malignant prostate tumors using immunohistochemistry. In
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this study, only 47% (92 cases) of the specimens showed positive immunoreaction and 53%
(103 cases) were negative for Glut-1. Moreover, among the positive cases, the immunostaining
for Glut-1 showed a cytoplasmic localization with varying intensities (the authors did not
describe the intensity levels or the sample size of each intensity level). Although interesting,
these analyses are limited and inconclusive in terms of defining the molecular mechanisms
(transport system/s) involved in the full spectrum of hexose uptake, and more specifically
fructose uptake, in benign and malignant prostate tissue. In according with the previous
studies(42, 43), an immunohistochemical study reported by our group(46) indicated that Glut-1
protein was detected poorly in benign prostate tissue and was low to undetectable in CaP, which
could explain, at least in part, the deficiency of FDG-PET scanning for imaging CaP. In this
report(46), preliminary RT-PCR analyses showed that Glut-7, Glut-9 and Glut-11 mRNAs were
detected in non-tumor and malignant prostate tissue, and that Glut-11 mRNA, a potential
fructose transporter, was over-expressed consistently in malignant human prostate tissue
compared to non-tumor. Further immunostaining analyses (Fig. 1) have validated our previous
results and supported the hypothesis that CaP represents a fructose-dependent (Fig. 1D-F),
rather than a glucose-dependent (Fig. 1A-C), human malignancy, and that fructose might play
a key role to fuel CaP metabolism and growth.

Several important questions related to fructose uptake during CaP carcinogenesis and
progression remain open and are the focus of our investigation. For example, do carcinogenesis
and/or progression of clinical CaP involve an increase in the ability of malignant prostate
epithelial cells to uptake fructose? Does fructose uptake play a role in the biology of CaP
epithelial cells? If so, which Glut isoform(s) are involved in these processes? Future studies

from our laboratory and others will unravel these, and probably other, interesting questions and
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provide mechanistic explanations to understand the role of hexoses, and specifically fructose,
uptake in CaP.
Biological role of fructose in cancer - projections to prostate cancer
Fructose consumed in the diet is transported into the enterocyte through a facilitative transport
mechanism mediated by Glut-5(47, 48). Once inside the enterocyte, fructose diffuses into blood
vessels through a facilitative transport mechanism mediated by Glut-2(49). Fructose present in
portal blood is transported rapidly and efficiently into hepatocytes through a transport
mechanism mediated by Glut-2. Once inside hepatocytes, fructose is robustly phosphorylated
to fructose-1-phosphate (F-1-P) by fructokinase (KHK), and subsequently split by aldolase into
glyceraldehyde and dihydroxyacetone phosphate at a much slower rate, which traps of inorganic
phosphate in the form F-1-P (Fig. 2). The conversion of fructose into triose phosphate occurs
independently of any type of negative feedback as insulin, ATP depletion or citrate. This
metabolic conversion leads to 1) a high consumption rate of hepatic ATP for the initial
phosphorylation of fructose, which can lead, when fructose intake is high, to transient ATP
depletion, formation of AMP and degradation of adenosine to uric acid; 2) an overflow of triose-
phosphates, which are secondarily converted into lactate or glucose to be released into the
circulation; 3) stimulation of glycogen synthesis; and 4) stimulation of synthesis of fatty acids
from the carbons of fructose, through a metabolic pathway known as De Novo Lipogenesis
(DNL) (Fig. 2).

The generally accepted concepts that fructose is cleared rapidly, and almost completely,
by the liver(50), and that fructose does not represent an important energy source for peripheral
tissues, has been challenged over the last five years by evidence indicating that consumption of

high levels of fructose, especially in the form of High-Fructose Corn Syrup (HFCS), induces
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greater systemic concentrations of fructose than sucrose(51). Hui et al.(52) demonstrated that
healthy subjects exposed to an oral refined carbohydrate load, exhibited higher levels for longer
of fructose than to glucose. Moreover, these authors demonstrated that the fasting serum
fructose level was higher in patients with pancreatic cancer than those without pancreatic cancer.
The elevated consumption of fructose has been associated with numerous diseases and
syndromes, most notably metabolic syndrome that includes hypertension, obesity, diabetes,
hyperinsulinemia, and nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)(53) and fructose
malabsorption(54), gout(55), breast cancer(56), pancreatic cancer(13) and renal disease(57).
However, the direct effect of fructose on most of the fructose-associated diseases, as well as the
fructose-mediated molecular mechanisms involved in these effects, remain unclear. The first
evidence that indicated that prolonged fructose consumption may contribute to the development
of metabolic syndrome was determined in overweight or obese adults, in which consumption of
fructose-sweetened, but not glucose-sweetened, beverages increased DNL, promoted
dyslipidemia, decreased insulin sensitivity, and increased visceral adiposity(58). Consumption
of fructose at 25% of energy requirements for 10 weeks, compared with isocaloric consumption
of glucose, contributed to the development of components of the metabolic syndrome, by
increasing circulating uric acid and gamma-glutamyl transferase activity(59).

In addition to higher fat intake(60), a large increase in refined carbohydrate intake has
been hypothesized to be a risk factor for several human cancers(61), which include ovarian(62),
pancreatic(63), endometrial(64), breast(65) and gallbladder(66) cancer. Even though glucose
has an established role in cancer cell proliferation(67), little is known about how tumor cells
uptake and utilize fructose, and whether or not, fructose can potentiate cancer cell proliferation.

Several epidemiological studies have highlighted a positive correlation between fructose intake
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and cancer(68, 69). The correlation is reinforced by reports that Glut-5 expression(40) and blood
fructose concentration(52) are increased in various types of cancers and in cancer patients,
respectively. Recent in vitro studies have provided evidence for a direct effect of fructose and
Glut-5 on tumor growth. In cultured breast cancer cells, fructose modified glycan structures of
the tumor cells and increased their proliferative and invasive properties when compared to
glucose(56). Moreover, suppression of Glut-5 expression with antisense oligonucleotides in
breast cancer inhibited tumor cell proliferation(70). More recently, metabolomic analyses of
pancreatic cancer cells indicated that fructose was used preferentially for nucleic acid synthesis
via the non-oxidative pentose phosphate pathway (PPP) to provide five-carbon pentose for RNA
synthesis(13). In this study fructose promoted expression of the transketolase enzyme, an
activity that enables a more rapid metabolism of glucose and fructose through the non-oxidative
PPP(13) (Fig. 2), which allows pancreatic cancer cells to generate more rapidly nucleic acids
and proliferate more efficiently.

The ability of CaP cells to metabolize fructose has not been studied. Moreover, the
expression and cellular distribution of GLUTSs has been characterized poorly, and results are
limited and inconclusive as to defining a molecular mechanism involved in hexose and, more
specifically, fructose uptake. However, several pieces of evidence suggest that hexoses other
than glucose, such as fructose, may play a key role in CaP biology. The limited clinical
applicability showed by FDG-PET, which is only partially useful in late stages of the
disease(38), implies limited absorption of glucose by CaP cells(46). Previous in vitro
analyses(39) indicated that LNCaP cells exhibit cell growth and proliferation levels that are
similar when glucose levels are normal or low, but proliferation of DUI45 cells was

significantly inhibited at low levels of glucose concentration, which indicated that high levels
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of glucose consumption are required for rapid, highly proliferative, but not for slow proliferative
CaP cells. On the contrary, Gluts expression analyses(46) (Fig. 1) in malignant human prostate
tissues indicate a low level of expression of Glut-1, and higher levels of expression of Glut-5.
This evidence suggests that fructose, and not glucose, may play a key role in CaP cell
metabolism and that further studies in this field could validate Glut-5 and probably other
fructose metabolizing enzymes as possible new drug targets/biomarkers to inhibit/detect
aggressive CaP. This evidence also suggests that 6-[18F] fluoro-6-deoxy-D-fructose may
represent a more efficient radiotracer for positron emission tomography imaging in CaP(71).
De novo lipogenesis: A putative pathway for fructose metabolism in CaP.

Several studies(72-75) have indicated that key elements of the DNL, such as the fatty
acid synthase (FASN) or the sterol regulatory element-binding protein (SREBP),
are upregulated in a variety of tumor types, which include CaP. The upregulation of FASN in
the prostate occurs during the earliest stages of neoplastic transformation (PIN lesions) and in
nearly all invasive CaP adenocarcinomas(76). Lipids contribute in different ways to CaP
metabolism, either by increasing availability of membrane precursors, energy storage, a steroid
hormone synthesis or they can be oxidized for energy production. Lipid metabolism has been
studied previously(77) demonstrating that CaP cells exhibit a lipogenic profile regulated through
the activity of the androgen receptor (AR)(77). Heemers et al.,(78) reported that androgens
stimulate the expression of FASN, through activation of the SRBEP pathway. These authors(79)
subsequently demonstrated that androgens increased the expression of lipogenic genes in CaP
cell lines and mice prostatic tissue, but the degree of the effects depended on the tissue and the
enzyme studied. Dasgupta et al.(80) reported that the steroid receptor co-activator 2 (SRC-2),

one of the main activators of SREBP, promoted activation of glutamine-dependent DNL in an
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AR-independent manner, which accelerated tumor growth and metastasis and decreased
survival in CaP mouse models. In addition, inhibition of SRC-2 attenuated the proliferative
effect(80). These data demonstrated that DNL is a preferential metabolic pathway activated by
CaP cells, and that this activation may have an important impact on the ability of CaP cells to
recur during androgen deprivation therapy. However, the precise mechanisms associated with
this activation in castration-recurrent CaP cells are not well understood.

Little is known about the biological role that fructose may play on lipid metabolism in
benign or malignant prostate cells, but studies in other cellular models indicate that DNL can be
promoted by fructose. For example, fructose has been shown to up-regulate FASN and glycerol-
3-phosphate acyltransferase expression in adipocytes(81). Fructose has been shown to promote
the conversion of pyruvate to acetyl-CoA by an increase in pyruvate dehydrogenase and a
decrease in pyruvate kinase activities in fructose-fed rats(82). Moreover, fructose was shown to
increase the activity of the sterol regulatory element binding protein lc, SREBP1, a core
transcription factor of enzymes involved in DNL(83).

The role of fructose consumption in the development of non-alcoholic fatty acid disease
(NAFLD) is a well-documented example mechanism of how dietary fructose can influence gene
expression, metabolic reprogramming and disease development in liver. The consumption of
fructose-, but not glucose-, sweetened drinks has been associated with increased visceral
adiposity, insulin resistance and increased hepatic DNL(59, 84, 85). Previous studies in wild
type mice fed high fructose diet (HFD) or high sucrose diet increased the incidence of NAFLD
compared to control animals. This effect was prevented when KHK was knocked-out, which
suggests a key role for fructose metabolism in NAFLD development(86). Fructose has shown

to increase the level of expression of the DNL enzymes, acetyl-CoA carboxylase (ACC1), FAS
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and stearoyl-CoA desaturase (SCD1) in mice fed chow or HFD, supplemented with 30%
fructose in the drinking water(87). Taken together, these data support a direct effect of consumed
fructose in the promotion of DNL in hepatic tissue. Although a potential effect of fructose has
not been established in benign or CaP tissue yet, these data suggest that activation and promotion
by fructose uptake in the DNL pathway could be a key step in tumor initiation, growth,
progression and/or therapy-resistance in CaP.
Conclusions and projections to the clinic

This review article presented previous published and experimental data to suggest a
crucial role for fructose in the biology of CaP. As it has been established in this review article,
there is a large gap in terms of defining the role of fructose in the biology of cancer, including
CaP. Therefore, it is increasingly evident that defining the molecular nature of the fructose
transport, how this sugar is metabolized by cancer cells, and the impact of these processes in the
biology of CaP represents innovative/provocative questions in the field. Certainly, identifying
and functionally characterizing the specific fructose transporter/s and the way fructose is
metabolized in benign and malignant human prostate epithelial cells could support the concept
that the type of sugar consumed may be just as important as the amount consumed, and that
limiting the dietary factors that can accelerate prostate cancer cell proliferation can provide vital
time for treating these tumors. Both concepts have begun to be explored in other types of
neoplasms such as breast and pancreatic cancer.

The utility of fructose transport/metabolism in the clinical setting could be assessed in
at least three different aspects: 1) As a biomarker: Understanding the molecular mechanisms
that govern fructose uptake and metabolism in prostate cells/tissues could provide the

opportunity to discover new biomarkers with the potential to predict clinical significance in all
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stages of CaP. The current tendency in the treatment of CaP patients increases the need for
reliable biomarkers that help in the clinical decision-making process, especially biomarkers that
could help in the refinement of the selection criteria for potential active surveillance in patients
with low-risk CaP as well as in predicting advanced CaP. Fructose transport/metabolism may
be higher in CaP with high Gleason score (>7), and possible even higher in metastatic disease,
which could be used to differentiate between truly localized CaP versus potential metastatic
disease. This could provide a useful tool to define the need for standard therapy for high-risk
disease or eventually the use of a more aggressive treatment, such as abiraterone, enzalutamide
or chemotherapy for a man with “localized” high risk CaP. 2) As a tracer for imaging related
staging and recurrence of prostate cancer: The study of fructose uptake and metabolism could
provide the molecular basis to support the use of fructose derivatives as more efficient
radiotracers for imaging primary or metastatic CaP, which could improve CaP staging and
monitoring of treatments. The methodology of PET using 18F-FDG has been used successfully
for this purpose in a large variety of tumors, however, it has not proven to be sensitive enough
in CaP, probably because prostate tumors use fructose instead of glucose to maintain their
metabolism. Currently, there are new tracers for the PET technique that address different
molecular mechanisms to label tumor epithelial cells. One of those ways is focused on the
metabolism of essential amino acids such as choline, which can be labeled with carbon-11 or
with fluorine-18. Even though these tracers have been used clinically in CaP, their utility has
been limited to the evaluation of tumors of high risk and the determination of recurrence against
the elevation of PSA. Recently, other forms of labeling CaP cells have appeared; one is through
the use of a ligand for a prostate-specific antigen of the plasma membrane of tumor epithelial

cells, known as PSMA (Prostate Specific Membrane Antigen). Although this PET-PSMA
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technique is currently one of the most utilized because of its high sensitivity and specificity for
detecting metastatic and recurrent disease, especially in men with PSA above 0.5 ng/ml, there
is a percentage of CaPs that do not express PSMA. Therefore, it could be of special interest to
investigate whether or not using fructose as radiotracer may improve accuracy of PET imaging
in this special situation. The great variety of PET imaging techniques in use (and others currently
under development), in conjunction with traditional imaging techniques, such as nuclear
magnetic resonance and computed axial tomography, does nothing but confirm the critical
situation that there is not a single technique with sufficiently good performance to achieve
adequate staging in patients with CaP. Further studies in this field could provide the molecular
basis to support the use of fructose derivatives as more efficient radiotracer for imaging primary
prostate cancer and/or metastases, which could beneficially impact early detection, staging, and
monitoring of treatments. 3) As a therapeutic target candidate: Fructose transporters are very
attractive therapeutic target candidates due to their localization at the level of the plasma
membrane of the human cells, which makes pharmacological inhibition of these molecules more
feasible. In the same sense, interdiction of fructose transport could represent a more attractive
therapeutic strategy than the interdiction of glucose transport, for inhibition of cell/tumor
growth/spread of CaP. This is especially true when considering that the expression of fructose
transporters (i.e., Glut-5) is not as ubiquitous as the expression of the glucose transporters (i.e.,
Glut-1) and is confined to a few organs in the human body.

In summary, further studies on this field will forward prostate cancer research in that it
will provide basic and preclinical information to support a unique biological role for fructose
uptake/metabolism in prostate cancer initiation and progression, and more importantly, these

studies could help to potentiate therapeutic strategies/imaging modalities currently in use.
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Table 1. Summary table of hexose transporter localization and substrate

specificity
Isoform |Major sites of expression Substrates (Km) References
Glut-1 Ubiquitously Glucose (Km 3 mM) (88, 89)
expressed,
erythrocytes, blood- | Glucosamine (K 2.1
brain barrier mM)
DHA (Km 1.1 mM)
Glut-2 Liver, retina, Glucosamine (K, 0.8 (89, 90)
kidney, mM)
erythrocytes
Glucose (Km 17mM)
Galactose (km 85mM)
Fructose (Km 67mM)
Glut-3 Neurons, DHA (Kn 1.1 mM) (88, 90)
placenta,
testis Glucose (Km 1.4 mM)
Galactose (Km 8.5mM)
Glut-4 Skeletal and Glucose (Km 5.2mM) (88,91)
cardiac muscle
DHA (K 0.98 mM)
Glucosamine (K
3.9mM)
Glut-5 Prostate, Fructose (Km 6mM) 47)
erythrocytes,
kidney, small
intestine
Glut-6 Brain, spleen, Glucose (Km 5SmM) (92)

smooth muscle
cells
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Glut-7 Small intestine, Glucose (Km 0.3mM) (12)
colon, testis
Fructose (Km 0.2mM)
Glut-8 Testis, neurons, Glucose (Km 2 mM) (93)
adipose cells
Glut-9 Kidney, lung, Glucose (Km 0.61 mM) (94, 95)
liver Fructose (Km 0.42 mM)
Urate (Km 0.890 mM)
Glut-10 Liver, pancreas, 2-deoxy-D-gucose (Km (96)
placenta, kidney
0.3mM)
Glut-11 Heart, skeletal Glucose (Km 0.16mM) (94)
muscle, kidney
Fructose (Km 0.06mM)
Glut-12 Heart, skeletal Glucose, a-methyl-D- (28)
muscle, prostate glucopyranoside, 2-
deoxy-D-glucose,
fructose, galactose
HMIT Brain, adipocyte Myoinositol (K (89)
tissue 0.1mM)
Glut-14 Testis N/A (23)
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Figure Legends

Figure 1. Immunostaining analysis of Glut-1 and Glut-5 expression in malignant human
prostate tissues Levels of expression of Glut-1 and Glut-5 in clinical specimens of CaP were
analyzed using two-photon laser scanning microscopy (A-F). Anti-Glut-1 (A-C) or anti-Glut-5
(D-F) primary antibodies were detected using anti-rabbit secondary antibodies coupled to green
fluorescent protein (GFP, green). Topro staining (blue) was used to visualize nuclei. Collagen
fibers were detected using the generation of the second harmonic (pink). Arrowheads on panels
D and F indicate clusters of Glut-5 expression in CaP. Arrowheads on panels A and C indicate

positive immunostaining for Glut-1 on erythrocytes. Black and white bars: 50 um

Figure 2. Schematic representation of glucose and fructose metabolism in human cells
Once inside the cell, glucose or fructose are phosphorylated rapidly by glucokinase (GK) or
ketohexokinase (KHK), respectively. Glucose-6-phosphate is metabolized to fructose-6-
phosphate and continues through the glycolytic pathway Fructose-1-phosphate (F-1-P) is split
directly to triose-phosphates isomers like glyceraldehyde-3-phosphate (G-3P) and joins
glycolysis at this point. KHK has no regulated feedback, so continuous formation of F-1-P could
cause excessive use of ATP and subsequent AMP metabolization to uric acid. Triose- phosphate
isomers may be redirected to other pathways involved in biosynthesis of macromolecules, such
as nucleotides or triglycerides, or converted to pyruvate using several metabolic steps. Pyruvate
can be utilized for energy production (ATP) through oxidative phosphorylation into
mitochondria or metabolized to lactate by the non-oxidative pathway (Warburg effect) and
extruded from the cell by monocarboxylate transporters (MCT). Abbreviations: GLUT: Glucose
Transporter, GK: Glucokinase, PFK: Phosphofructokinase, G- 3P: glyceraldehyde-3-phosphate,
KHK: Ketohexokinase, PK: Pyruvate kinase, LDH: Lactate
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Abstract

Clinical localization of primary tumors and sites of metastasis by positron emission tomography
(PET) is based on the enhanced cellular uptake of 2-deoxy-2-[18F]-fluoro- D-glucose (FDGQG).
In prostate cancer (PCa), however, PET-FDG imaging has shown limited clinical applicability,
suggesting that PCa cells may utilize hexoses other tan glucose, such as fructose, as the preferred
energy source. Our previous studies suggested that PCa cells overexpress fructose transporters
but not glucose transporters compared to benign cells. Here we focused on validating the
functional expression of fructose transporters and determining whether fructose can modulate
the biology of PCa cells in vitro and in vivo. Fructose transporters Glut-5 and Glut-9 were
significantly upregulated in clinical specimens of PCa when compared to their benign
counterparts. Fructose levels in the serum of patients with PCa were significantly higher than
healthy subjects. Functional expression of fructose transporters was confirmed in PCa cell lines.
A detailed kinetic characterization indicated that Glut-5 represents the main functional
contributor in mediating fructose transport in PCa cells. Fructose stimulated proliferation and
invasion of PCa cells in vitro. In addition, dietary fructose increased the growth of PCa cell line-
derived xenograft tumors and promoted PCa cell proliferation in patient-derived xenografts.
Gene set enrichment analysis confirmed that fructose stimulation enriched for proliferation-

related pathways in PCa cells. These results demonstrate that fructose promotes PCa cell growth
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and aggressiveness in vitro and in vivo and may represent an alternative energy source for PCa
cells.

Statement of significance: This study identifies increased expression of fructose transporters
in prostate cancer and demonstrates a role for fructose as a key metabolic substrate supporting

prostate cancer cells, revealing potential therapeutic targets and biomarkers.

Keywords: Fructose, Prostate Cancer, Metabolism.
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Introduction

Prostate Cancer (PCa) represents the second leading cause of cancer-related deaths in adult men
in the United States(1). The most characterized risk factors for PCa are advanced age, black
race/ethnicity, and family history of the disease. Other modifiable risk factors such as lifestyle,
have been under study in recent years. Western diet has been linked to an increase in incidence
of pathologies such as obesity, metabolic syndrome, and cancer. Sweeteners have become one
of the principal sources of carbohydrates in the Western diet and can be found in processed
foods, beverages, and fruit juices. High Fructose Corn Syrup (HFCS, 10-53% glucose, 42-90%
fructose) is one of the most used sweetener in the food industry and represents more than 40%
of total sweeteners consumed in the USA(2). The idea that dietary fructose is metabolized
almost completely in the liver has been challenged. It has been reported that after consumption
of beverages containing HFCS, fructose can enter and reach a steady level in the bloodstream
and maintain it for hours(3).

Hexose uptake in human cells is primarily mediated by the glucose transporter family (Gluts),
from which fourteen members (Glut-1 to Glut-14) have been described(4). Gluts exhibit both
tissue specificity and multi-functional transport capacity(4). Glut-1 is the most ubiquitous
isoform, and it transports glucose and galactose. Fructose can be transported by Glut-2 (Km 76
mmol/l), Glut-5 (Km 6 mmol/l), Glut-9 (Km 0.42 mmol/l) and Glut-11 (Km 0.06 mM), with
Glut-5 being an obligate fructose transporter(4).

Activation of Glut gene expression, specifically Glut-1, increases glucose transport/metabolism
and is a molecular feature of the malignant phenotype in cancer. The high level of glucose
uptake represents the biological basis for the clinical localization of primary cancers and sites

of metastasis using positron emission tomography (PET), based on the use of 2-deoxy-2-[18F]-
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fluoro-D-glucose ([18F]-FDG). Unlike most human neoplasms, PET-FDG has shown limited
clinical applicability in PCa(5,6), which suggests: 1) A low metabolic activity of PCa cells or
2) PCa cells use hexoses other than glucose, such as fructose, as an energy source to maintain
their metabolic requirements.

Epidemiological studies(7,8) have established a positive correlation between the
incidence/progression of PCa and western diet. A recent study(9) indicated a direct relationship
between the increase in the consumption of dietary sugar, particularly HFCS, and a higher risk
of developing symptomatic PCa. Fructose has been involved in accelerating pancreatic and
breast cancer cell proliferation and incidence of metastasis, respectively(10,11). In addition,
fructose enhanced tumor growth and grade in a murine model of intestinal cancer(12). The
characteristics observed in other human neoplasms could be exacerbated in PCa due to low level
of Glut-1 and the demonstration that PET-FDG has limited clinical applicability for

imaging/detection of PCa, which reflects the lack of functional glucose transporters.

Materials and Methods

Blood samples and clinical specimens

Serum samples were collected from venous blood of 65 healthy and 65 PCa diagnosed patients.
All healthy subjects did not have any background related to PCa and had PSA levels
significantly lower than PCa patients. PCa diagnosed patients were determined by needle
transrectal biopsies. Human benign and malignant tissue sections were obtained commercially
at Roswell Park Comprehensive Cancer Center through de-identified clinical specimens of PCa
patients. For PDX analysis, surgically resected prostate tissue was collected from PCa patients

during radical prostatectomy. Tissue specimens were collected at the operating room,
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submerged immediately in ice-cold ViaSpan solution (Barr Laboratories Inc., Pomona, NY) and
transported on ice for transplantation. All blood and tissue specimens were collected after
obtaining a written informed consent from the patients. All studies were conducted in
accordance with recognized international ethical guidelines (Declaration of Helsinki, CIOMS,
and Belmont Report) and approved by the institutional review board at Pontificia Universidad
Catolica de Chile (PUC).

Immunohistochemistry

Antigen retrieval was performed using 0.01M sodium citrate buffer pH 6.0 for 30 min.
Endogenous peroxidase activity was inhibited using 3% H202 in methanol and nonspecific
binding of antibodies was blocked with 2% bovine serum albumin (BSA) for 20 min. Tissue
sections were incubated with anti-Glut-1, -Glut-2, -Glut-5, -Glut-7, -Glut-9 or -Glut-11 (1:100-
1:1.000 dilution, Alpha Diagnostic International) and anti-Ki67 (1:500 dilution, Abcam)
antibody for 12 h. Tissue sections were then incubated with a HRP-conjugated secondary
antibody (1:100, Dako) for 1h at RT (room temperature). Peroxidase activity was developed
using 3,3- Diaminobenzidine (Dako) and H202. Hematoxylin was used to counterstain nuclei.
Slides were dehydrated through graded alcohol to xylene and mounted with coverslips. For
human clinical specimens, quantitation of the immunostaining was performed in 10 images from
each specimen, which were scored blindly by 3 independent observers who scored the
immunostaining on a scale ranging from 0 (no staining) to 3 (strong staining) in 100 epithelial
cells from each image. For tumor tissues obtained from cell line-derived and patient-derived
xenografts, immunostaining was quantified using ImagelJ 1.52k software (National Institutes of
Health) and reported as integrated density or percentage of positive cells. The results were

averaged from 10 image fields for each sample.
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Fructose and glucose determination

Serum fructose and glucose levels from patients were measured using a commercially available
kit (Abcam). Free fructose was enzymatically converted to B-glucose and then converted to a
product that reacts with OxiRed Probe to emit fluorescence (Ex/Em=535/587nm).
Concentrations of fructose and glucose were calculated by extrapolating the sample readings
from a standard curve.

Cell culture

All human PCa cell lines, LNCaP (androgen-sensitive) and PC-3 (metastatic), and the benign
human prostate epithelial cell line, RWPE-1, were commercially obtained from American Type
Culture Collection (ATCC) and used for no more than 20 passages. Cells were maintained at
37°C in a humidified atmosphere of 5% CO?2 and cultured in RPMI-1640 medium (Gibco-Life
Technologies) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, (Gibco-Life Technologies)
and 1% penicillin/streptomycin. All cell lines were tested every two weeks for the presence of
mycoplasm using the EZ-PCR Mycoplasma Test Kit (Biological Industries).

Western blot

Cells were lysed in RIPA lysis buffer (50mM Tris [pH 8], 1% Triton x-100, 0.1% SDS, 150mM
NaCl, 5mM EDTA [pH 8], and 0.5% sodium deoxycholate) supplemented with 1x protease
inhibitor cocktail and separated by centrifugation. 50ug of protein (determined by the Lowry’s
method) was subjected to electrophoresis in 10% SDS PAGE. The proteins were transferred
onto a nitrocellulose membrane and blocked with 5% BSA in 1X TBS-Tween. The blot was
incubated overnight with anti-Glut-1, -Glut-2, -Glut-5, -Glut-7, -Glut-9, -Glut-11 (1:500-
1:1,000 dilution, Alpha Diagnostic International), -tubulin (1:3,000 dilution, Santa Cruz

Biotechnology) and -GAPDH (1:1,000, Santa Cruz Biotechnology) antibody. Membranes were
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then incubated with an HRP-conjugated secondary antibody (1:500, Dako) for 1h at RT. The
reaction was revealed by the ECL Western Blot Analysis System kit (Thermo Scientific Pierce).
Transport assays

Cell lines were incubated at 37°C in incubation buffer containing 0,1 mCi/mL of D-[U-14C]-
fructose or 1 mCi/mL of 2-[1,2-3H]-deoxy-D-[3H] glucose (American Radiolabeled
Chemicals). To establish the initial velocity of fructose transport in LNCaP and PC-3 PCa cell
lines, time-course (2-60 sec) analyses were performed using the radioactive tracer D-[U-14C]-
fructose. Subsequently, based on the initial velocity data, dose-response (Michaelis-Menten)
analyses were developed by incubation of PCa cells with increasing concentrations (0.01-50
mM) of radioactive fructose under initial velocity conditions (6 seconds). Transport reactions
were stopped with ice-cod stopping solution (1X PBS containing 10M HgCl2). Cells were
washed twice with stopping solution and radioactivity was determined by scintillation counting.
The kinetic parameters (apparent Km and Vmax) associated with fructose transport were
determined using the Michaelis-Menten equation and the double reciprocal (Lineweaver-Burk)
plot.

Proliferation rate determination

Cells were seeded in 12-well plates (4,000 cells/well) in RPMI-1640 supplemented with 10%
FBS. After that, cells were incubated with glucose-free RPMI 1640 medium (Gibco-Life
Technologies) supplemented with SmM glucose, fructose or galactose. Cell growth was
measured every day for a total of 7-10 days by direct counting of cell number using the trypan

blue exclusion assay.
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Immunofluorescence

Cells were seeded on a glass coverslip (12mm) into a 24-well plate in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% FBS. After that, cells were incubated with glucose-free RPMI 1640
medium supplemented with 5SmM glucose or SmM fructose for 6 days and cells were fixed with
4% paraformaldehyde for 30 minutes at RT. Cell permeabilization was performed using 0.1%
Triton X-100 in Tris-HCI pH 7.8 for 15 minutes. Subsequently, cells were incubated overnight
with anti-Ki67 primary antibody (1:500 dilution, Abcam) at RT. An Alexa 488-conjugated anti-
rabbit IgG (1:100, Molecular Probes) was used as a secondary antibody. Nuclei were visualized
using 4', 6'-diamidino-2-phenylindole (DAPTI) diluted in Tris-HCI pH 7.8 (1:5.000) for 5 min at
room temperature. Images were acquired using a fluorescence microscope (Zeiss, Axio
Scope.Al).

Migration and invasion assays

Migration and invasion capacities were measured using Cell Biolabs Cytoselect 96-well Cell
Migration and Invasion Assay (Cell Biolabs, Inc.). LNCaP and PC-3 cells were cultured in 100
mm plates until 50-60% confluence and then treated with SmM glucose or SmM fructose in
serum free RPMI media for 48 hours. After treatment, 5x10* (for migration assays) or 2x10°
(for invasion assays) cells were seeded on the upper chamber of each transwell assay in serum-
free RPMI medium supplemented with SmM glucose or SmM fructose, while lower chambers
were filled with RPMI medium supplemented with SmM glucose or SmM fructose and 10%
FBS to create a chemotaxis gradient. Cells were incubated for 24 h (for migration) or 48 h (for
invasion) at 37°C, and their migration/invasion capacities were assessed by quantifying the
number of cells that migrate or invade into the lower chamber using a fluorescent probe provided

by the kit and a fluorescent multiplate reader Synergy2 (BioTek) (Ex/Em=480/520nm).
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Migration or invasion values were reported as the ratio between the signal of cells treated with
fructose compared to glucose as mean £SD of triplicate biological samples. Analyses using the
Synergy2 reader were performed with the technical support of the Advanced Microscopy
Facility (UMA) from PUC.

siRNA analysis

The PC-3 PCa cell line was transiently transfected with targeting human Glut-5 and non-
targeting siRNAs (75 nM, Santa Cruz Biotechnology) using TransIT-siQUEST® Transfection
Reagent (Mirus Bio LLC) according to the manufacturer’s instructions. Down-regulation of the
expression of Glut-5 in the PC-3 PCa cell line was confirmed using Western blot analyses 72 h
after transfection.

Xenograft models

Six weeks-old male NOD-scid IL2Rgammanull(NSG) mice (Jackson Laboratories) were
separated into three experimental groups (n=8 per group): 1) a control group, which received
regular diet and normal water, 2) a glucose-treated group that received regular diet and water
supplemented with 15% w/v glucose and 3) a fructose-treated group, which received regular
diet and water supplemented with 15% w/v fructose. For cell line-derived xenografts, 2x10° PC-
3 cells were injected into the flank of male NSG mice. Tumor volume was measured for up to
8 weeks or until tumor reached a volume of 2 cm3 using a caliper and the tumors were weighed
upon excision. For patient-derived xenografts (PDX), PCa tissue specimens were cut into
wedge-shaped pieces of 2 mm3. 4 to 6 pieces of tissue were dipped into Matrigel and
transplanted individually into the subcutaneous compartment through a 10-gauge trocar device
into the flank of male NSG mice. 21 days post-implantation, the pieces of tissue were surgically

removed and processed for histological analyses. All animal experimentation was conducted
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with the approval and under the supervision of the Institutional Animal Care and Use Committee
of PUC.

RNA sequencing for transcriptome analysis

Sequencing libraries were prepared with the RNA HyperPrep Kit with RiboErase (HMR) kit
(Roche Sequencing Solutions), from 500 ng total RNA obtained using the PureLink RNA Mini
kit-Ambion (invitrogen) following ribosomal depletion. The libraries were quantitated using
KAPA Biosystems qPCR kit, and were pooled together in an equimolar fashion, following
experimental design criteria. Each pool was denatured and diluted to 350pM with 1% PhiX
control library added. The resulting pool was loaded into the appropriate NovaSeq Reagent
cartridge for 100 cycle paired end sequencing, performed on a NovaSeq6000 per the
manufacturer’s protocol (Illumina Inc.). For the bioinformatic analysis, raw reads passed quality
filter from Illumina RTA were mapped to the hg38 human reference genomes and corresponding
GENCODE (v25) annotation databases using STAR. The mapped bam files were further QCed
using RSeQC, a quality control toolbox for RNASeq data, to identify potential RNASeq library
preparation problems. From the mapping results, the read counts for genes were obtained by
feature Counts from Subread. Data normalization and differentially expression analysis were
preformed using DESeq2, a variance-analysis package developed to infer the statically
significant difference in RNA-seq data. Genes with an adjusted p-value of less than 0.05 and a
fold change of greater than 1.5 in expression were considered differentially expressed. Pathway
analysis was done by GSEA pre-ranked mode using ranked gene list based on test statistics from
DE analysis against MSigDB's (v7.2) gene sets: hallmark (h), curated (c2.cp) and selected

Ontology (c5).
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Statistical analysis

All statistical data analysis was performed using Graphpad Prism 8.0 through unpaired student t-
test, one-way ANOVA or two-way ANOVA as was appropriate. P-value < 0.05 was set as
threshold for significant results. Linear and non-linear regressions were calculated using

Graphpad Prism 8.0 software (only correlations >0.9 were accepted).

Results and Discussion

The fructose transporters, Glut-5 and Glut-9 are overexpressed in human PCa specimens.
Immunostaining analyses of Glut-1, Glut-2, Glut-5, Glut-7, Glut-9, and Glut-11 were performed
in 25-matched clinical specimens of non-tumor and tumor human prostate tissues. Glut-1 was not
detected in non-tumor and tumor tissues (Fig.1A-B). Glut-5 and Glut-9 were significantly over-
expressed in tumor tissues when compared to non-tumor tissues (Fig.1A-B). Glut-2 and Glut-7
were undetected or detected at very low levels in non-tumor and tumor tissues (Fig.1A-B). For
Glut-11, although not statistically significant, we observed an increased expression in tumor
tissues compared to non-tumor tissues. These results indicated that Glut-5, Glut-9, and probably
Glut-11, could have a potential role to mediate fructose uptake in benign and malignant human
prostate epithelial cells. These results confirmed our previous research(13) indicating that Glut-1
was not detected or detected at very low levels in PCa. Although expression of Glut-1 has been
studied to some extent in human clinical specimens of PCa, until now the presence/functionality
of this transporter remains controversial. An immunohistochemistry(14) analysis of Glut-1 in 195
clinical specimens of malignant prostate tissues indicated that 47% of the specimens showed
positive immunostaining and 53% were negative. Among positive cases, Glut-1 immunostaining

showed mostly cytoplasmic localization. A similar pattern of expression of Glut-1 was reported
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by Xiao et al.(15), and by Gasinska et al.(16). Low levels of expression, or
cytoplasmic/intracellular localization of Glut-1 could partially explain the limited clinical
applicability of PET-FDG for imaging PCa. Together, this evidence suggests that uptake of
fructose through a mixture of different Gluts could be a favored mechanism to fuel metabolic
demands in PCa cells. We examined fasting serum fructose and glucose levels in 65 non-diabetic
benign patients and 65 non-diabetic PCa patients (Fig.1C and Supp. Table 1). Clinical parameters
like age and PSA levels were analyzed in benign and PCa patients, while Gleason score was
analyzed only in PCa patients (Supp. Table 1). Gleason scores were consistent with patients with
PCa, and PSA levels were significantly higher (p=0.0448) in PCa compared to benign patients.
Fructose, but not glucose, levels were significantly higher (p=0.0030) in PCa compared to benign
patients (Fig.1C). High levels of fructose were also reported in the serum of patients with
pancreatic cancer(17). Even though the biological significance of this observation is not fully
understood, it indicates that that the relationship between fructose metabolism and
development/progression of cancer might be broader than expected. Although the patients
selected for this analysis were not diabetic, we cannot completely rule out the possibility of
alterations in liver and/or kidney function, the possible effect of diet, among other parameters that
could have a significant impact on the global and/or specific metabolism of hexoses. Therefore,
more studies are required to validate the presence of fructose in the blood as a potential biomarker
of malignancy of the prostate or any other tissue.

Glut-5 represents the main functional contributor to the fructose transport in PCa cells.
Levels of expression of Glut-1, Glut-2, Glut-5, Glut-7, Glut-9 and Glut-11 were analyzed in
benign (RWPE-1) and malignant (LNCaP and PC-3) human prostate cell lines (Fig.2A). Glut-5

and Glut-9 were overexpressed in LNCaP and PC-3 cell lines when compared to RWPE-1 cell
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line (Fig.2A). Glut-2 was not detected in benign and malignant human prostate cell lines, while
Glut-7 and Glut-11 were detected at similar levels of expression (Fig.2A). Glut-1 was highly
expressed in benign and malignant human prostate cell lines at similar level of expression
(Fig.2A). This observation is consistent with the cell immortalization process being intrinsically
associated with re-expression of isoform Glut-1(18). Cell immortalization process together with
selective culture conditions (high glucose concentration in the culture medium) could at least
partially explain the high level of expression of Glut-1 observed in PCa cell lines when compared
to cancer epithelial cells from human prostate tissue. In order to validate in vitro the functionality
of fructose and glucose transporters in benign and malignant human prostate cell lines, we
performed basic uptake analyses of D-[U-14C]- fructose or 2-[1,2-3H]-deoxy-D-[3H] glucose
(Fig.2B-C). Fructose uptake was significantly higher in LNCaP and PC-3 cells when compared
to RWPE-1 cells (Fig.2C), reaching a maximum fructose uptake of ~40 pmol/10°cells in LNCaP
and ~50 pmol/10%cells in PC3 cells compared to a maximum of ~5 pmol/10°cells in RWPE-1
cells. Therefore, PCa cell lines showed a 10-fold higher fructose uptake capacity when compared
to benign cells. Consistently with the high level of expression of Glut-1, glucose uptake reached
similar levels (~2-3 pmol/10°cells) in benign and malignant human prostate cell lines (Fig.2B).
To functionally identify the kinetic component(s) associated with the transport of fructose in PCa
cells and determine the contribution of each component to the total fructose transport capacity,
we performed time-course and Michaelis-Menten analyses in LNCaP and PC-3 cell lines
(Fig.2D). Time-course analyses indicated that LNCaP and PC-3 cells take up fructose at a
constant rate (initial velocity) of 1,11 pmol/10%cells/sec and 1,62 pmol/10%cells/sec for
approximately 10 seconds, respectively (Fig.2D, uptake 0-8 sec). Michaelis-Menten analyses

were performed under initial velocity conditions. For LNCaP cells, fructose transport approached
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saturation at ~240 pmol/10°cells/min (Fig.2D, LNCaP, Michaelis-Menten). Linear transformation
of the transport data through the Lineweaver-Burk plot indicated the presence of a single kinetic
component with an apparent Michaelis constant (Km) of 6.8mM. For PC-3 cells, fructose
transport approached saturation at ~80 pmol/10°cells/min (Fig.2D, PC-3, Michaelis-Menten).
Linear transformation of the transport data through the Lineweaver-Burk plot indicated the
presence of a single kinetic component with an apparent Km of 7.1mM. The apparent Km for the
transport of fructose in LNCaP (6.8 mM) and PC-3 (7.1 mM) cell lines are fully compatible with
the isoform Glut-5 (Km ~6mM), which represented the highest functional contributor in PCa
cells.

Fructose supports proliferative rate and invasion capacity in PCa cells.

Growth curve analyses showed that, in RWPE-1 cell line, glucose was more effective than
fructose or galactose to stimulate proliferation (Fig. 3A). In PCa cells, however, fructose
stimulated proliferation at comparable levels to glucose (Fig.3A). Galactose was less effective
than fructose or glucose to stimulate PCa cell proliferation (Fig.3A), which indicates that PCa
cells may be preferentially sensitive to either fructose or glucose in vitro. This observation was
confirmed using an immunofluorescence analysis of Ki67 in PCa cells (Fig.3B). Our
immunostaining data showed no significant differences in Ki67 expression in LNCaP and PC3
cell lines in the presence of glucose or fructose (Fig.3B). In addition, we analyzed the effect of
fructose in comparison to glucose on migration and invasion capacities. Fructose or glucose were
maintained in both the upper and lower chambers. FBS was utilized as a chemoattractant (Fig.3C-
D, schematic representations). While migration capacity (Fig.3C) was not altered by fructose,
invasion capacity (Fig.3D) was significantly enhanced in the presence of fructose when compared

to glucose in both PCa cell lines. Previous reports indicated that invasion capacity of PCa cells
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can be suppressed by downregulating GTPases like Rab7(19) or Rab23(20), which are required
for the transport of proteases-containing vesicles. An increase in GTP pools could leads to
increased activity of these GTPases, and consequently, an enhanced invasion capacity of cancer
cells. Fructose metabolism has been proven to stimulate nucleotide biosynthesis in pancreatic
cancer(10). In addition, fructose administration in the drinking water can enhance metastatic sites
in breast cancer(11). Together, our results suggest that fructose transport/metabolism can promote
invasion capacity/metastatic stage of PCa cells probably through an increase in GTP pools.
Further studies are needed to prove this hypothesis. In order to provide a proof-of-concept that
transport of fructose was required to promote the biological impact of this hexose on PCa cells,
PC-3 cells were transiently transfected with a specific Glut-5-targeting siRNA (Supp. Fig. 1A-
B). Down regulation of the expression of Glut-5 in PC-3 cells significantly reduced (~50%)
fructose-stimulated cell proliferation in vitro, an effect that was not observed on wild-type PC-3
cells nor in PC-3 cells transiently transfected with a non-targeting siRNA (Supp. Fig. 1C-D).

Dietary fructose boosts tumor growth/proliferation of human PCa xenograft models and
promote proliferation/cell cycle and carcinogenesis/progression pathways in vitro in PCa
cells. The effect of fructose on in vivo tumor growth/PCa cell proliferation was evaluated by
injecting PC-3 cells or transplanting human PCa tissues subcutaneously into the flank of NSG
mice. For PC-3 cell line-derived xenografts, tumor volume was monitored weekly for 8 weeks
(Fig.4A). Four weeks after cell injection, differences between fructose and control condition were
observed, reached significance 7 weeks post-injection and were maintained throughout the
experiment. No significant differences in tumor growth were observed between glucose and
control condition (Fig.4A). Tumors dissected from fructose condition were visually larger in size

(Fig.4B) and significantly higher in weight (Fig.4C) when compared to tumors dissected from
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glucose or control condition. Size (Fig.4B) and weight (Fig.4C) of tumors dissected from glucose
condition did not differ significantly from control condition. This apparent contradictory effect
of glucose on in vitro versus in vivo analyses on PC-3 cell growth may be the result of a metabolic
adaptation of PC-3 cells grown in vivo. Consequently, we analyzed the expression of Glut-1, Glut-
2, Glut-5, Glut-7, Glut-9, and Glut-11 in tissue specimens of PC-3 cell line-derived xenograft
tumors (Supp. Fig.2A). Our results indicated that Glut-5 and Glut-9 were significantly up-
regulated in fructose when compared to both, glucose and control conditions (Supp. Fig.2B).
Although not statistically significant, Glut-1 was down-regulated in fructose condition when
compared to both, glucose and control condition (Supp. Fig.2A-B). Lack of statistical significance
in Glut-1 expression could be attributable to the masking effect caused by the high level of
expression of this isoform in hypoxic/peri-necrotic areas observed in all treatment conditions. In
parallel, we utilized a patient-derived xenograft model (PDX) in which tissue integrity and
architecture remained constant throughout the experiment (Fig.4D, H&E). Immunostaining
analysis of Ki67 in tissue sections from PDX showed a significant increase in the percentage of
Ki67-positive PCa cells in fructose when compared to both, glucose and control conditions
(Fig.4D). In addition, Glut-5 and Glut-9 expression were significantly increased in fructose when
compared to control condition (Fig.4D). No significant differences in Glut-5 and Glut-9
expression were observed between fructose and glucose or between glucose and control condition
(Fig.4D). Stimulatory effect of fructose on tumor growth also was reported in certain subtypes of
breast(11) and intestinal(12) cancers. In PCa, however, these findings become more relevant,
since PCa cells express very low or intracellular levels of Glut-1(13) and PCa tumors are not

efficiently imaged using PET-FDG(6).
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To get insights into the long-term effect of fructose on gene pathways that drive proliferation in
PCa cells, we performed a transcriptome analysis of PC-3 cells stimulated in vitro with either 5
mM fructose or 5 mM glucose. Interestingly, and according with our in vitro and in vivo data,
gene set enrichment analysis (GSEA) performed on the RNA sequencing data showed that
fructose stimulation significantly enriched (p-value=0.0004) for cell proliferation- related genes
(GO_CELL PROLIFERATION, https://www.gsea-msigdb.org) when compared to glucose
stimulation (Supp. Fig. 3A). Among the top 10 fructose-upregulated genes included in this
pathway, our study found over-expression of classic pro-tumorigenic/proliferation
cytokines/paracrine factors such as the transforming growth factor beta-2 (TGF2), ligand for the
receptor-type protein-tyrosine kinase (KITLG), wingless-type MMTYV integration site family-4
(WNT4), and fibroblast growth factor 5 (FGF5), among others (Supp. Fig. 3B). Further in vitro
and in vivo knocked-down analyses on some of these genes might provide potential target genes
through which fructose or fructose metabolites promote proliferation of PCa cells and probably
other cancer cell types as well.

Altogether, our findings provide compelling evidence to support a key role for fructose as a
potential metabolic substrate capable of increasing PCa cell proliferation and aggressiveness.
Further expression and functional studies of Glut-5 in PCa may provide clinical and therapeutic
opportunities, such as the validation of Glut-5 as a potential biomarker and a therapeutic target.
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Figure Legends

Figure 1. Glut(s) expression in benign and malignant human prostate tissues. (A)
Immunohistochemical analyses of Glut(s) in 25 matched clinical specimens of benign and
malignant human prostate tissues. Human brain (Glut-1), liver (Glut-2) and kidney (Glut-5, 7, 9
and 11) tissues were utilized as positive controls. Black bars: 50 um. (B) Average score of the
immunostaining analysis. (C) Glucose and fructose serum determination in benign and PCa

patients. ns: not statistically significant. *, p <0.05 (t-test).

Figure 2. Glut(s) expression and functionality in benign and malignant human prostate cell
lines. (A) Western blot analyses for the expression of Glut(s) in benign (RWPE-1) and malignant
(LNCaP and PC-3) human prostate cell lines. Erythrocytes membranes (Glut-1), Caco-2 (Glut-2)
and HEK-293 (Glut-5, Glut-7, Glut-9 and Glut-11) cells were utilized as positive controls.
Tubulin was used as loading control. (B-C) Radiolabeled glucose and fructose uptake analyses at
0 and 30 seconds in RPWE-1, LNCaP and PC-3 cell lines. (D) Uptake (0-8 sec), Michaelis-
Menten and Lineweaver-Burk analyses for the transport of fructose in LNCaP and PC-3 cell lines.
1/V: 1/transport velocity, 1/S: 1/substrate concentration, Km: Michaelis-Menten constant. ns: not

statistically significant. *, p <0.05 (one-way ANOVA).

Figure 3. In vitro effects of fructose on proliferation, migration and invasion capacities in
PCa cells. (A) Growth curves of RWPE-1, LNCaP and PC-3 cell lines exposed to 5 mM fructose,
glucose or galactose. (B) Ki67 immunofluorescence in LNCaP and PC-3 cells exposed to 5 mM
fructose or glucose (6 days of incubation). Red (glucose) and blue (fructose) bars represent
quantitation of the immunostaining analyses in each cell line. (C-D) Migration (C) and invasion
(D) capacities were measured using the CytoSelect™ Migration and Invasion Assay. Glucose or
fructose treatment (sugars, s) were applied to upper and lower chambers (C-D, schematic
representations). The number of migrating/invading cells was quantified in the lower chamber
using a fluorescent dye in a Synergy Plate Reader (P < 0.001, t-test). ns: not statistically
significant (t-test).
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Figure 4. Effect of fructose oral administration on preclinical models of human PCa. (A)
Tumor growth of PC-3 cell line-derived xenografts was measured every week for a total of 8
weeks. (B) Representative images of PC-3 cell line-derived xenograft tumors and (C) tumor
weight (g, grams) of dissected tumors. (D) Histochemical and immunohistochemical analyses of
PDXs (n=3). Representative images of hematoxylin-eosin staining (H&E) and
immunohistochemical analyses for Ki67, Glut-5, and Glut-9 in tissue sections from PDXs. Initial
tissue obtained from human PCa specimens before transplantation was used as control of prostate
tissue architecture. Plots represent immunostaining quantitation of 10 images from each specimen
using the Imagel software. ns: not statistically significant. *, p < 0.05. ** p <0.01, (two-ways

ANOVA).
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Carrefo et al., Figure 1
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Carreno et al., Figure 2
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Carrefio et al., Figure 3
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4.1.3. Material complementario Publicacion 2.

Carreno et al., Supplementary Table 1

Benign  Cancer
(n=65) (n=65) p-value

Age 658:88  62.5%7.5 0.2545

PSA (ng/mL)  9.5+1.5 14.9+2.6 0.0448
Glucose (mM)  5.2+#1.7 5.4+1.5 0.6341
Fructose (mM)  0.49+0.5  1.3740.3 0.0030

Gleason - 7.34+0.98

Supplementary Table 1. Biological/clinical parameters (patient age, PSA levels, Gleason score) and
glucose and fructose levels in benign and PCa patients. Data is presented as mean + standard deviation
and significant p-value was determined by t-test. PSA and serum fructose levels were significantly higher
(p<0.05, t-test) in PCa compared to benign patients. No significant differences were observed in serum
glucose levels (p>0.05, t-test).
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Carrefio et al., Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 1. Downregulation of Glut-5 expression in PC-3 cells using the siRNA
methodology. (A) Western blot analyses for the expression of Glut-5 in PC-3 PCa cells under control
condition (wild type) or exposed to a non-targeting siRNA (siCtrl) or a Glut-5-targeting siRNA (siGlut-
5). GAPDH was used as a loading control. (B) Quantitation of the western blot data from panel A. Glut-5
expression was normalized to GAPDH expression and represented as percentage of the control condition
(wild type). (C) Representative phase contrast images of PC-3 cells exposed to 5 mM glucose (PC-3 +
Glucose), 5 mM fructose (PC-3 + Fructose), 5 mM fructose plus a non-targeting siRNA (PC-3 + Fructose
+ siCtrl) and 5 mM fructose plus a Glut-5-targeting siRNA (PC-3 + Fructose + siGlut-5). Black bar: 40
pm. (D) The plot represents the number of viable PC-3 cells exposed to the experimental conditions
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specified in panel C using the MTS assay. Data is expressed as percentage of the PC-3 + Glucose condition.
*#%* p<0.001 (two-ways ANOVA).
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Supplementary Figure 2. Glut(s) expression PC-3 cell line-derived xenograft model. (A) Immunostaining
analysis for the expression of Glut-1, Glut-2, Glut-5, Glut-7, Glut-9 and Glut-11 in tissue sections from
PC-3 cell line-derived xenografts. Human brain (Glut-1), liver (Glut-2), kidney (Glut-5, Glut-7, and Glut-
9) and epididymis (Glut-11) tissues were utilized as positive controls. Immunohistochemical analyses in
the absence of primary antibody provided negative controls (negative). Black bars: 50 pm. (B) Plots
represent immunostaining quantitation in 10 images from each specimen using the Image J software. ns:
not statistically significant. *, p<0.05. *** p<0.001. (two-ways ANOVA).
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4.2. Objetivo 3.

Objetivo 3. Analizar el efecto in vitro de la incubacidn con fructosa sobre parametros de actividad
metabolica y sobre los niveles de expresion de las principales enzimas glucoliticas, de la via de

las Pentosas Fosfato y Lipogénesis de novo en modelos celulares de cancer prostatico humano.
Racional

El estudio del efecto de fructosa en distintos modelos de cancer ha mostrado que su
captacion y posterior metabolizacion varia de un tipo tumoral a otro. Por ejemplo, mientras en
células de carcinoma hepéatico se promueve su metabolizacion en la via de la lipogénesis de novo,
en cancer de pancreas esta es utilizada preferentemente en la via de las pentosas fosfato. En
general, se ha reportado que la utilizacion de fructosa por parte de estas células puede alterar
distintos equilibrios como la de generacion/degradacion de ATP o de lactato. Por otro lado, se ha
reportado que también influye en distintos actores moleculares como enzimas, cofactores o
receptores que influyen en promover su metabolismo y potenciar factores de agresividad en estas
células. Dado que la informacion respecto a su efecto en las células de CaP es desconocido, hemos
decidido analizar el efecto agudo que tiene la incubacion con fructosa sobre los niveles de ATP
intracelular y lactato intracelular, asi como analizar si existe algin efecto sobre los niveles de
expresion de genes asociados a algunas enzimas claves del metabolismo energético como
hexoquinasa-2 (HK-2, metaboliza el paso de glucosa a glucosa-6-fosfato), cetohexoquinasa-2
(KHK-2, metaboliza el paso de fructosa a fructosa-1-fosfato), lactato deshidrogenasa (LDHA,
cataliza el paso de piruvato a L-lactato), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH, cataliza el
paso de glucosa-6-fosfato a 6-fosfo-D-glucono-1,5-lactona, primer paso de la via oxidativa de la

PPP), aconitasa 2 (ACO2, que cataliza el paso de citrato a isocitrato en el TCA vy tiene un rol
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clave en la carcinogénesis de lesiones HGPIN a células de CaP) y la sintasa de 4cidos grasos
(FASN; cuya funcion principal es la de sintetizar palmitato y malonil-CoA en la via de sintesis
de 4cidos grasos) (Ameer ef al., 2014; Boroughs y DeBerardinis, 2015; Stincone et al., 2015;
Pavlova y Thompson, 2016; Cutruzzola efal., 2017). Los resultados de estos andlisis nos
ayudaran a comprender de qué manera el efecto de la incorporacion de fructosa al metabolismo
de las células de CaP altera su metabolismo respecto a glucosa, asi como proveer datos que
ayuden a dilucidar actores moleculares que median los efectos bioldgicos de fructosa en células

de CaP descritos en el punto 4.1.2 de este capitulo.
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4.2.1. Metodologia.

e (Cultivo celular

Todas las lineas celulares de CaP, LNCaP (andrégeno-dependiente), DU145 y PC3
(andrégeno-independiente), y la linea de células prostaticas benignas RWPE-1 fueron obtenidas
desde la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC por sus siglas en inglés) y usados hasta
un numero de pasajes no mayor a 20. Las células fueron mantenidas a 37°C en atmosfera himeda
con COz al 5% y cultivas en medio RPMI1640 (Gibco-Life Technologies) suplementadas con
10% de suero fetal bovino (Gibco-Life Technologies), I1nM DHT (para células LNCaP) y 1% de
penicilina/estreptomicina. La presencia de micoplasmas en todas las lineas celulares fue analizada

cada 2 semanas mediante un kit EZ-PCR Mycoplasma Test Kit (Biological Industries).
e Diseiio Experimental Objetivo 3

Para determinar el efecto de fructosa en los niveles de ATP intracelular, lactato
intracelular (LNCaP y PC3) y niveles de expresion de enzimas metabdlicas, se realizo el siguiente
esquema de incubacion ilustrado en la Fig.1. Brevemente, 20.000 células RWPE-1 y 10.000
células LNCaP, DU145 o PC3 fueron sembradas en placas de 6 pocillos utilizando el medio de
cultivo RPMI1640 (Gibco-Life Technologies), que contiene 11mM de glucosa. Al alcanzar una
confluencia del 50-60%, fueron sometidas a incubacion durante 24hrs con medio RPMI1640-
GluFree (sin glucosa; Gibco-Life Technologies), pero al que se le adicion6 SmM glucosa y InM
DHT; esta incubacion se definid6 como to. Luego, todas las placas fueron lavadas con PBS e
incubadas con medio RPMI1640-GluFree, InM DHT con 5mM glucosa o fructosa y segun

correspondiese, se extrajeron las respectivas muestras de ATP, lactato o mRNA total a
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Figura 2. Esquema de Disefio Experimental usado para el Objetivo 3.

Para determinar el efecto de la incubacion de fructosa con respecto a glucosa en células de CaP
en el tiempo, se disen6 el siguiente procedimiento experimental. Brevemente, células RWPE-1,
LNCaP, DU145 o PC3 fueron cultivadas en placas de 6 pocillos hasta alcanzar un 50-60% de
confluencia. Luego fueron sometidas a una pre-incubaciéon de 5SmM de glucosa por 24 horas,
siendo el punto final de esta pre-incubacion denominada como t0 (todas las comparaciones se
realizan respecto a este punto). Finalmente, las células fueron lavadas con PBS y sometidas a
24,48 0 72 horas de incubacion con glucosa o fructosa SmM. En cada punto a analizar se extrajo
ATP (intracel.) (RWPE-1, LNCaP, DU145 y PC3), Lactato (intracel., LNCaP y PC3) y mRNA
total (LNCaP, DU145 y PC3).
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las 24, 48 o 72 horas, realizando un cambio de medio a las 48 horas.
e Determinacion de niveles de ATP intracelular

Se determinaron los niveles de ATP intracelulares mediante el uso de kit luminiscente
ENLITEN ATP Assay (Promega). Células incubadas en to, y a las 24, 48 y 72 horas de
incubacion, fueron lavadas con PBS e incubadas con una solucion de lisis conteniendo Triton
X-100 al 0,5%, 10 mmol/L de Tris-HCl pH 7,5, ImM EDTA durante 30 minutos en hielo. Luego
de la remocion del debris celular, se calculd la concentracion de proteinas mediante método de
Lowriy 10uL del lisado celular fueron utilizados para la medicion de ATP seglin instrucciones
del fabricante en un lumimometro Luminoskan Ascent 2.5 (Thermo Labsystems). Los niveles
de ATP fueron calculados utilizando un control interno y la data fue normalizada en funcion del

total de proteinas como concentracion de ATP (nM) por pug de proteinas totales.

e Ensayo Lactato intracelular

Para determinar los niveles de lactato intracelular, se utilizé un kit L-Lactate Assay Kit
(ab65330, abcam) seguin las instrucciones del fabricante. Se recolectaron 2 x 10° células LNCaP
y PC3 tanto en tiempo Ohrs (to) como luego de 48hrs con glucosa SmM o fructosa SmM. Luego,
fueron lavadas con PBS frio, y centrifugadas a 1.800 rpm por 6 minutos, y posteriormente el
pellet fue resuspendido en 200ul de buffer de ensayo del kit a 4°C y lisado utilizando una
micropipeta. Finalmente, se centrifugaron por 5 minutos a 13.000 x g a 4°C y el sobrenadante
transferido a un tubo limpio. Las proteinas en las muestras fueron eliminadas mediante
precipitacion con acido perclorico (HClO4), agregandolo a cada muestra hasta obtener una
concentracion de 1M e incubando por 5 minutos en hielo, seguido por una centrifugacion a

13.000 x g por 2 minutos a 4°C y transferencia del sobrenadante a un tubo limpio. Se precipitd
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el exceso de HC1O4 agregando hidréxido de potasio 2M (KOH) frio hasta que este igualara el
34% del volumen del sobrenadante, neutralizando la muestra. Finalmente, las muestras fueron
centrifugadas a 13.000 x g por 15 minutos a 4°C y el sobrenadante recolectado para analisis. En
una placa de 96 pocillos, se agregd 50ul de muestra o estandar y 50ul de mix de reaccion, se
incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente y se utiliz6 un espectrofotometro de microplacas
Epoch (Biotek) midiendo la densidad optica a 570nm. Los valores obtenidos fueron
transformados a nmoles de lactato utilizando una curva estdndar, transformadas a pg (peso
molecular lactato: 90,08 g/mol) y normalizados por ug de proteinas totales de células LNCaP y
PC3 cultivadas en paralelo a las analizadas y que fueron sometidas al mismo disefio

experimental.

e Diseiio de partidores qPCR

Para el andlisis de expresion de mRNa de enzimas metabolicas, se disefiaron partidores
especificos para ser utilizados en qPCR que cumplieran las siguientes caracteristicas: Capaces
de reconocer todas las variantes de splicing alojadas en la base de datos de nucledtidos de la
NCBI donde correspondiese, cuyo producto de PCR no fuera menor a 80 ni mayor a 200 pares
de bases, cuyo %GC no sea mayor al 60% y cuya temperatura de melting (Twm) no fuera distinta
a un valor de 60 +2°C. Las enzimas para analizar (y su respectivo numero de ascenso de la
secuencia nucleotidica utilizada) fueron: Hexoquinasa 2 (HK-2; NM 000189.4),
Cetohexoquinasa C (KHK-2; NM 000221.2), Lactato Deshidrogenasa A (LDHA;
NM 001165414.1), Aconitasa 2 (ACO-2; NM_001098.2), Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH; NM 001042351.2) y Sintasa de 4cidos grasos (FASN; NM_004104.4). Los partidores

fueron disenados utilizando la herramienta PrimerBLAST del sitio de la NCBI
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) bajo criterios definidos previamente. Los
partidores definidos fueron enviados a sintesis en IDT (Integrated DNA Technologies, Corea),
resuspendidos en agua libre de nucleasas hasta alcanzar la concentracion de 100nM vy
almacenados a-80°C hasta su uso. Posterior a este se determin la eficiencia de estos partidores

en PCR-tiempo real, cuyos datos se pueden revisar en la Tabla N° 2.
e Analisis de niveles de mRNA mediante qPCRs

Se extrajo el RNA total de las células LNCaP, DU145 y PC3 en condiciones a las 0,
24, 48 y 72 horas de incubacion con fructosa o glucosa SmM, utilizando un kit de extraccion
RNAZzol (Sigma). Las extracciones de RNA total fueron cuantificadas en un lector multiplacas
Epoch 2 (Biotek) y convertidas a cDNA total mediante un kit la retrotranscripcion reversa
MMLYV (Promega). Finalmente, se evaluaron los niveles relativos de las enzimas seleccionadas
utilizando los partidores previamente disefiados, en un equipo StepOne™ Real-Time PCR
System (Thermo Fisher). Los niveles fueron normalizados utilizando beta-actina como gen
housekeeping para los niveles de mRNA en LNCaP y DU145, mientras que para PC3 se uso6 la
expresion del gen ribosomal 18S. Los niveles relativos de expresion fueron calculados

utilizando el método de Pfaffl (Pfaffl, 2001).

o [Estadistica

Todos los datos fueron recolectados mediante planillas Excel y los andlisis estadisticos
fueron realizados en el software Graphad Prism 8. Los resultados se graficaron como el
promedio de 3 réplicas biologicas + desviacion estdndar o como datos individuales, mientras
que las comparaciones entre grupos experimentales de una misma linea celular se realizaron

midiendo el efecto de glucosa o fructosa a 24, 48 o 72 horas sobre 0 horas mediante andlisis de
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Secuencias de partidores disefiados para andlisis de expresion de mRNA por qPCR de enzimas

metabolicas.
Enzima Nombre Tipo Secuencia Eficiencia

Hexoquinasa 2 HK-2 Forward |CCCTGAGGACATCATGCGAG 101,40%
Reverse GGTCCATGAGACCAGGAAACT

Cetohexoquinasa C KHK-2 Forward |CCCTAAGGAGGACTCGGAGA 90,70%
Reverse GTAGGTCCACAGAATAGCGGC

Lactato Deshidrogenasa A LDHA Forward | GCACCACTGCCAATGCTGTA 98.80%
Reverse CAGTGAAGGAGCCAGGAAGTT

Aconitasa 2 Aco? Forward |CTTTGAGCCCAACGAGTACA 108,70%
Reverse CAGGTACGACTTGCCTCGC

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa | G6PDH Forward | AGAGAAGTCTGAGTCCGCCAG 103,50%
Reverse GTATCCGACTGATGGAAGGCA

Sintasa de Acidos Grasos FASN Forward | TATGAAGCCATCGTGGACGG 93%
Reverse GAAGAAGGAGAGCCGGTTGG
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varianza multifactorial (ANOVA) y prueba post hoc de Dunnet en resultados de ATP y Tukey
en resultados de lactato y qPCR. En los casos donde el andlisis con ANOVA multifactorial
demostrara interaccion entre las variables de tiempo y tratamiento, se simplificé el modelo
experimental analizando el efecto de los tratamientos en el tiempo por separado mediante
ANVOA simple y prueba post hoc de Tukey. Para todos los andlisis estadisticos, se considerd

como diferencia estadisticamente significativa a aquellos valores de P < 0,05.
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4.2.2. La incubacion con glucosa o fructosa SmM en lineas celulares de CaP
incrementan los niveles de ATP intracelular en el tiempo, pero bajo un

mecanismo dependiente del tipo celular y el tipo de hexosa.

Se midieron los niveles de ATP intracelular (ATPi) en lineas celulares de prostata
benigna (RWPE-1; Fig.3 A), de CaP andrégeno dependiente (LNCaP; Fig.3 B) y CaP andrégeno
independiente (DU145 y PC3; Fig.3 C y D respectivamente) luego de la incubacion con SmM
glucosa o fructosa por 24, 48 y 72 horas. Se analizaron los niveles de ATPi mediante ANOVA
multifactorial en cada linea celular por separado, comparando los niveles de ATPi por unidad
de tiempo y por tratamiento respecto a sus niveles basales (to). Dicho andlisis report6 que en las
cé¢lulas RWPE-1 (Fig.3 A) existe una influencia significativa del tiempo sobre los niveles de
ATPi (valor-P: 0,0021) pero no del tipo de tratamiento (valor-P: 0,4702), lo que se comprueba
al comparar los niveles de ATPi entre tratamientos (glucosa vs. fructosa) a las 72 horas de
incubacion, en donde no se encontraron diferencias significativas entre dichos niveles (Fig.3 A,
linea punteada roja). Al comparar el efecto de los tratamientos por separado en el tiempo, solo
se encontrd que el tratamiento de 72 horas con fructosa SmM incrementa en un 63% los niveles
de ATPi con respecto a los niveles basales. Estos datos sugieren que al tratar células RWPE-1
con glucosa o fructosa SmM, el tipo de hexosa utilizado no influye significativamente sobre los
niveles de ATPi, pero exposiciones mayores a 72 horas con fructosa podrian exhibir un aumento

en los niveles de ATPi con respecto a su nivel basal a tiempo Ohrs.

En las lineas celulares de CaP (Fig.3 B, C y D), el analisis por ANOVA multifactorial
reportd que ambas variables (tiempo de incubacion y tipo de hexosa) influyen

significativamente sobre los niveles de ATPi. Al no ser posible diferenciar en que proporcion
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Figura 3. Niveles de ATP intracelular en células RWPE-1 (A), LNCaP (B), DU145 (C) y
PC3 (D) a 0,24, 48 y 72 horas de incubacion con glucosa o fructosa.

Las barras representan los niveles de ATP; de células benignas y de CaP incubadas en 5SmM
glucosa (barras rojas) y SmM fructosa (barras azules) por 0, 24, 48 y 72 horas. Los niveles de
ATP; fueron normalizados respecto a los pg proteinas totales en cada grupo experimental. Las
barras representan la media de 3n bioldgico, el error graficado es desviacion estandar. Se
compar6 mediante t-test el nivel promedio de ATPi entre tratamientos a las 0 y a las 72 horas
en cada linea celular, sin encontrar diferencias significativas a tiempo inicial (gluo vs fruo.;

RWPE-1, p-valor: 0,2041; LNCaP, p-valor: 0,7035; DU145, p-valor: 0,9371; PC3, p-valor:
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0,0652) pero con diferencias entre medias a las 72 horas en DU145 y PC3 (linea segmentada
violeta). Posteriormente, se realizaron andlisis estadisticos mediante ANOVA simple
comparando el promedio de ATPi en cada intervalo de tiempo con respecto al basal (0 vs 24, 48
y 72 horas), realizando dicho analisis por separado en cada tratamiento y linea celular. Las
diferencias significativas entre cada nivel evaluado se determinaron mediante prueba post-hoc
de Dunnett, (“ns”: no significativo; *: p-valor < 0,05; ***: p-valor < 0,001; ****: p-valor <

0,0001).
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ambas variables influyen sobre la respuesta del modelo experimental (ATPi) debido a la
naturaleza de la ANOVA multifactorial, se analizo cada tratamiento por separado mediante
ANOVA simple, encontrando diferencias significativas en algunos tramos respecto al nivel
basal (to). En LNCaP (Fig.3 B), se reportaron aumentos significativos de los niveles de ATPi al
tratar por 72 horas con glucosa SmM (2,73 veces el inicial) o fructosa SmM (2,28 veces el
inicial), pero no se encontraron diferencias significativas al comparar los niveles de ATP1i entre
glucosa o fructosa las 72 horas de tratamiento (Fig. 3 B; linea punteada roja; valor-P: 0,0782).
Estos datos indican que la incubacion de células LNCaP con glucosa o fructosa SmM

incrementan los niveles de ATPi a las 72 horas de manera independiente al tipo hexosa utilizado.

Al analizar los niveles de ATPi en las células CaP androgeno-independientes DU145
(Fig.3 C) y PC3 (Fig.3 D) se encontraron aumentos significativos en casi todas las unidades de
tiempo analizadas respecto a to, siendo los mayores obtenidos a las 72 horas de incubacioén con
glucosa o fructosa SmM en ambas lineas celulares. En DU145, los niveles de ATPi se
incrementaron en 2,95 veces con glucosa y en 2,28 veces con fructosa, siendo el aumento con
glucosa significativamente mayor que con fructosa (Fig. 3C, linea roja punteada; valor-P:
0,0003). Es importante destacar que no se exhibieron diferencias significativas al comparar los
niveles basales de ATPi entre tratamientos en DU145 (valor-P: 0,9371). Mismo fenémeno se
puede apreciar al analizar los niveles de ATPi en células PC3, donde el tratamiento con glucosa
5mM a las 72 horas incrementd los niveles de esta molécula en 3,38 veces el nivel basal,
mientras el tratamiento con fructosa SmM logré aumentarlo en 2,89 veces. Nuevamente, al
comparar los niveles de ATPi a las 72 horas entre tratamientos se reveld que los niveles con
glucosa SmM son mayores significativamente a los de fructosa (Fig. 3D, linea roja punteada:

valor-P: 0,0251), mientras que los niveles basales entre tratamientos no se obtuvieron
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diferencias significativas (valor-P: 0,0652). Estos datos sugieren que ambas hexosas inciden
significativamente en aumentar los niveles de ATPi en lineas celulares de CaP, pero no en
células de prostata benigna (RWPE-1), al menos dentro del margen de tiempo analizado en este
experimento, (72 horas). Dicho incremento se obtendrian bajo mecanismos que son
dependientes de; 1) el tipo celular, debido a que el incremento en LNCaP no discierne entre
glucosa o fructosa como si ocurre en DU145 o PC3, 2) del tiempo, ya que todos los niveles de
ATPi a 72 horas de incubacion fueron significativamente mayores a los basales, al menos en las
lineas celulares de CaP (LNCaP, DU145 y PC3) y 3) del tipo de hexosa al que estas células son
expuestas, al observar que los niveles de ATPi son menores a las 72 horas de incubacion con

fructosa versus glucosa en comparacion a sus respectivos niveles basales.

4.2.3. Los niveles de lactato intracelular disminuyen significativamente en

células de CaP al incubar con fructosa por 48 horas respecto a glucosa.

Posteriormente se midieron los niveles de lactato intracelular al incubar células LNCaP
y PC3 por 48 horas con glucosa o fructosa SmM (Fig.4). Los valores obtenidos fueron
comparados utilizando un analisis de ANOV A multifactorial en donde se evalud6 la influencia
del tratamiento y del tiempo de incubacidn sobre los niveles de lactato intracelular respecto al
inicial (to). Tanto en LNCaP como en PC3, el analisis estadistico arrojé que existe una influencia
significativa del tipo de hexosa utilizado (valor-P (LNCaP): 0,0034; valor-P (PC3) < 0,0001),
pero no del periodo de incubacion sobre la respuesta del modelo experimental (niveles de lactato
intracelular). En LNCaP, no se encontraron diferencias significativas al comparar los niveles
de lactato entre el tratamiento con glucosa SmM (Fig. 4A, barra roja), con respecto al basal

(valor-P: 0,4654) pero si se identificd una disminucion del 46,97% de dichos niveles al incubar
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Figura 4. Niveles de lactato intracelular en células LNCaP (A) y PC3 (B) antes y después
de incubacion con glucosa o fructosa por 48 horas.

Los niveles de lactato se reportan como ng de lactato normalizados por pg proteinas totales en
cada cultivo a tiempo inicial (to, SmM glucosa; blanco), y 48 horas después en SmM glucosa
(Gluss; rojo) o SmM fructosa (Fruss; azul). Las barras representan la media de 3 réplicas
bioldgicas, la barra de error corresponde a su desviacion estandar. Andlisis mediante ANOVA
multifactorial determind diferencias significativas en el tratamiento con fructosa respecto a to

en ambos casos (“ns”: no significativo; *: valor-p < 0,05; ***: valor-p <0,001).
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por 48 horas con fructosa SmM (Fig.4 A, barra azul) respecto al nivel inicial (Fig.4 A, barra
blanca; valor-P: 0,0275). Dicha disminucion es también significativa respecto a los obtenidos
en el tratamiento con glucosa SmM (Fig.4 A, barra roja; valor-P: 0,0031). Este fendmeno es mas
dramatico al analizar los niveles de lactato intracelular en PC3 (Fig. 4B). Al comparar el efecto
del tratamiento con glucosa SmM (Fig. 4B, barra roja) respecto al basal (Fig. 4B, barra blanca),
se observa un aumento significativo del 51,57% del nivel de lactato (valor-P: 0,0357), mientras
que el tratamiento con fructosa (Fig. 4B, barra azul) reveld una disminucidn significativa de
dicho nivel en un 93,73% respecto al basal (valor-P: <0,0001), siendo este también
significativamente menor al obtenido con glucosa SmM (valor-P: 0,0006). Es destacable notar
que a pesar de que los niveles basales de lactato intracelular son casi 6 veces mayores en PC3
con respecto a LNCaP, la disminucién observada al tratar con fructosa SmM en PC3 cae a
niveles comparables a los obtenidos en LNCaP.

En conclusiéon, la incubacion por 48 horas con glucosa 5mM aumenta
significativamente los niveles de lactato intracelular en PC3 a diferencia de LNCaP donde no se
aprecia una alteracion observable. El tiempo de incubacion en este experimento no permite
inferir una tendencia al aumento o estabilizacion de los niveles de lactato en LNCaP al incubar
con glucosa en tiempos mayores a 48 horas, pero es sugerible que estos niveles no deberian
disminuir respecto al basal en mayores unidades de tiempo. Por otro lado, la incubacion con
fructosa SmM disminuye significativamente los niveles de lactato intracelular en ambas lineas
celulares, siendo este fendmeno mucho mas drastico en PC3 que en LNCaP, lo que sugiere que
mientras la incubacidon con glucosa promueve y/o mantiene los niveles de lactato intracelular,
posiblemente debido a la fermentacién de esta en un metabolismo tipo Warburg hacia la

generacion de lactato, fructosa es posiblemente metabolizada hacia otras rutas distintas a la
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fermentacion lactica, evidenciado por una notable disminucion de los niveles de lactato
intracelular en tan solo 48 horas de incubacion, siendo este efecto mas notorio en células de CaP

mas agresivas o altamente proliferativas como PC3.

4.2.4. Incubaciones con glucosa o fructosa S5mM promueven Ila
sobreexpresion relativa de mRNA de distintas enzimas metabolicas en lineas

celulares de CaP.

Se midio6 el efecto de la incubacion de 24, 48 y 72 horas con glucosa o fructosa SmM
sobre los niveles relativos de RNA mensajero (mRNA) de las enzimas metabolicas HK-2, KHK-
2, LDHA, ACO-2, G6PDH y FASN en lineas celulares de LNCaP, DU145 y PC3 mediante
analisis de qPCR utilizando los partidores definidos en la Tabla N°2 (Fig. 5 y 6). Los datos
obtenidos fueron analizados mediante ANOV A multifactorial para evaluar la influencia del tipo
de hexosa y/o del tiempo de incubacion con cada tratamiento por enzima y linea celular por
separado. En LNCaP, el analisis estadistico reporto que los niveles relativos de mRNA de las
enzimas KHK-2 (Fig.5), LDHA (B), Aco2 (C) y G6PDH (D) no se ven afectadas en funcion del
tipo de hexosa o tiempo de incubacion expuestos, pero si se reportd un efecto significativo del
tiempo de incubacion sobre los niveles de mRNA de las enzimas HK-2 y FASN. Se advirtié un
aumento significativo de los niveles de expresion relativa de HK-2 (Fig.6 A) a las 24 horas (2,10
veces) y 48 horas (3.20 veces) de incubacion con glucosa SmM (barras rojas) respecto al nivel
basal (to). La comparacion a 72 horas demostr6 una importante dispersion de los datos, pero es
sugerible que aumentar el nimero de replicas bioldgicas o el tiempo de incubacién podria
permitir observar un aumento o estabilizacion de los valores relativos de expresion de HK-2 en

periodos mas largos de tiempo. Por otra parte, no se aprecid dicho efecto al incubar con SmM
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Figura 5. Analisis de niveles de mRNA de enzimas metabdlicas en células LNCaP, DU145
y PC3 luego de incubacion de 24, 48 y 72 horas con glucosa o fructosa SmM (sin diferencias
significativas).

La expresion de mRNA de las enzimas KHK-2, HK-2 LDHA, ACO2, G6PDH y FASN en
células LNCaP, DU145 y PC3 fue medida mediante qPCR, sus valores se reportan como niveles
de expresion de mRNA relativo a la expresion de B-actina en LNCaP y DU145, y de 18S en
PC3. Se muestran los valores individuales de cada grupo bioldgico por tratamiento (puntos y
triangulos) y su promedio como grupo experimental (3n bioldgico) se representa por su
respectiva barra. Para cada enzima en cada linea celular, se analiz6 el efecto del tipo de
tratamiento (rojo: Glucosa 5SmM; azul, fructosa SmM) en el tiempo (0, 24, 48 y 72 horas),
mediante analisis de ANOVA multifactorial. Todos los grupos analizados en esta figura (A —
N) no reportaron efectos estadisticos significativos del tipo de tratamiento y del tiempo de

incubacidn sobre los niveles de mRNA de las enzimas analizadas.
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Figura 6. Analisis de niveles de mRNA de enzimas metabolicas en células LNCaP, DU145
y PC3 luego de incubacion de 24, 48 y 72 horas con glucosa o fructosa SmM (con
diferencias estadisticas).

La expresion de mRNA de las enzimas HK-2 y FASN en células LNCaP, y de GOPDH en células
DU145 fue medida mediante qPCR y sus valores se reportan como niveles de expresion de
mRNA relativos al nivel de expresion de B-actina. Se muestran los valores individuales de cada
grupo bioldgico por tratamiento y su promedio como grupo experimental (3n bioldgico) se
representa por su respectiva barra. Para cada enzima en cada linea celular, se analizo el efecto
del tipo de tratamiento (circulo rojo: Glucosa SmM, triangulo azul, Fructosa SmM) en el tiempo
(0, 24, 48 y 72 horas), mediante un analisis d¢ ANOVA multifactorial. Dicho andlisis encontrd
un efecto significativo de los tratamientos en estos grupos encontrando diferencias significativas
al comparar cada tiempo con su respectivo to segun prueba Post Hoc de Tukey (“ns”: no

significativo; *: valor-p < 0,05; **: valor-p <0,01).
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fructosa (barras azules) en el mismo rango de tiempo. Opuesto es el caso de la enzima FASN
(Fig.6 B) en donde se reportd un aumento significativo (de un 25,6% respecto a to) de su
expresion relativa al incubar con SmM fructosa por 72 horas, mientras no se encontrd algiin
cambio significativo en los niveles de mRNA de esta enzima al incubar con glucosa SmM.

El andlisis estadistico realizado sobre los niveles de expresion de mRNA de estas
enzimas en la linea celular DU145 arroj6 un fenémeno similar, al no encontrar efecto
significativo del tiempo de incubacion y/o el tipo de hexosa utilizado para modificar los niveles
de mRNA de las enzimas KHK-2 (Fig.5 E), LDHA (F), Aco2 (G), HK-2 (H) y FASN (I). Si se
reportd un efecto tanto del tiempo como del tipo de hexosa sobre los niveles de expresion de
G6PDH en DU145. Al no poder dilucidar el aporte de cada variable sobre el nivel de expresion
relativa, se realizo un ANOVA simple sobre los niveles de mRNA en funcién del tiempo de
incubacion en cada tratamiento por separado. Este andlisis reportd un aumento significativo
(2,00 veces respecto a to) de los niveles de GO6PDH al incubar por 72 horas con glucosa SmM
en DU145 (Fig. 6 C, barras rojas). Es apreciable que, aunque no significativos, se observa un
aumento constante del valor medio de expresion a 24 y 48 horas. Por otra parte, no se
encontraron efectos significativos del tiempo de incubacion con fructosa SmM sobre los niveles
de G6PDH en células DU145 (Fig. 6 C, barras azules). Finalmente, el analisis de ANOVA
multifactorial en células PC3 no encontro6 efectos significativos del tipo de hexosa o del tiempo
de incubacion sobre los niveles de expresion relativa de mRNA de las enzimas KHK-2 (Fig.5
J) LDHA (K), Aco2 (L), HK-2 (M) o G6PDH (N). El efecto de estos tratamientos sobre los
niveles de mRNA de FASN no fue evaluado.

Estos datos sugieren que tanto glucosa como fructosa pueden modular los niveles de

mRNA de algunas enzimas metabdlicas cuyo rol en la via glucolitica o en vias de biosintesis las
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posiciona como claves para la respuesta de las células de CaP a la exposicion a estas hexosas.
Dicha respuesta es dependiente de la linea celular analizada y del tratamiento utilizado ya que
en ningln caso se observd un cambio significativo del nivel de expresion relativa de mRNA de
alguna de las enzimas analizadas en respuesta a ambos tratamientos. En los casos especificos
donde si se encontrd algin efecto significativo, los cambios fueron reportados como
sobreexpresion de las enzimas LNCaP/HK-2 (Fig. 6A) y G6PDH/DU145 (Fig.6 C) en respuesta
a la incubacion con glucosa SmM, mientras que la incubacién con fructosa SmM expuso una

sobreexpresion los niveles de FASN en LNCaP (Fig. 6B).
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5. Discusion

El estudio del metabolismo tumoral ha permitido nivelar las complejas caracteristicas
que las células de cancer exponen durante su génesis y desarrollo. Por ejemplo, las células
tumorales tienden a exacerbar el metabolismo glucolitico para poder satisfacer sus demandas
proliferativas, pero dicho incremento debe ir acompafiado de un aumento en la capacidad de
transporte de glucosa mediada por transportadores como GLUT-1. Del mismo modo, la forma
en que glucosa es metabolizada en estas células suele favorecer vias de biosintesis, generacion
de lactato y ATP sin oxidacion mediante el efecto Warburg o desregulacion de vias de
sefnalizacion como PI3K/Akt/mTOR entre otras caracteristicas (Vander Heiden et al., 2011;
DeBerardinis y Chandel, 2016). Pero no todas las células tumorales responden a este paradigma
de la misma manera, y el caso de las células de CaP, es un ejemplo de ello. Nuestro laboratorio
previamente habia reportado la expresion del transportadores de fructosa, pero no de glucosa,
en tejidos prostaticos malignos comparados con benignos (Godoy et al., 2006; Reinicke et al.,
2012; Carrefio et al., 2019). De los transportadores de fructosa descritos en la literatura, GLUT-
5 se ha descrito como un transportador exclusivo de fructosa lo que abre preguntas sobre el
putativo rol de esta hexosa, asi como de su metabolismo sobre el proceso carcinogénico y de
desarrollo temprano del CaP en desmedro de la practicamente nula sobreexpresion de GLUT-1

y, por ende, baja tasa glucolitica presente en estas células.

En este trabajo de tesis hemos estudiado el posible rol bioldgico que fructosa puede
ejercer sobre la proliferacion y/o agresividad tumoral en células de CaP validando primero, la
expresion funcional de transportadores de fructosa como GLUT-5, 7, 9 y 11 tanto en

especimenes benignos y malignos como en modelos celulares de CaP, segundo, determinando
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si fructosa puede modelar la biologia de las células de CaP tanto in vitro como in vivo (Carrefio
etal., 2021) y tercero, evaluando los efectos de la incubacidon con fructosa sobre algunos

metabolitos y actores moleculares relevantes en el metabolismo tumoral.
5.1. Rol de fructosa en la proliferacion de modelos in vitro de CaP.

Los resultados de este trabajo muestran que los transportadores GLUT-5 y GLUT-9 se
encuentran significativamente sobreexpresados en especimenes clinicos de cancer prostatico
comparado con sus respectivas contrapartes benignas, mientras que GLUT-1 fue
inmunoquimicamente indetectable corroborando lo previamente descrito (Reinicke efal.,
2012). A pesar de que la expresion de GLUT-1 ha sido estudiada por otros autores en
especimenes clinicos de CaP, tanto su perfil de expresion como su funcionalidad han mantenido
cierta controversia en la literatura. Un estudio de 195 especimenes clinicos de tejidos malignos
de CaP mostro que un 47% de ellas presentaba expresion de GLUT-1, pero la inmunotincion en
estos casos era principalmente citoplasmatica (Carvalho efal, 2011), patron que ha sido
descrito en otros trabajos (Xiao et al., 2018; Gasinska et al., 2020). Aunque la relevancia de la
expresion de GLUT-1 intracelular en células de CaP no ha sido estudiada en detalle, los
hallazgos recientes pueden explicar en parte la limitada aplicabilidad clinica de métodos de
deteccion basados en el transporte de glucosa como el FDG-PET. Por otra parte, los niveles
séricos de fructosa en pacientes con CaP fueron significativamente mas altos que pacientes con
altos niveles de agresividad tumoral en CaP que aquellos con casos benignos. Aunque este
fenomeno también ha sido descrito en pacientes con cancer pancreatico (Hui et al., 2009), la
significancia bioldgica de esta observacion no estd muy bien comprendida, pero nos sugiere que

la relacion entre el metabolismo de la fructosa y el desarrollo o progresion del cancer es mas



123

amplia de lo que se conoce. Trabajos que involucren una perspectiva mas amplia del estado
metabolico o del tipo de dieta que consumen los pacientes con cancer puede dar mas luces de la

forma que las células tumorales se adaptan a metabolitos distintos de la glucosa.

Posteriormente se analizd la funcionalidad del transporte de fructosa en modelos
celulares de CaP, en donde un perfil de expresion similar al encontrando en los especimenes
clinicos fue detectado en lineas celulares benignas (RWPE-1) y malignas (LNCaP y PC3) de
CaP. En resumen, los niveles de GLUT-5 y 9 se encontraron sobreexpresados en células LNCaP
y PC3 (malignas) comparado con células RWPE-1 (benigna), mientras que GLUT-2 que no fue
detectado en ningln tipo celular estudiado. Por otro lado, la expresion de GLUT-1 fue detectada
ampliamente en todas las células. Aunque contradictorio a primera vista, este es un resultado
esperado, considerando que el proceso de inmortalizacion de las lineas celulares es un proceso
que intrinsicamente esta asociado a la sobreexpresion de este transportador (Regina, Roux y
Revest, 1997). Esto sumado a las condiciones de cultivo en donde las cantidades de glucosa
alcanzan niveles muy superiores al fisiolégico (aproximadamente 11mM), puede generar una
presion evolutiva hacia la seleccion de clones con expresion favorable de GLUT-1, lo que
explicaria este patron de expresion de GLUT-1 en las lineas celulares de CaP comparado lo

estudiado en epitelio de tejido prostatico humano.

Los ensayos basicos de transporte usando fructosa y glucosa marcada radioactivamente
reportaron una capacidad de captacion de fructosa 10 veces mayor en las lineas celulares
malignas de CaP comparada con células benignas. Posteriormente, se realizd un ensayo de
Michaelis-Menten y un ensayo de curso temporal de captacion en células PC3 y LNCaP que

permitio identificar un solo componente cinético con una Km cercana a 7mmol/L, siendo esta
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completamente compatibles con la Km descrita para GLUT-5 (6mmol/L), lo que nos sugiere
fuertemente que es este transportador es el mayor contribuyente funcional en la captacion de
fructosa en células de CaP y, por ende, sustenta la hipotesis de un rol del transporte de fructosa
y su consecuente metabolismo en células tumorales de CaP. Interesantemente, los analisis in
vitro demostraron que tanto glucosa como fructosa pueden estimular la proliferacion sostenida
de células LNCaP y PC3 en el tiempo a niveles comparables con glucosa, mientras que los
niveles de Ki-67, un marcador de proliferacion celular no mostro6 diferencias significativas entre
ambos tratamientos. En conjunto, estos datos nos sugieren que estas células tienen una
capacidad intrinseca de captar fructosa y utilizarla para sostener sus altas tasas de proliferacion
celular. Considerando que la captacion de glucosa es artificialmente alta debido a las
caracteristicas propia de las lineas celulares inmortalizadas, el hecho que la proliferacion
sostenida por fructosa pueda equiparar dicho nivel es remarcable. Estudios en otros modelos
preclinicos como organoides o esferoides, en donde los artefactos propios de las lineas celulares
no puedan perturban estas interpretaciones pueden ayudar a validar estas observaciones. Para
dar mas sustento a estas observaciones, se llevo a cabo un ensayo de perdida de funcién en
donde células PC3 fueron transfectadas transientemente con un siRNA especifico contra GLUT-
5. La regulacion negativa de la expresion de GLUT-5 alcanzé un 50% de disminucion en la
proliferacion in vitro, efecto que no observado tanto en células PC3 sin transfectar o

transfectadas con vehiculo.

Finalmente, se analiz6 si fructosa podia sostener capacidades migratorias e invasivas,
caracteristicas analizadas para determinar la agresividad de células tumorales en funcion de su
potencial metastasico. Mientras la capacidad migratoria no fue alterada por fructosa, la

capacidad invasiva fue incrementada en presencia de fructosa comparada con glucosa en ambas
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lineas celulares. Una posible explicacion a este fendmeno puede residir en los mecanismos de
transporte de vesiculas, necesarias para la liberacion de proteasas que se utilizan para romper la
matriz extracelular en los procesos invasivos. Estudios previos han indicado que la capacidad
invasiva de células de CaP puede ser suprimida al desregular GTPasas, como RAB7 (Steffan
etal., 2014) o Rab23 (Chang et al., 2017). Bajo esta logica, un incremento en el pool de GTP
podria promover la actividad de estas GTPasas y consecuentemente una capacidad invasiva
incrementada. El metabolismo de la fructosa aumenta la capacidad de biosintesis de nucledtidos
en células de cancer pancreatico (Liu et al., 2010), mientras que la administracion de fructosa
en el agua de beber puede incrementar los sitios metastasicos de cancer de mama (Fan et al.,

2017). Mas estudios se necesitan para probar esta conjetura.

Por ultimo, y en busqueda de perspectivas a largo plazo que pudieran dar luz a los
mecanismos moleculares que modulan la respuesta bioldgica a la incubacion con fructosa en las
células de CaP, evaluamos que vias o genes podrian verse favorecidas en células PC3
estimuladas in vitro con SmM glucosa o fructosa mediante un analisis transcriptomico. Dicho
andlisis informd que fructosa estimula significativamente genes relacionados a proliferacion
comparados con la estimulaciéon con glucosa. De los genes estimulados se encontrd
sobreexpresion de factores protumorigénicos, de proliferacion, asi como citoquinas paracrinas
como TGFb2, WNT-4 y FGFS5, entre otros. Mas analisis de perdida de funcion de estos genes
podrian proveer blancos potenciales mediante los cuales fructosa o sus metabolitos promueven

proliferacion de células de CaP y probablemente de otros tipos de células de cancer.
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5.2. Rol de fructosa en la estimulacion del crecimiento tumoral en modelos

preclinicos in vivo de CaP.

El andlisis en modelos in vivo de CaP reportd resultados similares a lo observado in
vitro. Al evaluar el tamafio a punto final de los tumores de xenotransplantes derivados de células
PC3, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de glucosa y el control,
mientras que los tumores de la condicién en fructosa eran visualmente mas grandes y
significativamente mayores en peso. Es interesante notar que mientras el tratamiento con
glucosa era indistinto a lo observado en fructosa al medir la proliferacion de células de CaP in
vitro, observamos que glucosa no se diferencia significativamente del tratamiento control (agua
sin aditivos) en los modelos in vivo. Esto puede deberse a varias posibilidades; considerando
que las células PC3 expresan tanto transportadores de glucosa como de fructosa y el hecho de
que la proliferacion y por ende el tamafio del tumor se vea favorecido solamente en la condicion
fructosa indicaria que algin cambio en el metabolismo del animal a causa del consumo de
fructosa en la dieta promueva un ambiente en donde PC3 es mas preponderante a crecer debido
a, por ejemplo, una mayor disponibilidad de fructosa a nivel sistémico u otro metabolito
proveniente del metabolismo de la fructosa en otros 6érganos como el higado. Otra posibilidad
complementaria es que las células PC3 se adapten metabdlicamente para sacar mayor provecho
al metabolismo fructolitico. Es necesario un estudio en donde se puedan controlar parametros
metabolicos en animales como los niveles de glucosa en suero, consumo y utilizacion de calorias
y/o evaluando parametros de inflamacion podrian dar mas luz sobre los efectos sistémicos del
consumo de fructosa y su vinculacion al aumento de la tasa proliferativa de estos tumores. Con

esto en consideracion, evaluamos la influencia de la dieta enriquecida en fructosa para estimular
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un aumento en la expresion de transportadores de fructosa como GLUT-2, 5,7 9 y 11 en
especimenes de tejidos de xenografts derivados de PC3. Nuestros resultados indican que GLUT-
5 y GLUT-9 estan significativamente aumentados en la condicion fructosa comparado al control
o0 a glucosa, lo que va acorde a lo obtenido en los resultados de transporte en células de CaP.
Considerando que los niveles de fructosa en suero en ratones expuestos a estas dietas no fue
medida, no es posible determinar cual de estos dos transportadores de fructosa media
mayormente la estimulacion en proliferacion celular, pero considerando los niveles de fructosa
medidos en suero de pacientes humanos sanos alcanza valores cercanos a los 2mM, y que la
capacidad de transporte de fructosa de GLUT-9 se satura en valores cercanos a 0,5mM en
comparacion a GLUT-5 (5-6mM), es muy probable que sea este ultimo quien media dicho
aumento en la proliferacion celular. Aunque no significativamente, GLUT-1 tiene una tendencia
a la disminucion en la condicion fructosa, aunque la falta de significancia estadistica en GLUT-
1 puede ser atribuible a un efecto de enmascarado causado por los altos niveles de expresion de

esta isoforma en areas hipdxicas peri-necroticas observadas en todos los tratamientos.

En paralelo se evalud el efecto de fructosa en otro modelo murino de CaP utilizando
xenotransplantes PDX (xenotransplantes derivados de pacientes) en donde se utilizaron biopsias
de pacientes con CaP diagnosticado. Al evaluar el desarrollo tumoral a punto final, encontramos
que tanto la arquitectura como la integridad de los tejidos se mantuvieron constantes durante
todo el experimento. Analisis de la expresion de Ki-67 en secciones de tejido de PDX mostraron
un incremento en el porcentaje de células Ki-67 positivas en la condicion fructosa comparada a
glucosa y el control. Ademas, expresion de GLUT-5 y 9 fue significativamente incrementada
en fructosa comparado con la condicion control, sin diferencias al comparar glucosa y la

condicion control. Es notable indicar que el efecto estimulante de fructosa sobre el crecimiento
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tumoral ha sido reportado en algunos subtipos de cancer intestinales (Goncalves et al., 2019) y
de mama (Fan ef al., 2017). Sin embargo, en CaP esto es mas relevante debido a los a los
bajisimos niveles intracelulares de GLUT-1 y que las células de CaP no son eficientemente

observadas mediante FDG-PET.

En resumen, la incorporacion de fructosa en la dieta de modelos preclinicos murinos
de CaP es capaz de sostener la proliferacion celular e incrementar el tamano de los tumores de
xenotrasplante con respecto a lo observado con glucosa, muy probablemente a un efecto directo
de su metabolizacion en las células de CaP. Estos resultados en conjunto confirman que GLUT-
5 tiene un rol importante en estimular el crecimiento tumoral en modelos in vivo de CaP
expuestos a dieta con fructosa enriquecida. Ademas, dicha exposicion incrementa la expresion
de GLUT-5 y 9, demostrando sinergia entre la exposicion a la fructosa en la dieta y la

estimulacion en la expresion de transportadores de fructosa.

En otro ambito, algunos cuestionamientos pueden levantarse sobre si el incremento en
el tamafio tumoral es dado por un aumento en los niveles periféricos de fructosa u otro
componente sistémico. Se ha descrito que tanto la obesidad como el sindrome metabolico estan
fuertemente asociados con el cancer y que podrian compartir un mecanismo en comun en torno
al consumo y metabolismo de la fructosa (Nakagawa et al., 2020). La enzima KHK, que cataliza
la fosforilacion de fructosa a fructosa-1-fosfato se expresa principalmente en tejido hepatico,
por lo que originalmente se pens6 que era el higado el principal sitio de metabolizacion de la
fructosa dietética (Diggle et al., 2009; Ishimoto et al., 2012). Sin embargo, Jang et al., (2018)
demostraron que la fructosa dietética es primariamente metabolizada en el intestino delgado, y

que dosis suficientemente altas pueden sobrepasar dicha capacidad de metabolizacion, causando
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un aumento de los niveles de fructosa tanto el higado como a nivel periférico. Tomando en
cuenta que la dosis proporcionada en el agua de fructosa (15% p/v) es significativamente mayor
a los niveles de sacarosa encontrado en algunas gaseosas comerciales (aprox. 9% p/v), esto
sugiere fuertemente que es fructosa en el sistema circulatorio periférico lo que este estimulando

el crecimiento tumoral en los modelos preclinicos de CaP.

5.3. Rol de fructosa en la produccion de ATP y lactato y su efecto sobre

expresion enzimatica en células de CaP.

Los efectos biologicos mediados por la incubacion de fructosa en células de CaP
depende, probablemente, de mecanismos intracelulares que responden a adaptaciones del
metabolismo energético de estas células a la disponibilidad de nutrientes. Segtin lo descrito por
DeBerardinis y Chandel, (2016), la reprogramacion metabolica involucra un control sobre el
flujo de metabolitos secundarios, en particular aquellos que interconectan distintas vias
metabolicas, mediante cambios en la actividad enzimadtica, en las vias de sefalizacion que
controlan dichas vias o un conjunto de estas caracteristicas. Para poder dilucidar como la
incubacion con fructosa altera el metabolismo energético de células de CaP, evaluamos si
fructosa puede alterar los niveles de ATP y lactato intracelular ademas de medir los niveles de

mRNA de algunas enzimas relevantes del metabolismo energético tumoral.

Los resultados obtenidos describen que los niveles de ATPi en células malignas de CaP
aumentan significativamente al cabo de 72 horas de incubacion con glucosa 5mM, y en menor
medida, pero significativamente, con fructosa SmM, efecto que no se replica en modelos
benignos de prostata como RWPE-1. El rol del ATP en la carcinogénesis y la mantencion del

metabolismo tumoral ha sido descrito desde los trabajos de Otto Warburg (Warburg, Wind y
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Negelein, 1927), en donde el ATP es fundamental para mantener los procesos celulares
necesarios tanto para la proliferacion celular como el balance redox en células tumorales. Lo
que ha cambiado en el tiempo es su dependencia respecto a la glucolisis. La bibliografia reciente
es clara en determinar que en un desacople entre la actividad del TCA con respecto a la glucolisis
es necesaria para la homeostasis celular en cancer. Esto debido a que ademas de sintetizar ATP
sin depender de oxigeno, la glucolisis es exacerbada para incrementar el flujo de metabolitos
hacia vias de biosintesis (Israelsen et al., 2013). Por otro lado, se ha descrito que la actividad
mitocondrial es necesaria para la proliferacion celular y tumorigénesis (Weinberg ef al., 2010;
Joshi et al., 2015; Martinez-Reyes et al., 2016). Bajo estos antecedentes podemos deducir que
al menos en los modelos estudiados en este trabajo, el aumento de ATPi en células malignas de
CaP mediante incubacion con glucosa o fructosa es causado, probablemente, por un aumento en
la actividad glucolitica y a la no existente retroalimentacion negativa de la via glucolitica por
aumento de los niveles de ATPi. Este aumento en la actividad glucolitica puede ir de la mano
tanto de un aumento en la expresion de GLUT-5 y 9 asi como de un aumento en la disponibilidad
de estos transportadores en membrana, ambos eventos permitirian un aumento en el transporte

de fructosa y su consiguiente incremento en los niveles de ATPi en el tiempo.

Por otra parte, es importante notar que los niveles de ATPi en los tratamientos con
fructosa fueron menores a 72 horas con respecto a los observados al tratar con glucosa. Esta
observacion puede deberse a un aumento en la actividad fosforilativa de la enzima KHK y/o un
mayor desvio de metabolitos hacia biosintesis en vez de generar ATP mediante efecto Warburg.
Ademés, el aumento en los niveles de ATPi dado el tratamiento con glucosa puede explicarse
debido al aumento artificial en los niveles de GLUT-1 y su consecuente transporte de glucosa

(Fig.2 Ay B, segunda publicacion). Estudios con pérdida de funcion en GLUT-1, 5 y/o 9 podrian
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dar cuenta de que parte del metabolismo de fructosa es responsable del aumento de los niveles

de ATPi.

Las células benignas RWPE-1 no ven alteraciones en sus niveles de ATPi en presencia
de glucosa o fructosa, esto dado que, al no ser una célula tumoral, la actividad glucolitica y el
TCA deben estar trabajando en tdndem bajo mecanismos de regulacion negativa cuando los
niveles de ATP son lo suficientemente altos. Por otro lado, se ha descrito que la entrada
constante de fructosa a hepatocitos causa una baja considerable de los niveles de ATP debido a
la actividad fosforilativa de KHK (Charrez, Qiao y Hebbard, 2015), por lo que es relevante notar
que la disminucion de los niveles de ATPi en RWPE-1 con fructosa era un resultado esperado,
pero no observado. Si nos referimos a la capacidad proliferativa de las células RWPE-1 (Fig.3,
A, segunda publicacion), podemos notar que la incubacion con fructosa en RWPE-1 no es capaz
de sostener la proliferacion celular luego de 8 dias en presencia de fructosa SmM en el medio,
lo que nos sugiere que de existir una disminucion de los niveles de ATPi en las células RWPE-
1 en presencia de fructosa, esta ocurra en un rango de tiempo mayor a 72 horas. En resumen,
los niveles de ATPi pueden verse incrementados en células malignas de CaP, pero no en células
benignas, bajo un mecanismo que depende del tiempo y del tipo de hexosa expuestos en el
medio, dicho incremento debe ir de la mano con un aumento en el transporte de fructosa en el
tiempo. Considerando que el nivel de ATPi corresponde a un equilibrio entre su sintesis y
utilizacion, es probable que la disminucion de los niveles de ATPi en fructosa en comparacion
a glucosa a las 72 horas, se deban a que fructosa esté siendo utilizada en mayor medida en la

sintesis de otras moléculas necesarias para la proliferacion celular.
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Posteriormente se analizaron los niveles de lactato intracelular en células LNCaP y
PC3 en presencia de glucosa o fructosa SmM por 48 horas. Los datos obtenidos muestran un
aumento significativo de dichos niveles en presencia de glucosa en ambos tipos celulares, y una
importante disminucion de los niveles de lactato intracelular al incubar con fructosa, siendo este
fendmeno mucho mas drastico en células PC3 que en LNCaP. El lactato se produce a partir de
la reduccion de piruvato por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) y ha sido clasicamente
vista como un producto de desecho del metabolismo glucolitico. Sin embargo, recientemente ha
sido reconocida como un importante mediador de la tumorigénesis en algunos tipos de cancer
(Fidelito, Watt y Taylor, 2021). En CaP, se ha reportado que los niveles de LDH en suero suelen
verse aumentados en pacientes con CaP de alto grado y este incremento estd asociado a un
mayor riesgo de mortalidad y progresion de la enfermedad mediante metéstasis (Mori ef al.,
2019; Li etal., 2020). Por otra parte, los niveles de expresion del transportador de
monocarboxilatos-4 (MCT4), proteina responsable del flujo de salida de lactato en células, esta
incrementada en tumores localizados y metastasicos de CaP (Pereira-Nunes et al., 2020),
sugiriendo que la produccion de lactato y su utilizacidon intracelular son importantes en la
tumorigénesis de células de CaP. Estos datos muestran concordancia con lo observado en la
Fig.4, en donde la incubacion con glucosa incrementa los niveles de lactato intracelular,
probablemente por un aumento de la tasa glucolitica respecto al tiempo inicial. La disminucién
de los niveles de lactato mediante tratamiento con fructosa es aiin mas interesante, ya que, si el
nivel de lactato intracelular depende entonces de la actividad glucolitica, esto podria indicar que
los metabolitos generados a partir de la fruct6lisis estan siendo atrapados como metabolitos
secundarios, probablemente en vias de biosintesis necesarias para sostener la proliferacion

celular. Con respecto a la disminucion pronunciada de los niveles de lactato intracelular en PC3
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respecto a LNCaP, esta puede explicarse, en parte, por la actividad del receptor de androgenos
(AR). Algunos estudios realizados en células AR-negativas (PC3 y DU145) han reportado un
incremento en la captacion de glucosa y produccion de lactato comparado a células AR-positivas
(LNCaP y 22Rvl) (Vaz etal., 2012; Pertega-Gomes et al., 2015; Sun et al., 2021). Estas
observaciones sugieren que la sefializacion mediante AR promueve la entrada de piruvato hacia
el ciclo TCA y su posterior oxidacion, mientras la glucolisis aerébica promovida por la ausencia
de senalizacion de AR esta incrementada en estas células como PC3 y DU145. Dicho esto, la
caida de los niveles de lactato puede verse amortiguada en LNCaP respecto a PC3 por que la
actividad del AR empujaria parte del piruvato creado a partir de fructosa hacia lactato, evento
que no ocurriria en PC3. Estos datos nos sugiere que la produccion de lactato es dependiente
del transporte y metabolizacion de glucosa y de, probablemente, la actividad del AR. Tomando
en cuenta que algunos reportes indican que silenciar los transportadores MCT1/4 puede
disminuir el crecimiento celular en células de CaP (Pereira-Nunes et al., 2020), se necesita mas
estudios para dilucidar el real impacto de fructosa sobre la produccion de lactato y como ésta es

capaz de sostener la proliferacion en condiciones de baja produccion de lactato.

Finalmente, se analiz6 el impacto de la incubacion con glucosa o fructosa SmM en los
niveles de expresion de enzimas relevantes para el metabolismo tumoral mediante qPCR. En
términos generales no se encontraron diferencias significativas en los niveles de mRNA de las
enzimas metabolicas seleccionadas salvo algunas excepciones. Este dato nos sugiere que, en el
conjunto de enzimas sin diferencias detectables, el tiempo de incubacion utilizado (72 horas)
podria no ser suficiente para promover incrementos o disminuciones de las enzimas analizadas
independiente de la hexosa utilizada. Estudios en tiempos mayores de exposicion podrian

promover o suprimir la expresion relativa de mRNA de algunas de estas enzimas en células de
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CaP. Por otro lado, es importante comentar que, dada la poca informacion disponible en la
bibliografia sobre la modulacion de la expresion de enzimas mediada por fructosa, utilizar
estudios de mayor espectro como estudios de transcriptomica (Fig. 3, suplementaria,
publicacion 2) o metabolomica podria entregar mas datos respecto a que enzimas o factores que
podrian verse afectados por fructosa y que expliquen los fenémenos descritos en proliferacion

y crecimiento tumoral mencionados en este trabajo de tesis.

Por otra parte, se obtuvieron incrementos en los niveles de HK-2 y G6PDH en células
LNCaP y DU145 respectivamente al incubar con glucosa SmM, mientras que la expresion de
FASN en LNCaP se vio estimulada al incubar con fructosa SmM. Esto nos sugiere que la
adaptacion a nivel de expresion relativa de mRNA puede ser afectada por la incubacién con
glucosa o fructosa, y que dicha estimulacion es diferencial entre lineas celulares y entre hexosas
disponibles. HK-2 cataliza la fosforilacion de glucosa a glucosa-6-fosfato y ha sido descrito que
sus niveles se promueven en céncer, acorde al aumento de la tasa glucolitica (Ciscato et al.,
2021). Se ha descrito también que la actividad de HK-2 puede verse promovida por la actividad
del AR (Moon et al., 2011), lo que explicaria en parte el aumento de esta en LNCaP con respecto
a células AR-negativas como DU145 o PC3. En el caso de G6PDH, se ha descrito que sus
niveles, asi como la actividad de la sintesis de ribosa, dependen de la actividad de AR en células
LNCaP y 22Rv1 (Tsouko et al., 2014). Por otra parte, la incubacidon con fructosa por 48 horas
en células de cancer de pancreas no presenté un aumento en los niveles de G6PDH, si no un
incremento en la produccion de ribosa-5-fosfato mediante la via no oxidativa de la PPP mediante
un incremente de la enzima transcetolasa (TKL) (Liu ef al., 2010). Probablemente sean otras
enzimas, aquellas que componen la non ox-PPP las que estén siendo moduladas en respuesta a

fructosa en células de CaP.



135

Con respecto a la enzima FASN, encargada de la sintesis de palmitato necesaria para
alimentar la lipogénesis de novo (DNL), diversos estudios han vinculado el consumo de fructosa
en la dieta con la generacion de higado graso no alcohdlico de alto grado (DiStefano, 2020),
mediante un mecanismo que involucra una estimulacion de la DNL a través de un activador de
genes llamado SREBP (Proteina Unida a Elemento Regulatorio Esteroidal, por sus siglas en
inglés) (Nomura y Yamanouchi, 2012; Softic, Cohen y Kahn, 2016), que en consecuencia puede
incrementar el nivel de varias enzimas, entre ellas FASN. Por otra parte, un estudio describio
que dietas altas en grasas promueven el CaP metastasico utilizando modelos de CaP in vivo,
mediante una activacion aberrante del programa lipogénico mediado por SREBP (Chen et al.,
2018). También se ha descrito que la sefializacion de AR en CaP puede promover la expresion
de enzimas como FASN (Loda et al., 2009), lo que sugiere un rol importante de la DNL

promovida por fructosa en células de CaP.

En resumen, el rol de fructosa en células de CaP es promover la proliferacion celular
mediante la actividad de un transporte especifico, mediado en su mayor parte por el
transportador GLUT-5, que puede promover la capacidad invasiva de estas células en desmedro
de la incubacién con glucosa. En modelos in vivo, la incorporacion de fructosa en la dieta puede
promover el crecimiento tumoral tanto en xenotransplantes derivados de células PC3 como de
pacientes, mediante un aumento directo de los niveles de fructosa en la circulacion periférica.
Finalmente, la incubacion con fructosa puede incrementar los niveles de ATPi en menor medida
que la incubacion con glucosa y disminuir los niveles de lactato en células de CaP, lo que puede
indicar que los metabolitos generados a partir de la fructolisis estan siendo utilizados en vias de
biosintesis, necesarias para mantener las tasas de proliferacion reportadas. Finalmente, la

incubacién con fructosa puede modular la expresion de algunas enzimas de manera diferencial
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a glucosa, asi como promover la expresion de genes asociados a mecanismos proliferativos en
células de CaP. Estos resultados demuestran que el metabolismo de la fructosa en células de
CaP es capaz de promover parametros celulares asociados a proliferacion y agresividad tumoral.
Dado que ya hemos descrito la caracterizacion de transportadores de fructosa en tumores de
xenoinjerto y como la incorporacion de fructosa en la dieta es capaz de estimular el crecimiento
tumoral y la proliferacion celular en distintos modelos preclinicos, el siguiente paso es
comprender los mecanismos moleculares que median estos procesos. Analisis transcriptdmicos
y metabolomicos de células de CaP en presencia con fructosa en periodos cortos y largos de
tiempo podrian expandir nuestro conocimiento sobre actores moleculares relevantes en mediar
este proceso. Por otra parte, es muy importante llevar estas evidencias en un contexto de
microambiente tumoral, donde otras células podrian ser participes de estos mecanismos,
mediante estudios con otros modelos in vitro como organoides. Finalmente, estas evidencias
también permiten dar mas relevancia a los riesgos del sobreconsumo de fructosa en pacientes
con riesgo de padecer CaP. Cada vez aumenta el nimero de reportes que asocian el consumo
indiscriminado de esta hexosa sobre el riesgo de padecer un numero importante de
enfermedades, entre ellas el cancer, Restringir su consumo puede evitar que tumores de CaP
baja importancia clinica se vuelvan peligrosos en el tiempo, la dieta es uno de los pocos factores
de riego que un paciente puede modificar en busca de disminuir el riesgo de padecer versiones

mas agresivas de CaP.
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6. Conclusiones

Las tasas de incidencia del cancer prostatico se han mantenido estable desde el afio
2018 en USA, mientras que, en paises en vias de desarrollo, el CaP se ha vuelto el tipo de cancer
mas preponderante en la poblacion masculina. Este hecho nos sugiere que: 1), la investigacion
biomédica en CaP necesita mayores estudios sobre el origen del CaP con objetivo de modernizar
las técnicas de deteccion temprana asi como la de crear tratamientos efectivos con menores
efectos secundarios y potencialmente curativos y 2), comprender, de mejor manera, como
factores de riesgo tales como la dieta, y en especificamente, los componentes de la dieta que
inciden sobre capacidades carcinogénicas, proliferativas, metastasicas y de resistencia a
tratamientos en el CaP. Bajo esta perspectiva, el estudio del rol de fructosa en la biologia del
CaP es primero, novedosa y segundo, atingente al impacto de la industria de alimentos
procesados y su efecto en la pandemia mundial de obesidad y sindrome metabdlico, asi como
su vinculo con mayor riesgo de padecer cancer. Este trabajo aporta evidencia contundente sobre
como la incorporacion de niveles altos de fructosa en la dieta promueve e incrementa la
proliferacion y agresividad de células de CaP. Futuros estudios que incorporen el efecto del
microambiente tumoral que evaliien el impacto de fructosa sobre otros actores celulares como
fibroblastos activados por cancer, o macrdéfagos pueden dar mas lucides respecto a la
adaptabilidad de las células de CaP ante la disponibilidad de metabolitos distintos de glucosa,
como fructosa. Finalmente, el estudio del metabolismo fructolitico, desde su captacion hasta su
metabolizacion puede abrir un campo que aporte con nuevos blancos terapéuticos o de

diagnosticos que puedan mejorar la identificacion temprana de tumores de CaP de alto riesgo.
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